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Kapitel 1
Einleitung

Knochendefekte und -verluste kénnen traumatische Ursachen haben oder tumorbedingt
sein, auch Erkrankungen wie Osteoporose konnen urséchlich fiir einen Knochenverlust
sein. Der spontane Knochenheilungsprozefs des menschlichen Korpers ist nicht immer
in der Lage, den entstehenden Defekt z.B. aufgrund seiner Grofe zu iiberbriicken, was
den Einsatz geeigneter Knochenersatzmaterialien erforderlich macht.

Der intakte Knochen wird durchblutet und unterliegt einem permanenten Umbau-
prozefls, dem remodelling. Knochen ist als lebendes Organ ”... ein faserverstirkter mine-
ralischer Werkstoff in mehreren Ebenen hierarchischer Organisation im Nanoformat -
durch Selbstaggregation der organischen Matrix und dadurch synerg beherrschte Ord-
nung des Kristallisats” |1]. Aufgrund seines komplizierten Aufbaus ist es bisher nicht
gelungen, Knochen synthetisch herzustellen.

Als Standardverfahren zur Uberbriickung knocherner Defekte findet noch immer
die Transplantation kérpereigenen (also autogenen) Knochens Anwendung (sog. "Gold-
standard” [2]). Die Zellen eines intakten Knochens werden iiber Blutgefike versorgt.
Bei transplantiertem Knochen kann eine Blutversorgung aber nicht erfolgen. Er wird
deshalb grundsitzlich nur als Platzhalter fiir eine Gewebe- und Knochenneubildung die-
nen. Folgerichtig wird die Wirksamkeit autogenen Knochens beziiglich der Einheilung
und der biomechanischen Belastbarkeit trotz des Ausbleibens immunogener Abwehr-
reaktionen in neueren Untersuchungen bezweifelt [3|. Dies begriindet sich u.a. in der

Auswertung von Tierexperimenten, bei denen beobachtet wurde, daf auch nach 24



KAPITEL 1. EINLEITUNG

Monaten keine vollstindige Einheilung autogenen Knochens erfolgte [4].

Werden Knochenersatzmaterialien knéchern durchbaut, spricht man von Osteokon-
duktion. Wie autogener Knochen zeigen sowohl synthetische Knochenersatzmaterialien
als auch Knochenersatzmaterialien bovinen Ursprungs (vom Rind) im Rahmen der kno-
chernen Regeneration osteokonduktives Verhalten [5]. Aukerdem wird bei Ubertragung
von korperfremden Strukturen menschlichen oder tierischen Ursprungs neben etwaigen
immunologischen Reaktionen auch die Gefahr der Ubertragung von infektiosen Er-
krankungen oder von fremden Proteinstrukturen (z.B. die Ubertragung von Prionen:
fibrilldre Proteinstrukturen, die als Verursacher spongiformer Enzephalopathien gelten

— Creutzfeld-Jakobsche Krankheit) kontrovers diskutiert |6].

Hat ein Knochenersatzmaterial die Fahigkeit, die Knochenneubildung anzuregen,
spricht man von osteoinduktivem Verhalten oder auch von einem Knochenaufbauma-
terial. Das Ziel dieser Arbeit ist die Weiterentwicklung eines vorhandenen Knochen-
aufbaumaterials. Dabei handelt es sich um ein durch die "ARTOSS GmbH” bereit-
gestelltes hochpordses Material (NanoBone®-Granulat), durch das im menschlichen
Korper die Knochenneubildung angeregt wird. Dabei erfolgt zunéchst eine knécherne
Integration mit anschliefendem remodelling [7]. Treten an den Defektregionen wéh-
rend der Einheilung Bewegungen auf, ist die knocherne Integration gefdhrdet. Deshalb
soll die Morphologie des implantierten Materials den anatomischen Anspriichen des zu
behandelnden Knochendefekts angepasst werden konnen. Ein Formkorper wiirde dem
Anspruch einer variablen Morphologie gerecht werden. Um einen Formkorper zu ent-
wickeln, soll im Rahmen dieser Arbeit die Struktur des Granulats und seinereinzelnen
Bestandteile mit Hilfe der Elektronenmikroskopie sowie der Rontgenkleinwinkelstreu-

ung und der Pulverdiffraktometrie untersucht werden.

Damit ein Formkdrper im menschlichen Organismus remodellt werden kann, muf er
ein geeignetes Porensystem besitzen. Im Allgemeinen wird in Nano-, Mikro- und Makro-
poren unterschieden. Nanoporen sollen der "Maskierung” des Materials in vivo dienen.
Korpereigene Proteine benetzen solche Poren [7|. Leukozyten mit einem Durchmesser
von 7-20 pm sind nicht in der Lage, in diese Poren einzudringen. Deshalb erkennen sie

jetzt das Ersatzmaterial nicht als Fremdkorper. Nach der Benetzung des Materials sol-
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

len Mikro- und Makroporen der Vaskularisierung des Ersatzwerkstoffes zur Verfiigung
stehen, wobei Mikroporen von kollagenem Fasergeflecht und Blutgefafsen durchwach-
sen werden sollen, wihrend Makroporen auferdem die Durchbauung mit korpereigenem
Knochen ermdglichen. Als Mikroporen werden Poren in der Gréfenordnung von 0.5-10
wm bezeichnet, Makroporen haben einen Durchmesser von 50 pm und mehr [8]. Es
soll also ein Formkorper entwickelt werden, der stabil in einen zu behandelnden Defekt
untergebracht werden kann, vom Immunsystem nach erfolgter Implantation nicht als
korperfremd eingestuft wird und zur Teilnahme am remodelling-Prozels optimale pordse

Eigenschaften aufweist.
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Kapitel 2

Struktur und Funktion des Knochens

Jeder Knochen ist von einer Knochenhaut, dem Periost, umgeben. Das Periost ist mit

zahlreichen Blutgefaflen und Nervenfasern durchsetzt und ist Anhaftungsstelle fiir

Béander und Sehnen. Der Knochen selbst
besteht aus einer duferen Knochenrinde
(Substantia compacta), der sich je nach
Art des Knochens ein inneres schwammar-
tiges Gewebe (Substantia spongiosa) an-
schlieffen kann. Bei der Neubildung von
Knochen, der priméren Ossifikation, wird
zunachst der sogenannte Geflechtknochen
ausgebildet. Mit anschliefender mecha-
nischer Beanspruchung wird dieser Ge-
flechtknochen in Lamellenknochen umge-
baut.

Das Grundelement des Lamellen-
knochens bilden die Osteone (Havers-

Systeme) (Abb. 2.1). Sie entstehen da-

Abbildung 2.1: 1 - Substantia compacta 2
- Substantia spongiosa 8 - Osteon 4 - Blutge-
fafse 5 - Periosteum 6 - Zentralkanal (Havers-
Kanal) 7 - erweiterte Havers-Kandle in der Spon-
giosa 8 - dufere Generallamellen 9 - Fibrae per-
forantes (Sharpey-Fasern) 10 - vom Periost her
in den "Volkmann-Kanal” eintretendes Blutgefif

(entnommen aus [9]).

durch, dafs Osteoklasten Knochensubstanz resorbieren. Danach werden die entstande-

nen Einldsse (Tunnel) im Knochen durch Osteoblasten mit Knochengewebe aufgefiillt.
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In der Mitte dieser Tunnel verbleiben Blutgefifie, die fiir die Versorgung des umliegen-
den Gewebes zustindig sind.

Knochen als lebendes Organ ist ein gegen Zug, Druck, Biegung und Torsion be-
lastbares Gewebe und unterliegt sténdigen Umbauprozessen. Dadurch ist der Knochen
in der Lage, kleine Schidigungen bis hin zum Bruch selbst zu heilen und sich unter-
schiedlichen mechanischen Belastungen anzupassen. Die Funktionen der Knochen sind
neben der Stiitz- und Schutzfunktion vielfdltig. So dient der Knochen als Reservoir fiir
99% des Kalzium und 90% des im Korper gespeicherten Phosphors. Dadurch wird die
Funktionsfahigkeit der Muskeln und Nerven gesichert.

2.1 Hauptbestandteile des Knochens

Neben einigen anderen Proteinen (Osteokinetin, Osteokalzin und Osteopontin) bildet
Kollagen vom Typ I den Hauptbestandteil (90 — 95%wt.) der organischen Knochen-
matrix (fiir Wirbeltiere sind zehn verschiedene Kollagentypen klassifiziert). Die Kol-
lagenfasern setzen sich aus einzelnen Mikrofibrillen zusammen, die iiber eine extrem
verformbare Klebeschicht miteinander verbunden sind [10]. Die Fibrillen sind in einer
Tripel-Helix angeordnet und bestehen ihrerseits aus Tropokollagenmolekiilen, deren
Grofke und Polypeptidzusammensetzung charakteristisch fiir den jeweiligen Kollagen-
typ ist. Im Fall des Kollagen Typ I besitzen sie eine Lange von etwa 300 nm und einen
Durchmesser von etwa 1.5 nm [13]. Neugebildetes Kollagen nimmt nicht am Stoff-
wechsel teil, sondern unterliegt einem Alterungsprozeft, bei dem die Querverbindungen
zwischen den Tropokollagenmolekiilen stetig zunehmen.

In die beschriebene organische Matrix des Knochens sind verschiedene anorga-
nische Bestandteile eingelagert. Hierzu zéhlen in groffem Mafe Kalzium und Phos-
phor. In weitaus geringeren Konzentrationen finden sich Carbonat, Natrium, Kali-
um, Magnesium, Fluor und Chlor. Das Hauptmineral des Knochens ist Hydroxylapa-
tit (Cas(PO4)3(OH)). Chemisch reiner Hydroxylapatit kristallisiert monoklin mit der
Raumgruppe P2;/b [14], biologischer Apatit kristallisiert hexagonal. Die hexagonale

Struktur (Raumgruppe P63/m) wird bei Raumtemperatur durch Fremdionen im Kri-
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KAPITEL 2. STRUKTUR UND FUNKTION DES KNOCHENS

stallgitter stabilisiert (Natrium und Magnesium [14]). Die Apatitplattchen sind etwa 50
nm lang und etwa 25 nm breit bei einer Dicke von etwa 5 nm [15]. Die Pléttchen sind
parallel (in Richtung der c-Achse) innerhalb der Kollagenfibrillen angeordnet (Abb.
2.2). Die geringe Groke der Apatitkristalle und ihre durch die Kollagenfibrillen vorge-
gebene Anordnung ist dabei fiir die hohe Belastbarkeit und Elastizitdt des Knochens

von entscheidender Bedeutung (]10]).

esoncf -3

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Tripel-Heliz-Molekiile der Kollagenmatriz des Kno-
chens (Kollagen-Typ 1). a) (linke Seite) Schnitt durch eine Fibrille von 1.5 nm Durchmesser; (rechte
Seite) dreidimensionales Modell, daf die Ausrichtung der Liocher zur Bildung eines Kanals zeigt, (b)
Modell, daf$ die Einbettung der flachen Kristallite in die Kandle zeigt. Die Pfeile zeigen in Richtung
der drei prinzipiellen Symmetrien. T ist vertikal zur Knochen-Lings-Achse ausgerichtet, P planparallel

zur dufleren Oberfliche des Knochens (entnommen aus [16]).

2.2 Knochenzytologie

Osteoblasten sind der fiir den Aufbau des Knochens entscheidende Zelltyp. Sie ent-
stehen aus mesenchymalen Stammzellen (bindegewebige Vorlduferzellen) und befinden
sich in der obersten Zellschicht auf der Oberflache der Knochenbélkchen. Mit einer Gro-
fe von 20 - 25 pum produzieren sie einen Grofteil der Proteine (u.a. Kollagen), die am
Aufbau der extrazelluliren Knochenmatrix (noch nicht mineralisierte Grundsubstanz
des Knochengewebes, Osteoid) beteiligt sind. Aukerdem regulieren Osteoblasten die
Mineralisierung des Knochens durch die Absonderung kalziumphosphathaltiger Matrix-
vesikel. Dabei fungieren die zuvor synthetisierten Kollagenfibrillen als Keimbildner fiir

die Minerale. Auf diese Weise bauen sich die Osteoblasten mit der Zeit in die Knochen-
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matrix ein. Schlielich beenden sie ihre Aktivitit und differenzieren sich zu Osteozyten,
die iiber lange Fortsidtze miteinander in Verbindung stehen. Nun besteht ihre Funkti-
on in der Messung der mechanischen Belastung des Knochens und der Regulation des
Gleichgewichts zwischen mineralisiertem und organischem Anteil des Knochens. Aufser
den genannten Funktionen beeinflussen die Osteoblasten die Aktivitdt der Osteokla-
sten. Man geht davon aus, dafs {iber die Sekretion von Faktoren wie dem so genannten
RANK-Liganden und Osteoprotegerin (beides sind Regulatorproteine) das Wachstum
und die Differenzierung der Osteoklasten gesteuert werden (Abb. 2.3) [18].
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Abbildung 2.3: Regulation der Osteoklasten durch RANK-Ligand und Osteoprotegerin [18].

Bei den Osteoklasten handelt es sich um grofe (Durchmesser D ~ 50 - 100 um),
mehrkernige Zellen, die wahrscheinlich aus der Fusion mehrerer Blutmonozyten (im
Blut zirkulierende Zellen des Immunsystems) hervorgehen [19]. Ein Osteoklast enthélt
zwei bis zehn Zellkerne und hat eine Gréfe von 50 bis 100 pm. Die Funktion besteht
in der Resorption des Knochens. Dabei entstehen muldenférmige Resorptionshéhlen
an der Knochenoberflache, in denen meist mehrere Osteoklasten aktiv sind. Durch die
Abgabe von Sauren (u.a. Salzsdure) werden die Apatitkristalle aus der Knochenma-
trix herausgelost. Die verbleibenden Strukturen werden dann mit Hilfe von Enzymen
abgebaut. Die Aktivitat der Osteoklasten wird neben dem Einfluss, den die Osteobla-
sten ausiiben, durch verschiedene Hormone bestimmt. Nach einer Lebensdauer von 48

Stunden durchlaufen die Osteoklastenzellen den programmierten Zelltod (Apoptose).
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Kapitel 3

Experimentelle

Untersuchungsmethoden

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnen direkte Abbildungen der untersuchten Ma-
terialien angefertigt werden. Aufnahmen mittels Rasterelektronenmikroskopie erfolgten
an einem Gerdt 'DSM 960’ (Zeiss). Dazu wurden die zu untersuchenden Materialien auf
Aluminium-Tabs aufgebracht und mit Au- oder Au-Pd-Schichten besputtert. Die Ober-
flaichenstrukturen der untersuchten Materialien wurden analysiert, indem die Oberfla-
che mit einem Elektronenstrahl abgetastet und Sekundérelektronen in Abhéngigkeit
vom abgetasteten Ort detektiert wurden.

Die Transmissionselektronenmikroskopie erfolgte an einem Gerdt 'EM 912’
(Zeiss/LEO), um im nm-Bereich Strukturinformationen iiber die untersuchten Ma-
terialien zu erhalten. Dazu wurden Proben in Epoxidharz eingebettet. Anschliefsend
sind Schnitte mit einer Dicke von etwa 80 nm angefertigt worden. Der innere Aufbau
der Materialien wird analysiert, im Fall des Apatits die Morphologie der Kristallite und
ihre Orientierung im Verbund.

Die Rontgenkleinwinkelstreuung (RKWS) wurde genutzt, um Variationen der
Dichte und dadurch die Groéfe von Strukturen im unteren nm-Bereich zu bestimmen.
Die Methode der Rontgenkleinwinkelstreuung ist in der Literatur ausfiihrlich beschrie-
ben (z.B. [20] und [21]). Im Anhang A.1 werden einige grundlegende Aspekte zum

besseren Verstindnis der Auswertung der gemessenen Daten betrachtet.
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KAPITEL 3. EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGSMETHODEN

Hydroxylapatit als Hauptbestandteil des Knochens und auch als Hauptbestandteil
der vorgestellten Materialien hat einen kristallinen Aufbau. Deshalb wird im Weiteren
die Methode der Rontgendiffraktometrie genutzt. Zur kristallographischen Struktur-
analyse wurde das Computerprogramm GSAS genutzt. Hierbei lieferte die sogenann-
te Le-Bail-Extraktion Informationen iiber die Kristallitgrofe. Das Rietveld-Verfahren
wurde genutzt, um mittels der Variation der chemischen Zusammensetzung eine besse-
re Anpassung des theoretischen an das experimentelle Diffraktogramm zu erhalten. Die
zum Verstdndnis der Durchfithrung der Analysen erforderlichen Informationen sind im
Anhang A.2 dieser Arbeit zu finden.

Um zu iiberpriifen, iiber welche Festigkeit die im Rahmen dieser Arbeit vorgestell-
ten Materialien verfiigen, wurden an einer servohydraulischen Priifmaschine der Fa.
'MTS Systems Corporation’ und an einer Universalpriifmaschine *Zwick Z2.5/TN1S’
der Fa. "Zwick GmbH & Co.” Untersuchungen zur Druckfestigkeit vorgenommen. Das
Priifmaterial hatte in Abhingigkeit vom Herstellungsprozef ein Volumen von 1 - 2 em?
und zeichnete sich durch eine hohe Spriodigkeit aus. Deshalb wird zur Auswertung der
Mefsdaten eine Weibull-Analyse durchgefiihrt. Diese wird im Anhang A.3 beschrieben.

Um die Porenverteilung zu analysieren, wurden die Proben mittels Quecksilberpo-
rosimetrie untersucht (Gerét: "PASCAL 440”). Dazu wird Quecksilber in Abhéngigkeit
vom ausgeiibten Druck (400 M Pa) in Poren unterschiedlicher Groke gepresst, wobei
die kleinsten mit diesem Gerit zu bestimmenden Poren eine Grofe von 1.8 nm haben.
Um eine Aussage iiber die Grofse der inneren Oberfliche zu erhalten, wurden aufer-
dem BET-Messungen durchgefiihrt. Bei diesem Analyseverfahren wird Stickstoff in das
zu untersuchende Material geleitet (Gerdt: "SORPTOMATIC 1990”). Durch anschlie-
fsendes Heizen der Probe werden adsorbierte Gasmolekiile von der Oberfliche gelost.
Mittels der Brunauer-Emmet-Teller-Gleichung wird die Groéfse der inneren Oberfliche
aus einer Adsorptions-Desorptions-Isotherme bestimmt [23].

Die tierexperimentellen Untersuchungen erfolgten erst nach der Entwicklung des
Formkorpers. Deshalb wird die Durchfiihrung dieser Experimente in Kap. 6.5 beschrie-

ben.
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Kapitel 4

Knochenersatzwerkstoffe biologischen

und synthetischen Ursprungs

4.1 Resorption

Ein Knochenaufbaumaterial sollte Knochendefekte temporér tiberbriicken, d.h. es sollte
abbaubar sein und die Osteogenese unterstiitzen. Die Resorption von Knochenersatz-

materialien kann im Organismus auf verschiedene Weise erfolgen:

1. resorptive Entziindung
2. chemische Losungsprozesse

3. Knochenremodelling

Bei einer resorptiven Entziindung infiltrieren Granulozyten das eingebrachte Mate-
rial [30]. Granulozyten sind weife Blutkérperchen, deren Funktion in der unspezifischen
Abwehr von Fremdkorpern liegt. Als "Fresszellen” sind sie in der Lage, dak Material in
sich aufzunehmen und abzutransportieren.

Eine weitere und fiir den Einsatz von Knochenaufbaumaterialien sogar die meistge-
nutzte Moglichkeit der Resorption ist der Abbau des Ersatzmaterials durch chemische
Losungsprozesse. Hydroxylapatit hat im menschlichen Kérper bei einer Temperatur

von 37°C ein Loslichkeitsprodukt (LP) von —log[LP] = 58.6 |31] und ist somit im
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lebenden Organismus praktisch unloslich. Andere Kalziumphosphate haben ein we-
sentlich niedrigeres Loslichkeitsprodukt, z.B. a-Trikalziumphosphat —log[LP] = 25.5
und [-Trikalziumphosphat —log[LP] = 29.5 |31]. Knochenersatzmaterialien auf der
Basis von Trikalziumphosphaten werden immer durch chemische Lésungsprozesse ab-
gebaut. Da mit dem Losungsprozeft eine Erhohung des Kalziumspiegels im Blut ver-
bunden ist, sei an dieser Stelle bemerkt, daft ein konstanter Kalziumspiegel im Blut
von physiologisch erheblicher Bedeutung ist. Viele Stoffwechselreaktionen werden durch
Ca®*-Tonen aktiviert, indem diese an verschiedene Proteine binden. Muskelkontraktio-
nen, Zellteilung, Blutgerinnung, Erregungsiibertragung in den Synapsen und weitere
Prozesse werden durch die Beteiligung von C'a®>T méglich. Der Normalwert des Blutkal-
ziumgehaltes im menschlichen Korper betriagt 10 mg auf ein Volumen von 100 ml. Die
Verwendung leicht 16slicher Kalziumphosphate ist nicht vorteilhaft, wenn man bedenkt,
dak ein Anstieg des Blutkalziumgehaltes zu einer Storung vieler intrazellulirer Stoff-
wechselprozesse fiihrt und bei einem zu starken Anstieg schlieflich Kalkeinlagerungen
in Blutgefafen und Nieren zur Folge hat.

Wie beschrieben ist Hydroxylapatit im menschlichen Kérper bei einer Tempera-
tur von 37°C' und einem pH-Wert von pH = 7 im Gegensatz zu den genannten Tri-
kalziumphosphaten praktisch unléslich. Falschlicherweise wird deshalb oft von einer
schlechten Biodegradierbarkeit von Hydroxylapatit gesprochen (z.B. [33]). Hydroxyla-
patit kann nur {iber Osteoklasten abgebaut werden. Das wiirde zwangsldufig den Neu-
aufbau des Knochens iiber Osteoblasten bedingen, da diese beiden Vorginge vonein-
ander abhingig sind. Durch die Teilnahme eines Knochenersatzmaterials an diesem
Knochenremodelling ware ein bestehender Knochendefekt optimal versorgt und hétte

keine Storung des physiologischen Gleichgewichts zur Folge.
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4.2 Moderne Knochenersatzmaterialien - ein Uber-

blick

In Tabelle 4.1 sind einige von verschiedenen Herstellern angebotene Knochenersatzma-
terialien aufgefiihrt. Die allgemeinsten Eigenschaften der Vertreter jedes Tabellenab-

schnitts werden naher beschrieben.

Tabelle 4.1: Ubersicht einiger aktuell verfigbarer Knochenersatzmaterialien und ihrer wichtigsten
FEigenschaften (gemdfl Herstellerangaben). 1-Bioglass® | 2— Trikalziumphosphate, 3—biphasische Kal-

ziumphosphate, 4=gesinterte Hydroxzylapatite, 5=(nano)porise Materialien.

Priparat Hersteller Herkunft Zusammen-
setzung
Perioglas® NovaBone Products synthetisch Si02, CaO,
NCLQO, P205
Biogran® Biomet GmbH synthetisch Si02, CaO,
NCLQO, P205
BioBase® Biovision GmbH synthetisch a-TCP
Cerasorb® Curasan AG synthetisch B-TCP
OssFi Regenium® Equinox Medizintechnik synthetisch 70% HA,
Deutschland Ltd. & Co. KG 30% B-TCP,
Bi-Ostetic® Berkeley Advanced synthetisch 60% HA,
Biomaterials 40% B-TCP,
()steogmf/N.@ CeraMed Dental bovine Spongiosa HA
Cerabone® aap Implantate AG bovine Spongiosa HA
BONIT® matriz DOT GmbH synthetisch HA,
B-TCP,
S04
Bio-0ss® Geistlich Pharma AG bovine Spongiosa HA
NanoBone® Artoss GmbH synthetisch HA, SiO,
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KAPITEL 4. KNOCHENERSATZWERKSTOFFE BIOLOGISCHEN
UND SYNTHETISCHEN URSPRUNGS

Bei Bioglédsern erfolgt ein Anwachsen von vitalem Gewebe an das implantierte Bio-
glas auf der Grundlage von Ionenaustauschreaktionen mit dem umgebenden biologi-
schen Medium [5]. Tm Fall von Perioglas® spricht der Hersteller von einer vollstindigen
Resorbierbarkeit des Materials. Auch Biogran® wird 1t. Herstellerangaben vollstindig
resorbiert. Bioglédser verfiigen {iber eine hohe Stabilitit und sind dem Material 4555
Bioglass® von Professor Hench nachempfunden. Die Reaktion in vivo wird wie folgt

beschrieben [34], [35]:

Im ersten Schritt gehen Natrium-Ionen verloren, was mit dem Austritt von Was-
serstoff verbunden ist (HT oder H;Om). Diese Reaktion erfolgt im Gewebe innerhalb
weniger Minuten nach Benetzung mit Korperfliissigkeit. In der Folge bricht das SiOs-
Netzwerk zusammen. Die Si1Os-Struktureinheiten lagern sich an der Oberfliche in
Si(OH,)-Gruppen an. Die gebildete Oberflichenschicht ist hochpords mit einem durch-
schnittlichen Porendurchmesser von 30 bis 50 A und einer effektiven Oberfliiche von
100 %2. Nach Bildung der silikatreichen Schicht bildet sich eine Schicht mit amorphem
Kalziumphosphat aus. Jetzt werden organische Bestandteile aus dem Blut adsorbiert
(Proteine). Innerhalb von 3 bis 6 Stunden kristallisiert die Kalziumphosphatschicht
zu einer Hydroxykarbonat-Apatitschicht, die im weiteren Verlauf eine Dicke von bis
7z 100 pm aufweisen kann. Diese Schicht ist dem natiirlichen Knochen in Struktur
und chemischer Zusammensetzung sehr dhnlich und erlaubt eine mechanisch stabile

Verbindung zwischen dem Bioglas-Implantat und dem Knochen.

Wie Biogléser zeichnen sich auch gesinterte Hydroxylapatite durch eine hohe Sta-
bilitdt aus |5|. Die Herstellung gesinterter Hydroxylapatite erfolgt in der Regel auf
Basis von boviner Spongiosa. Der bovine Knochen muf durch unterschiedliche chemi-
sche oder thermische Verfahren von seinen organischen Komponenten befreit werden.
Im Anschluf daran wird er thermisch gesintert. Gesinterte Hydroxylapatite werden
nur sehr langsam bzw. gar nicht abgebaut [5]. Aufgrund des nicht resorbierbaren An-
teils in Hydroxylapatitkeramiken wird die Stabilitat des Knochenregenerates ungiinstig

beeinfluftt, was eine Indikation nicht empfehlenswert macht |39].

Trikalziumphosphate (Cag(PO,)2) haben im Gegensatz zu Hydroxylapatit ein deut-

lich geringeres Loslichkeitsprodukt. Im Organismus, also bei pH = 7, unterliegen sie
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KAPITEL 4. KNOCHENERSATZWERKSTOFFE BIOLOGISCHEN
UND SYNTHETISCHEN URSPRUNGS

chemischen Losungsprozessen, die zum Abbau des Materials fithren. Auf diese Weise
erfolgt eine ziigige Resorption des Ersatzwerkstoffes. Im Fall von Cerasorb® wurde
neun Monate nach Implantation festgestellt, dalk der verwendete Ersatz vollstindig
abgebaut war, wihrend Knochenneubildung fast vollstindig ausblieb [40].
Biphasische Kalziumphosphate sind aufgrund des geringen Loslichkeitsprodukts von
G-TCP zumindest partiell abbaubar. Wie Bioglidser und gesinterte Hydroxylapatite
wirken diese Ersatzmaterialien 1t. Herstellerangaben osteokonduktiv und dienen somit

in jedem Fall als Leitschiene fiir neugebildeten Knochen.

4.3 Bio-0ss®

Bio-0ss® als Vertreter der nanoporésen Materialien wird aus boviner Spongiosa ge-
wonnen und besteht deshalb aus Hydroxylapatit. Das nach Entfernen des organischen
Anteils verbliebene Hydroxylapatit wird nicht gesintert. Das Material ist It. Hersteller-
angaben optimal geeignet, die Bildung neuen Knochengewebes zu fordern. Die 'Geist-
lich Pharma AG’, die dieses Material bereitstellt, ist européischer Marktfiihrer im Be-
reich der Knochenersatzmaterialien fiir orale Anwendungen. Deshalb wird Bio-Oss®
im Folgenden vorgestellt.

Die zur Herstellung von Bio-Oss® verwendete bovine Spongiosa wird gereinigt und
mechanisch zerkleinert. Das in der Spongiosa enthaltene organische Material wird durch
ein chemisches Verfahren entfernt (in einer Offenlegungsschrift zu einem Patent wird
ein moglicher Verfahrensweg erldutert [41]). Bei Untersuchungen mit dem Rasterelek-
tronenmikroskop ist festzustellen, dak die resultierenden Bruchstiicke in einer Groéfen-
ordnung von mehr als zwei Millimetern vorliegen. Sie haben eine unregelméfige, teils
makroporige Gestalt (> 100 pm) und eine angerauhte Oberflache (Abb. 4.1 a) und b)).
Bei weiterer Vergrokerung werden Poren sichtbar, deren Gréfie im Bereich von weniger
als einem Mikrometer liegt (Abb. 4.1 ¢) und d)).

TEM-Aufnahmen zeigen die Nanostruktur von Bio-Oss®. Man findet Apatitkri-
stallite, deren Anordnung Nanoporen bereitstellt (Abb. 4.2 a) und b)). Wie eine Unter-

suchung mittels Quecksilberporosimetrie zeigt, liegen sehr viele Poren in einer Gréfen-
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Zmm
—

Abbildung 4.2: TEM-Aufnahmen von Bio-Oss® in unterschiedlichen Vergriferungen.

20



KAPITEL 4. KNOCHENERSATZWERKSTOFFE BIOLOGISCHEN
UND SYNTHETISCHEN URSPRUNGS

-
o

-
>

ordnung von weniger als 50 nm vor (Abb. T T

-
w
T

4.3). Diese Nanoporen sind die Ursache fiir

- =
o = N
I —

1

eine grofe innere Oberfliche des Materials

©
T

Bio-0ss®, die mittels BET-Messung fest-

BioOss®

Volumenanteil [%]

gestellt wurde (64.6 %2) Bio-0ss® ist al-

so ein nanoporoses Knochenersatzmateri-

- N WA OO N
T T T T T T

al, das aufgrund seiner Porenstruktur nach

O —
T I T T

. . 4 8 15 40 100 250 600 1500
einer Benetzung mit dem Blut des zu be- Porengréfe [nm]

handelnden Patienten vom Immunsystem Abbildung 4.3: Porengrifenbestimmung von

nicht als korperfremd eingestuft werden pjo-0ss® mittels Quecksilberporosimetrie.

kann.

Ein réntgenographischer Vergleich bestétigt, dak es sich bei der kristallinen Kom-
ponente von Bio-Oss® um Hydroxylapatit handelt. Die Beugungsreflexe des Ersatz-
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20

Abbildung 4.4: Rontgenographischer Vergleich von menschlichem Knochen und Bio-Oss®.

materials sind schmaler und hoher als die des Knochens, da die Apatitkristallite von
Bio-0ss® grofer sind als die des menschlichen Knochens.
Die Strukturbeschreibung von Bio-Oss® zeigt fiir das Material Eigenschaften, die es

fiir den klinischen Einsatz optimal erscheinen lassen. Allerdings wird bei der klinischen
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Anwendung von Bio-Oss® in der Regel nur ein "Leitschieneneffekt”, nicht aber ein
Abbau durch Knochenremodelling beobachtet |39].
Der Hauptbestandteil von Bio-Oss® ist Hydroxylapatit. Mittels EDX-Analyse

konnten keine fiir Hydroxylapatit untypischen Elemente festgestellt werden. Eine Ana-

lyse mittels eines 'C/H/N/S-Analyzers True-
spec Micro’ der Fa. Leco erbrachte den Nach-

weis, dal Bio-0ss® einen Kohlenstoffanteil

von 1.0240.03% hat. Die Herkunft des gefun-
denen Kohlenstoffanteils ist unklar. Es gibt
verschiedene Untersuchungen, die die Présenz

von Proteinstrukturen und deren Aktivitat

nachgewiesen haben wollen (z.B. [42], [43]).

Allerdings zeigte die Fa. "Geistlich” in einer

Gegendarstellung, daft es sich bei den ver-

Abbildung 4.5: Histologischer Schnitt
durch ein mit Bio-Oss® behandeltes Gewebe. 1Meintlichen Proteinen um Missinterpretatio-

nen handelt (Pressemitteilung vom 24.06.2004, z.B. bei www.implantate.com). Aufer-
dem bestéatigte der Vorstand der DGZMK am 30.01.2006, daf die Fa. "Geistlich” den
Nachweis erbracht hat, dak die zur BSE-Erreger-Inaktivierung geeigneten Bedingun-
gen erreicht werden (Die DGZMK ist die Deutsche Gesellschaft fiir Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde).

In einem histologischen Schnitt durch einen mit Bio-Oss® behandelten Defekt (in
einem 'Gottinger Minipig’, angefertigt fiinf Wochen nach Implantation) wurde das ent-
haltene Hydroxylapatit mit £ DT A-Losung entfernt. Im mittleren Bereich der Abbil-
dung ist noch immer die granulatartige Struktur von Bio-Oss® zu erkennen. Wie in
vielen Arbeiten (z.B. [39]) wurde also auch hier ein 'Leitschieneneffekt’ von Bio-Qss®
beobachtet. Der gefundene Kohlenstoff ist moglicherweise die Ursache dafiir. Eine wei-
tere mogliche Ursache ist die Tatsache, daf die Kristallite des in Bio-Oss® enthaltenen
Apatits groker sind als die des menschlichen Knochens. Sie haben zwangslaufig eine ge-
ringere spezifische Oberfliche und Kristallite mit grofer spezifischer Oberfliche werden

leichter resorbiert als solche mit geringerer spezifischer Oberflache |29].
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Kapitel 5

Die Struktur von

NanoBone®-Granulat

5.1 Strukturuntersuchungen

NanoBone®-Granulat ist ein hochpordses Material, in dem Hydroxylapatit von einer
Si109-Matrix umgeben ist. Die Granulatkorner liegen in einer lockeren Packung mit ei-
ner Schiittdichte von 0.35 £ 0.1 —Z; vor und haben einen Durchesser von 0.6 mm (Abb.
5.1 a-c) bzw. 1 mm (Abb. 5.1 d-f) bei einer Linge von 2 mm. Durch die tannenzap-
fenartige Struktur der Granulate werden bei ihrer Aneinanderlagerung Zwischenrdume
mit Grofen von mehr als 100 pm bereitgestellt. Auf diese Weise wird eine Vaskularisie-
rung, also das Einwachsen von korpereigenem Gewebe, insbesondere das Einwachsen
von Blutgefifen zur Versorgung neugebildeter Zellen, ermdglicht.

Die Oberfliche von NanoBone®-Granulat ist durch eine hohe Rauhigkeit gekenn-
zeichnet. Eine Mikrorauhigkeit mit Strukturen und Poren in einer Grofenordnung von
1- 10 um ermdglicht korpereigenen Zellstrukturen ein leichteres Anhaften, denn solche
mikrorauhen Elemente bieten eine bessere Angriffsfliche als glatte Objekte. Auf den

gezeigten REM-Aufnahmen der NanoBone®-Granulate sind Agglomerate der SiOo-

Matrix zu finden, durch die die Oberflichenstruktur begriindet ist.
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300pm

Abbildung 5.1: REM-Aufnahmen (am EMZ Universitit Rostock) von NanoBone®-Granulat in
unterschiedlichen Vergriflerungen. a),b),c) 0.6 x 2mm; d),e),f) 1 = 2mm.

Abbildung 5.2: a) REM-Aufnahmen (am EMZ Universitit Rostock) a) einer Bruchstelle von
NanoBone® -Granulat, b) der SiOs-Matriz nach Herauslésen des Apatits mittels EDTA-Losung.
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KAPITEL 5. DIE STRUKTUR VON NANOBONE®-GRANULAT

Zur Bestitigung dieser Annahme wurde eine Probe untersucht, aus der mit Hilfe von
EDTA-Losung das Apatit herausgelost wurde. Die verbliebene SiOy-Matrix (Abb. 5.2
b)) zeigt dieselbe Struktur wie NanoBone®-Granulat (Abb. 5.2 a)). Der Vergleich einer
ST EM-Aufnahme von NanoBone®-Granulat (Abb. 5.3 a)) mit einer T EM-Aufnahme
(Abb. 5.3 b)) des in der STEM-Aufnahme markierten Bereichs zeigt, daf man auch
im unteren nm—Bereich Strukturen findet, die vom Si0, stammen. Von diesen SiO,-

Strukturen ist das Apatit ummantelt. Die Rauhigkeit der Oberfliche wird durch den

Gelbildungsprozess dominiert.

Abbildung 5.3: a) STEM-Aufnahme einer Bruchstelle von NanoBone®-Granulat, b) TEM-

Aufnahme des in a) markierten Bereichs.

Um die durch die SiO,-Matrix gestaltete Oberfliche des Materials zu charakte-
risieren, wurde NanoBone®-Granulat in einem p-CT untersucht [44]. Mit Hilfe des
PC-Programms "AMIRA’ wurde eine Triangulierung durchgefiihrt. Dazu wurden auf
der Oberfliche eines NanoBone®-Granulates Dreiecke verschiedener GroRen verteilt |
um anschliefend die Anzahl der Dreiecke iiber die Grofe der Dreiecke doppellogarith-
misch aufzutragen (Abb. 5.4).
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A"‘% Tomographie eines NanoBone® -Granulats
mit Hilfe des PC-Programms "AMIRA’ ge-
zeigt (a). Die Oberfliche dieses Granulats
wurde mit Dreiecken verschiedener Gro-
Be ausgefillt, (b) und (c). In der Graphik
rechts oben ist der Logarithmus der Anzahl
der die Oberfliche des Granulats ausklei-

denden Dreiecke iiber dem Logarithmus der

Grofse der Dreiecke aufgetragen [44].

Es wurde ein linearer Zusammenhang gefunden, die Oberfliche ist fraktal gestaltet.

Der lineare Zusammenhang

(5.1)

wird Hausdorff-Dimension genannt. Fiir die Oberfliche wurde im p-Meter-Bereich eine
Hausdorff-Dimension von D = 2.2 festgestellt.
Um die Nanostruktur des Materials zu untersuchen, wurde mit Hilfe der Rontgen-
kleinwinkelstreuung eine Messung an NanoBone®-Granulat durchgefiihrt (Abb. 5.5).
In der Streukurve liegen zwei Bereiche mit unterschiedlichem Anstieg vor. Aus dem
Bereich groferer Streuvektoren, dem Porod-Bereich, erhdlt man Informationen tiber die

Oberflachenbeschaffenheit der streuenden Partikel. Rauhe Oberflachen konnen einen
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fraktalen Charakter besitzen und in diesem Fall mit der fraktalen Dimension beschrie-

ben werden. Unter der Kollimationsbedingung "unendlich langer Primarstrahl” gilt

[~ q 6=Dp) (5.2)
I = Intensitat
q — Streuvektor
Dy — fraktale Dimension der Oberfliche

Mit dem fiir den Porod-Bereich bestimm- ° ::'t":i':“;'al;’(;’)‘i',jﬁ"u'a'
ten Anstieg von B = 2.82 ergibt sich fiir —'Z‘Zi’iéz(q>=“'q'5
die Oberfliche eine fraktale Dimension von E
Dy = 2.2. Der fiir den p-Meter-Bereich fest- %
gestellte Zusammenhang setzt sich also bis in =
den Nanometer-Bereich fort. Aufgrund die-
ser Oberfliche wird offenbar ein guter Ver- - =
bund zwischen korpereigenem Gewebe und )
dem Knochenaufbaumaterial gewéhrleistet.  Abbildung 5.5: Kleinwinkel-Streukurve von

NanoBone® -Granulat.
5.2 Resorptionsprozefl in vivo

Die Si0Os-Matrix stellt ein ausgepréigtes Nanoporen-System bereit. Deshalb verfiigt
NanoBone®-Granulat mit ~85 m?z iiber eine sehr grofe innere Oberfliche. Die Si1Os-
Matrix ist in einem Gelbildungsprozels oberhalb des isoelektrischen Punktes entstanden
und wurde in einer geeigneten Temperaturbehandlung vom Dispersionsmittel und von
Riickstinden befreit. Die Oberfliche der SiO,-Strukturen ist negativ geladen. Kommt
das Blut des zu behandelnden Patienten mit dem Material in Kontakt, dringen im Blut

enthaltene, positiv geladene Proteine in das Porensystem ein und benetzen die innere
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Oberflache. Dadurch erfolgt eine "Maskierung’ des Materials. Kérperzellen sind nicht
in der Lage, in das Nanoporen-System einzudringen. Leukozyten erkennen im Material
die korpereigene Signatur der autologen Proteine und nicht den Fremdkorper.

Der Abbau von NanoBone®-Granulat erfolgt vielmehr iiber Osteoklasten. Diese
sind jedoch nicht in der Lage, NanoBone®-Granulat in seiner Reinform zu degradie-
ren, denn die bei der lokalen pH-Wert-Erniedrigung durch Osteoklasten bereitgestellten
Protonen wiirden diese sofort in die S70,-Matrix diffundieren. Auch deshalb wird das
Granulat mit dem Blut des zu behandelnden Patienten benetzt. Auf diese Weise drin-
gen positiv geladene Proteine in das Knochenaufbaumaterial ein. Anschliefend wird die
Si109-Matrix durch Knochenmatrix ersetzt. In Tierversuchen an Gottinger Minischwei-
nen (Masse m = 20 - 25 kg) wurde NanoBone®-Granulat in Defekte einer kritischen
Groke von >5 ¢cm? verbracht |7|. In einer EDX-Analyse ist fiinf Wochen nach der

Implantation kein Silizium nachweisbar (Abb. 5.6 a)).

c
3000
2000
g
g o
1000 N
Na P s a
0-— T T
0 1 2 3
Energy / keV

Abbildung 5.6: o) EDX-Analyse einer REM-Aufnahme von demineralisiertem Granulat und b)
TEM -Aufnahme von demineralisiertem Granulat, das fiinf Wochen in einem Defekt eines Gottinger

Minipigs installiert war.

Bei Untersuchungen am T'EM sind nur wenige kollagenartige, fibrillire Strukturen
zu finden (Abb. 5.6 b)). Deshalb wurde untersucht, welche organischen Komponenten

die Si0y-Matrix ersetzt haben. Auf der Suche nach bestimmten Proteinen wurden
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Abbildung 5.7: Histologische Schnitte von (ehemals) NanoBone®-Granulat fiinf Wochen nach Im-
plantation [7]. a) BM P — 2-Farbung (braun). Das Protein induziert Knochen- und Knorpelbildung.
b) PAS-Farbung von Glycoproteinen (Strukturproteine von Zellen, magenta-rot). ¢) Braun-Farbung
von Osteocalcin (gebildet durch Osteoblasten). Dieser Marker fir die Knochenbildung ist Bestandteil
der extrazelluliren, nicht kollagenen Knochenmatriz. d) Braun-Farbung von Osteopontin. Osteopontin

stellt die Grundstruktur der extrazelluldren Matriz von Knochen.

Abbildung 5.8: Histologischer Schnitt von
(ehemals) NanoBone®-Granulat finf Wochen
nach Implantation. Eingefarbt in Randgebie-
ten des Granulats ist Kollagen Typ I [7].
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histologische Schnitte des mit NanoBone®-Granulat behandelten Implantationsgewe-
bes der Versuchstiere nach einer Entkalkung mit EDTA-Losung immunhistochemisch
gefirbt. Das Prinzip einer solchen Farbung beruht auf der Affinitit bestimmter Prote-
ine zueinander. Im Speziellen handelt es sich dabei um die spezifische Wechselwirkung
zwischen dem nachzuweisenden Epitop und “seinem” Antikérper. Als Primérprotein
wird letzterer mit einem Detektionssystem gekoppelt (= direkte Methode), um das
Epitop in situ optisch sichtbar zu machen. Erfolgt die Detektion iiber die Zwischenstufe
eines Sekundérproteins (sekunddrer Antikorper), spricht man von der indirekten im-
munhistochemischen Methode. Auf diese Weise gelang der Nachweis von BMP-2 (bone
morphogenetic protein), Osteocalcin und Osteopontin (Abb. 5.7). Kollagen tritt nur
in Randgebieten des Granulats auf (Abb. 5.8). Mit Hilfe der PAS-Farbung (periodic
acid shift’s reaction) wurden Glycoproteine histochemisch nachgewiesen.

Samtliche der gefundenen Proteine und Zellstrukturen sind Bestandteile der ex-
trazellularen Knochenmatrix, durch die die SiOy-Matrix ersetzt wurde. Erst nachdem
dieser Matrixwechsel stattgefunden hat, erfolgt die Resorption des Materials durch
Knochenremodelling. Im Zuge dieses natiirlichen Umbauprozesses wird NanoBone®-
Granulat durch Osteoklasten abgebaut und neuer Knochen durch Osteoblasten aufge-
baut. Der Matrixwechsel ist somit ein entscheidender Vorgang, denn "die organische
Nanophase” eines Knochenaufbaumaterials "muf so geartet sein, daf sie die anorgani-
sche Kristallkeimbildung und das Kristallwachstum kontrolliert. Dazu muf sie in re-
gelméfkiger Anordnung saure Gruppen tragen, die Bindungs- und Konzentrierungsort
fiir das anorganische Kation bilden, an dem als Ubersittigungsort und Keimzentrum
das mineralische Material anschlieft” |1|. Diesen Anforderungen kann die organische

Matrix, die die SiOy-Matrix ersetzt, in bester Weise entsprechen.
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Kapitel 6

Entwicklung des Formkorpers

Ziel dieser Arbeit ist es, einen hochpordsen Formkorper herzustellen, der in einem zu
behandelnden Knochendefekt platziert wird. Er soll von kérpereigenem Gewebe durch-
wachsen werden konnen. Der Formkorper soll mit einer Grundstabilitit bereitgestellt
werden, die im Optimalfall der des Knochens entspricht (trabekuldrer Knochen hat
eine Festigkeit von ca. 30 M Pa [45]). Sie soll mindestens so hoch sein, daf ein Chir-
urg den Formkorper unbeschéddigt in einen zu behandelnden Defekt einbringen kann.
Als Richtwert fiir die Mindest-Druckfestigkeit von z.B. Knochenzementen wird in der
DIN-Norm ISO 5833 ein Wert von 3 M Pa angegeben. Dieser Wert stellt auch fiir den
zu entwickelnden Formkorper den Mindestanspruch dar. Neben der Mindestfestigkeit
soll die Resorbierbarkeit durch Teilnahme am Knochenremodelling gewahrleistet wer-
den. Ein Formkorper muf also Poren zur Verfiigung stellen, die eine Vaskularisierung
ermoglichen. Dadurch soll erreicht werden, daf die SiOs-Matrix in vivo durchgéngig
mit Proteinen besetzt und das Material als nicht kérperfremd eingestuft wird. Um die
Eigenschaften von NanoBone®-Granulat (Kap. 5) weitgehend auf den Formkdrper zu
iibertragen, wird im Folgenden der Sol-Gel-Prozef nédher beleuchtet. In das Sol wird vor
erfolgender Gelbildung Apatit eingebracht, dal wahrend der Gelbildung mit amorphem
Si109 ummantelt wird. Der Untersuchung der Strukturbildung im Sol schlieft sich eine
Analyse der Struktur der verwendeten Apatite an, bevor die Zusammenfiihrung dieser
beiden Komponenten untersucht wird. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen anschlie-

fsend helfen, eine Schluffolgerung fiir die Herstellung eines Formkorpers zu ziehen.
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6.1 Der Sol-Gel-Prozef}

Sole sind kolloidale Partikel, die in einer Fliissigkeit dispergiert sind. Dabei liegt die
Partikelgrofe im unteren nm-Bereich |46]. Im Gegensatz zum Sol, wo sich die kolloi-
dalen Teilchen nahezu frei bewegen, sind sie im Gel zu einem rdumlichen Netzwerk
verbunden. Dieses Netzwerk ist dadurch gekennzeichnet, daf die aus den Primérteil-
chen gebildeten fraktalen Cluster in Abhéngigkeit von den Reaktionsparametern eine
Packung oder ein Perkolationsnetzwerk bilden [20]. Die Herstellung eines Gels kann
durch die Formation eines 3D-Netzwerkes bei gleichzeitiger Hydrolyse und Polykon-
densation von Alkoxysilanen erfolgen. Diese Methode der Gelbildung findet auch im

Rahmen dieser Arbeit Anwendung, wobei Tetraethozysilan (T EOS) verwendet wird.

6.1.1 Allgemeine Beschreibung der Strukturbildung im Sol

Die Hydrolyse- und Polykondensationsreaktionen von TFEOS in alkoholischer Um-
gebung erfolgen gleichzeitig. Dabei wird deren Kinetik von verschiedenen Faktoren
beeinflufst. Folgende grundsitzliche Parameter haben Einfluf auf die Strukturbildung
von SiOa-Gelen aus alkoholischer Losung [47]:

ryy-Wert  —  Molverhéltnis Wasser zu TEOS
rs-Wert —  Molverhéltnis Katalysator zu TEOS
r;-Wert  —  Molverhéltnis Lésungsmittel zu TEOS

(bzw. SiOs-Konzentration der Losung)

Im Wesentlichen sind der pH-Wert, die Art und Konzentration des Losungsmittels

sowie die Temperatur entscheidende Parameter der Strukturbildung im Sol.
pH-Wert

Bei sauren Bedingungen fiihrt eine positive Oberflichenladung kettenférmiger, zum
Teil verzweigter Makromolekiile zu globuldren Priméarstrukturen, die sich ihrerseits per-
kolationsartig vernetzen. Basische Bedingungen fordern das Partikelwachstum, wobei

hier Primérstrukturen mit einer Gréfe von bis zu 300 nm entstehen konnen [46].
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Es werden drei Bereiche fiir den pH-Wert beschrieben [48|: pH-Wert unterhalb von
2, zwischen 2 und 7 und oberhalb von 7. Im Allgemeinen sind die Cluster bei niedrigem
pH-Wert positiv, bei Hoherem negativ geladen. Bei pH = 2 ist die Oberflichenladung
0 (isoelektrischer Punkt). Aufgrund dieser Kompensation der elektrischen Ladung der
Kolloide ist die Mobilitdt gering. Es wird vermutet, daf unterhalb von pH = 2 die
Alkoxygruppen protoniert werden, dadurch die Elektronendichte an den Siliziumato-
men sinkt und somit die Kondensation ermdéglicht wird. Oberhalb von pH = 2 erfolgt
mit steigendem pH-Wert eine zunehmend negative Aufladung. Bei leicht sauren Bedin-
gungen zwischen pH-Wert 2 und 7 liegen deprotonierte Silanolgruppen (SiOH ™) vor,

deshalb ergibt sich hier ebenso wie bei pH < 2 eine gesteigerte Kondensationsrate.

. . MONOMER

Das fiihrt zu stark verzweigten Partikeln und
DIMER
schliefllich zu einem schwach verzweigten Netz- o A

werk. Mit weiterer Erhchung der negativen La- pH<7o0RrpH7-10  PARTICLE
WITH SALTS
PRESENT _~~

e

H 7-10 WITH

p
Suonm \ SALTS ABSENT
B

€ Jn 10nm

dung ist oberhalb von pH = 7 die Abstofung
schlieflich so grof, daf es zu einer vermehrten
Anlagerung einzelner Monomere an hoher konden-
sierte Partikel kommt (Ostwald-Reifung). Die Par- TGEL NETWORKS
tikelgrofe nimmt zu, eine weitere Verzweigung er- Abbildung 6.1: Strukturbildung im
folgt nicht. Im basischen Milieu gebildete Silikate Sol in Abhingigkeit vom pH— Wert [48].

weisen hochkondensierte, kolloidale Sol-Gel-Partikel auf. Ein saures Milieu bedingt die

Bildung von kleinen, hochverzweigten Partikeln (Abb. 6.1) |48].
ro- und ry - Wert

Die Hydrolyse erfolgt auch ohne Zugabe von Katalysatoren, was je nach Solzusam-
mensetzung Tage oder gar Wochen in Anspruch nehmen kann. Durch die Zugabe eines
Katalysators wird die Hydrolyse deutlich beschleunigt und die anschliekende Gelbil-
dung erfolgt in wenigen Minuten bis Stunden. Je hoher der rg-Wert, desto hdher ist die
Anzahl der Primérteilchen. Dadurch erhilt man mehr und kleinere Cluster. Allerdings
lauft die Reaktion exotherm ab, und mit héherem rg-Wert wird mehr Warme erzeugt,

was dann den Gelbildungsprozefs zuséitzlich beschleunigt.
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Bei einem geringen molaren Verhiltnis von Wasser zu T'EOS liegen mehr unreaktive
Alkoxyliganden und deshalb eher kettenformige Strukturen vor. Ein molares Verhiltnis
Si(OR)4 zu HyO von 1 : 1 bis 1 : 2 bzw. ein ry-Wert von 1 bis 2 fiihrt zu viskosen,
verspinnbaren Solen [50]. Hier iiberwiegt die Kondensation unter Alkoholabspaltung,
oberhalb von ry =2 unter Wasserabspaltung. Ein steigendes molares Verhiltnis von
Wasser zu T EOS beschleunigt die Hydrolyse. Je hoher der ry-Wert, desto mehr S10O H-
Gruppen werden gebildet. Das fordert die Bildung zyklischer Strukturen im Sol, fiihrt

allerdings zu lingeren Gelbildungszeiten.
Hydrolyse

Die allgemeine Beschreibung der Hydrolyse nach [51| mit

=Si-OR + H;O = =Si-OH + ROH

mufs fiir sdurekatalysierte Hydrolyse spezifiziert werden zu

=Si-OR + H30" = =Si-OH + H* + ROH.

Polykondensation

Zur vollstandigen Hydrolyse eines Silanes werden vier Wassermolekiile benotigt. Da
es zeitgleich zu Kondensationsreaktionen im Sol kommt, werden zwei Wassermolekiile
wieder frei. Pro Silanmolekiil werden demzufolge mindestens 4 — 2 = 2 Wassermo-
lekiile gebraucht. Trotzdem erfolgen auch bei Wasseriiberschuls die Hydrolyse- und
Polykondensationsreaktionen im Sol nur unvollstéindig, es entstehen viele Zwischen-
produkte der Form |SiO,(OH),(OR),|, (mit 2x+y+z=4). Im Allgemeinen wird der

Sol-Gel-Prozefs unter Verwendung der folgenden drei Reaktionen beschrieben [51]:
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Hydroxylierung des Alkoxysilanes

=Si-OR + H,0 = =Si-OH + ROH

Die nachfolgenden Kondensationsreaktionen fiihren zu Siloxanbindungen.

Alkoholkondensation

=Si-OH + RO-Si= &= =Si-0-Si= + ROH

Wasserkondensation

=Si-OH + HO-Si= = =Si-0-Si= + H,0

Entsprechend den dargestellten Reaktionsschemata erfolgt zunéchst eine Polyme-
risation von Monomeren, was zur Bildung von Primérteilchen fiihrt. Diese vergrofern
sich und bilden fraktale Cluster. Diese wiederum lagern sich aneinander, was zu ei-
nem dreidimensionalen Netzwerk fiihrt. Ausgehend von TEOS gelangt man also zu
einem dreidimensionalen SiOs-Netzwerk, dessen Grundbaustein ein [SiOg4]-Tetraeder

ist.

6.1.2 Viskositat

Die apatitummantelnde SiOy—Matrix wird im Sol-Gel-Verfahren bereitgestellt.
Tetraethylorthosilikat (TEOS), Wasser und Essigsdure werden bei einem r,,-Wert
von 6.65 und einem r,-Wert von 0.25 unter starkem Riihren vermischt. Die Temperatur
des Sols erreicht aufgrund der exothermen Hydrolysereaktionen ein volumenabhéngi-
ges Maximum, um mit zunehmender Reaktionsdauer wieder abzunehmen. Etwa zehn
Minuten nach Erreichen des Maximums der Temperatur wird, da nunmehr zunehmend
Kondensationsreaktionen und somit gelbildende Prozesse stattfinden, der pH-Wert mit
Hilfe von Ammoniaklésung auf pH = 4.2 eingestellt. Jetzt kann die Strukturbildung
im Sol bis zur Gelbildung untersucht werden.

Essigsdure gehort zu den "schwachen” Séuren, hat also eine hohe Protonenaffinitit
und deshalb einen deutlich niedrigeren Dissoziationsgrad als beispielsweise Salzsdure

[52]. Dadurch kénnen wihrend der Hydroxylierung auch Acetylgruppen als temporére
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Bindungspartner dienen, als Nebenprodukt entsteht dabei Essigsdureethylester. Es

erfolgen zusétzlich zur Hydrolyse wahrscheinlich auch folgende Reaktionen |53|:

O

I
=5i-OR + CH3COOH = =Si-0-C-CH3 + ROH

O

[
=Si-0-C-CH; + ROH = =Si-OH + CH;CO0C,Hs;

Bei der gewéhlten Sol-Zusammensetzung (r,,-Wert 6.65, rs-Wert 0.25) sind die beschrie-
benen Reaktionsverldufe nach etwa zwei Stunden weitestgehend abgeschlossen, was eine
erhebliche Verzogerung gegeniiber der Hydrolyse bei Verwendung starker Sduren be-
deutet. Im Fall von Salzsdure nehmen die Hydrolyse- und Polykondensationsreaktionen
im Sol bei einem 7r,-Wert von 4 und einem r,-Wert von 0.1 einen Zeitraum von nur
wenigen Minuten in Anspruch, weshalb der Wert r;, = 0.22 (Losungsmittel Ethanol)
zur Erh6hung der Gelbildungszeit gewdhlt wurde. Um den Zeitraum der Gelbildung
des mit Essigsdure katalysierten Sols auszudehnen, wurde dieses Sol konstant bei einer
Temperatur von 20°C' gehalten. Auf diese Weise verblieb bis zum Erreichen des Gel-
punktes beider Sole geniigend Zeit, um sie in Quarz-Markréhrchen einzubringen und

den Vorgang bis zur Gelbildung mittels Rontgen-Kleinwinkelstreuung zu untersuchen.

a) x10* b)
T T T T
5x10°F B
| — ) . %%,
2 Sol, pH-Wert 4.2 wfoﬁnw"%f
5 °
—_ - o -
Py 4x10 o
S5 ~ P
S % 3x10° oS .
= s
2 = s ]
x 1 B . £
i g 2x10°F g E
s (7]
> = J
0.5 1x10°+ A
Mc‘p ]
1 1 L L 1 1
31 5 220 2é5 250 ) 20 #0 80 c 100
Zeit [min] Time (min.)

Abbildung 6.2: a) Viskosititsverlauf des vorgestellten Sols. b) Viskosititsverlauf eines dhnlichen

Sols, bei dem Salzsdure als Katalysator verwendet wurde [54].
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Wihrend der Gelbildung nimmt die Viskositéit des Sols zu. Der Vorgang wurde mit
einem Rotationsviskometer ("Brookshield DV-II”) verfolgt. Der Zeitpunkt, bei dem ein
Maximum der Viskositéat erreicht ist, wird als Gelpunkt festgelegt. Die Kondensations-
reaktionen im Sol finden iiber einen Zeitraum von 220 Minuten statt, ohne dals eine

Zunahme der Viskositit registriert wird.

Der jetzt stattfindende Prozef der Gelbildung erfolgt extrem schnell (Abb. 6.2a).
Bei der Gelbildung des Sols, bei dem die Hydrolysereaktionen mit Salzsdure katalysiert
wurden, liegt der Maximalwert der Viskositdt deutlich hoher (Abb. 6.2b), da hier die
Viskositat kontinuierlich zunimmt und auch nach Abreifen der Spindel vom sich bil-
denden Gel erneute Gelbildung innerhalb eines hochviskosen Systems erfolgt. Im mit
Essigsdure katalysierten Sol wird die Spindel nach dem ersten Abreiffen vom Materi-
al nicht mehr von einem viskosen System umschlossen. Das ist bemerkenswert, denn
der letzte gemessene Wert der Viskositit ist noch sehr gering. Das Sol wird innerhalb
kiirzester Zeit zum starren System. Mittels RKW S soll nun untersucht werden, ob der
unterschiedliche zeitliche Verlauf der Viskositdt unterschiedliche Strukturen zur Folge

hat.

6.1.3 Kleinwinkelstreuung fraktaler Strukturen

Die theoretische Beschreibung der Aggregation in einem Sol kann mittels verschie-
dener Modelle erfolgen. Nach Mandelbrot stellt Selbstdhnlichkeit ein iibergreifendes
Ordnungsprinzip fiir viele natiirliche Phinomene dar. Sein fraktales Modell der Struk-
turen konnte sich auch bei der Beschreibung der Aggregationsmechanismen des Sol-

Gel-Prozesses als wesentliches Hilfsmittel durchsetzen.

Fiir ein fraktales Gelnetzwerk ist der charakteristische Verlauf der Streuintensitit
iiber dem Streuvektor in Abb. 6.3 dargestellt. Die doppellogarithmische Darstellung
zeigt einen Bereich mit konstantem Anstieg, aus dem die fraktale Dimension dy ermit-
telt werden kann (Bereich IT). Dieser proportionale Zusammenhang erstreckt sich iiber
mehrere Grofenordnungen und wird zu kleinen Streuvektoren durch den Guinierbereich

der Cluster begrenzt.
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Fiir den in der Streukurve gezeigten propor-

continuum network surtace

cluster particle atoms

tionalen Zusammenhang (Bereich II) zwischen

der Intensitdt I und dem Streuvektor ¢ gilt

bei der Kollimationsbedingung "unendlich langer
7 Primarstrahl”
;-;
I~ g =1 (6.1)
log scattering vector
I Guinier-Bereich <> Clustergrofie
I Linearer Abschnitt <>  Fraktale Dimension d;des Netzwerkes
I Guinier-Bereich <>  Primirteilchengrofie ~
) _ 1 Streuintensitét
¥ Auslauf <> Oberfliche der Primirteilchen
. ) q Streuvektor
Abbildung 6.3: Typischer Verlauf der
RKWS-Streukurve eines durch ein frak- dg fraktale Dimension
tales Partikelnetzwerk gekennzeichneten des Primérteilchennetzwerks.

Gels [55].
Aus dem nun folgenden Auslauf (Bereich I1T) kann eine Aussage iiber die Beschaffenheit

der Oberfliche der die Cluster zusammensetzenden Bausteine getroffen werden [20)].

I~ q 601 (6.2)
I Streuintensitat
q Streuvektor

Dy fraktale Dimension der Oberfliche

der Priméarteilchen.
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6.1.4 Priméarteilchennetzwerk und Clusterbildung

Abb. 6.4 a) zeigt Streukurven, die im Rahmen einer Arbeit iiber Gelbildungsprozesse

von aus Natriumwasserglaslosungen hergestellten Solen erfakt wurden [20]. Solche

5
4 — 6 Stunden
— 3 Stunden
3 a) — 1 Stunde b)
nach erfolgter
jy 2 — Hydrolyse
L Tt
G ! 5
= =
c
LH
IS
10° 107 . 1o 10' 10" 10°
qlnrm qnm™]
8 Tage
2 Tage
=1 Tag
L — 130 Minuten
. . . . - _ 120 Minuten
Abbildung 6.4: Kleinwinkel-Streukurven. = c) 90 Minuten
. . = — &0 Minuten
a) Streukurven eines aus Natriumwasserglas- 8 30 Minuten
losung hergestellten Sols (Kurve 1) bis zur g nach erfolgter
£ Hydrolyse
Gelbildung (Kurve 5) [20]. b) Entwicklung der —— .
Strukturen eines mit 0.1-molarer Salzsdure, c) L \“’“\_ ]
eines mit 0.4-molarer Essigsdure katalysierten \
TEOS-Sols bis zur Gelbildung. — L : e : -
10" 10"
q [nm”]

Streukurven sind fiir die Beobachtung eines Gelbildungsprozesses typisch. In einer Na-
triumwasserglaslosung sind kolloidale SiOs-Struktureinheiten vorhanden, deren Ver-
netzung aufgrund gegenseitiger Coulomb-Abstofung verhindert wird, da sich an der
Oberfliche der Kolloide Na*-Ionen befinden [56]. Die Ionen werden durch Féllung
oder ein Ionenaustausch-Verfahren entfernt und auf diese Weise eine Vernetzung der
Kolloide ermdglicht. Es sind zunédchst Primérteilchen vorhanden, die zu einem frak-

talen Netzwerk aggregieren (Abb. 6.4 a). Die gebildeten Cluster sind so grof, dak sie
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nach erfolgter Gelbildung (Kurve 5) nicht innerhalb des Gesichtsfelds der Messung zu

™

finden sind (74 = [57] — 7Tmae ~30mm). Bei der Herstellung eines Sols aus

dmin
einer Natriumwasserglaslosung ist mit 12%uwt. ein Maximum der SiO,-Konzentration
erreicht. Bei hoheren Konzentrationen kénnen Ionenaustauscher und Sol nicht vor der
Gelbildung getrennt werden, da mit erhéhter SiOs-Konzentration die Gelbildungszeit
sinkt [20].

In Abb. 6.4 b) ist die Entwicklung der Streukurve eines aus TEOS hergestellten
Sols gezeigt, daf mit Salzsdure bei einem r,-Wert von 0.1 katalysiert wurde. Bei einem
ro-Wert von 4 und einem rz-Wert von 0.22 ist die Gelbildung nach etwa 90 Minuten
abgeschlossen (vgl. Kap. 6.1.2). Als Losungsmittel wurde Ethanol verwendet, da oh-
ne Losungsmittel eine zu rasche Gelbildung stattfand. Uber einen Zeitraum von sechs
Stunden steigt die Intensitdt im Bereich kleiner Streuvektoren an, was auf eine zu-

nehmende Vernetzung der Primérteilchen hinweist, wobei die gebildeten Strukturen

innerhalb des Gesichtsfeldes der Messung bleiben.

In Abb. 6.4 ¢) ist die Entwicklung der Streukurve eines weiteren aus TEOS herge-
stellten Sols gezeigt, dak allerdings mit Essigsdure katalysiert wurde. Bei der gewéhlten
Sol-Zusammensetzung (r,, = 6.65, rs = 0.25) ist die Hydrolyse mit der zusétzlichen
Veresterungsreaktion (vgl. Kap. 6.1.2) nach etwa zwei Stunden weitestgehend abge-
schlossen, was eine erhebliche Verzégerung gegeniiber der Hydrolyse bei Verwendung
starker Sduren bedeutet. Allerdings wurde kein zusétzliches Losungsmittel benotigt.
Die anschlieffende Gelbildung nimmt weitere 240 Minuten in Anspruch. Der Struk-
turbildungsprozeft wurde iiber einen Zeitraum von zwei Tagen beobachtet. Auch hier
vernetzen sich die Primérteilchen zu fraktalen Strukturen, deren Grofe ebenfalls in-

nerhalb des Gesichtsfeldes der Messung liegt.

Aus den Streukurven wurden die Korrelationsfunktionen und Sehnenldngenvertei-
lungen ermittelt (Abb. 6.5). Die mit dem Abstand r gewichteten Korrelationsfunk-
tionen zeigen, dafs insbesondere kleine Teilchen zur Streuung beitragen. In den Solen
sind offenbar nur Primérteilchen vorhanden. Im zeitlichen Verlauf dndert sich die Gro-
fse der kleinsten Bereiche nicht. Die berechneten Sehnenldngenverteilungen haben in

der Folge ein identisches Aussehen. Bei diskreten streuenden Objekten miifste die Seh-
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nenldngenverteilung bei Null beginnen und ein Maximum in der Gréfenordnung des
Guinierradius’ der Primérteilchen haben [21]. Das wird allerdings nicht beobachtet, die

streuenden Bereiche liegen nicht diskret vor.
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Abbildung 6.5: Mit Salzsiure katalysiertes TEOS-Sol: a) Korrelationsfunktionen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Hydrolyse, b) aus den Korrelationsfunktionen berechnete Sehnenlingenverteilun-
gen. Mit Essigsdure katalysiertes TEOS-Sol: ¢) Korrelationsfunktionen zu verschiedenen Zeitpunkten

nach der Hydrolyse, d) aus den Korrelationsfunktionen berechnete Sehnenlangenverteilungen.

Diese beiden Sole zeigen mit fortschreitender Gelbildung das Auftreten zunehmend
groferer Strukturen. Dabei erfolgt der Gelbildungsprozef nahezu identisch. Aus den
Streukurven ist ersichtlich, daf die Vernetzung der Primarteilchen zu fraktalen Struk-
turen aufgrund der hohen SiOs-Konzentration im Reaktionsvolumen raumlich begrenzt
ist. Im Folgenden wird die Auswertung der Streukurven am Beispiel des mit Essigséure

katalysierten Sols durchgefiihrt.
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In Abb. 6.6 a) ist gezeigt, wie die fraktale Dimension von Primérteilchennetzwerk
und Clusternetzwerk bestimmt werden. Aus dem Kreuzungspunkt der linearen Berei-
che der Streukurve in Abb. 6.6 b) wird fiir sphérische Teilchen mit r = o der Radius

definiert [58]. Clusterradius und fraktale Dimension des Clusternetzwerks sind in Ab-

héngigkeit von der Gelbildungszeit aufgetragen (c¢) und d)).
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Abbildung 6.6: a) Bestimmung der fraktalen Dimension des Primdrteilchen- und Clusternetzwerks
des Gels (ein Tag nach erfolgter Hydrolyse), b) Bestimmung des Clusterradius, c) festgestellter Cluster-
radius wahrend der Gelbildung in Abhdngigkeit von der Gelbildungszeit, d) in a) festgestellte fraktale

Dimension des Clusternetzwerks in Abhdngigkeit von der Gelbildungszeit.

Nach 30 Minuten liegen im Sol Primérteilchen vor, die mit dem Proportionalitéts-

1

bereich von etwa 1 - 4 nm™" eine Vernetzung zu Clustern anzeigen. Die aus diesem

Bereich ermittelte fraktale Dimension des Primérteilchennetzwerks dy = 2.1 &ndert
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sich wihrend der gesamten Gelbildung nicht. Der Vernetzung der Primérteilchen zu
Clustern schliefst sich die Vernetzung zu einem Clusternetzwerk an. Die Streuintensitit
nimmt fiir den Streuvektorbereich < 0.8 nm ™! zeitabhiingig zu. Hier liegt ein weiterer
Proportionalititsbereich (im Sol bei ¢ < 0.5 nm™!). Das Umbiegen in diesen Proportio-
nalitdtsbereich findet bei immer kleineren Streuvektoren statt, die Clusterbildung wird
beobachtet. Schlieflich ist nach der Dauer von einem Tag eine maximale Clustergrofse
erreicht, die noch immer im Gesichtsfeld der Messung liegt. Das Umbiegen bei einem
Streuvektor von schlieRlich ~ 0.2 nm~! geht in einen Proportionalititsbereich iiber, der
bis zum Beginn des Gesichtsfelds der Messung reicht. Die gebildeten Cluster vernetzen
sich zu einem Clusternetzwerk, dessen Streueinflufs einen Tag nach der Gelbildung iiber
das Gesichtsfeld der Messung hinaus reicht.

Die fraktale Dimension des Clusternetzwerks im Sol mit dy = 1.1 entspricht der
fraktalen Dimension von kettenformig aneinandergelagerten Clustern. Mit zunehmen-
der Vernetzung der Cluster ndhert sich die fraktale Dimension mit dy = 1.55 der
fraktalen Dimension verzweigter Ketten an. Nach erfolgter Gelbildung &ndert sich die
fraktale Dimension des Clusternetzwerks nicht mehr. Das mit Salzsidure katalysierte
Sol hat aufgrund des zusatzlich eingebrachten Losungsmittels nach der Gelbildung ein
etwas grokeres Reaktionsvolumen als das mit Essigsdure katalysierte Sol. Infolge dessen
verzweigen sich die gebildeten Strukturen etwas stirker und zeigen eine etwas grofere
fraktale Dimension (d(HCL) = 1.7,d;(CH3;COOH) = 1.55).

Die Verwendung von T'EOS bietet den Vorteil, das man Gele mit einer héheren
S109-Konzentration herstellen kann als bei Verwendung von Natriumwasserglaslosun-
gen. Beim Vergleich der untersuchten T'EOS-Sole zeigte sich, dafs die Verwendung von
Essigsaure als Katalysator zwei Vorteile bietet. Zum Einen wurde weniger Dispersions-
mittel zur Hydrolyse des Sols benétigt als im Fall von Salzsédure. Dadurch wurde eine
Si0Oy-Konzentration von 18 %uwt. erreicht. Der zweite Vorteil liegt darin, dak die ent-
haltenen Dispersionsmittel riickstandsfrei mittels einer Temperaturbehandlung entfernt
werden konnen. Auf diese Weise verbleibt ausschlieklich das amorphe SiO,. Deshalb

wird mit dieser Methode der Gelbildung weiter verfahren.
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Um das Clusternetzwerk in der direkten Methode der Elektronenmikroskopie zu un-
tersuchen, wurde das Gel iiberkritisch getrocknet. Auf diese Weise wurde die Struktur
konserviert. Auf REM-Aufnahmen (Abb. 6.7) ist das Clusternetzwerk des iiberkri-
tisch getrockneten Gels zu sehen. Abb. 6.7 a) zeigt die Oberfliche des untersuchten
Gels Strukturen in einer Gréfenordnung von 30 - 50 nm, die sehr dicht aneinanderge-
lagert sind. Fiir die untersuchte Bruchstelle in Abb. 6.7 b) ist kein Perkolationsnetzwerk
zu sehen. Stattdessen sind Aggregate zu finden, die in unterschiedlicher Grofe vorlie-
gen und ihrerseits aus kleineren Struktureinheiten aufgebaut sind. Die Ursache wurde
bereits bei den Untersuchungen mittels Kleinwinkelstreuung gefunden. Aufgrund der
hohen Si0,-Konzentration im Reaktionsvolumen ist die Grofe der gebildeten fraktalen

Strukturen begrenzt.

EMZUniRo

Abbildung 6.7: REM-Aufnahme der im Gel gebildeten Cluster, a) Oberfliche, b) Bruchstelle.

6.1.5 Strukturanderung wihrend der Temperaturbehandlung

Das entstandene Gel wurde getrocknet, um das Dispersionsmittel (Ethanol und Was-
ser) zu extrahieren. Die Trocknung erfolgt bei einer Temperatur von 250°C' in einem

Vakuum-Trockenschrank. Diese einfache Trocknung geniigt nicht, um sédmtliche Riick-
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stdnde (insbesondere Kohlenstoffreste des Ethanols) zu entfernen. Eine Untersuchung
mittels DSC' zeigt, dak bis zu einer Temperatur von ~ 150°C' das Dispersionsmittel
austritt (Abb. 6.8 a)). Oberhalb von 400°C' entweicht gebundenes Wasser, bei einer
Temperatur von etwa 580°C tritt ein endothermer Peak in Erscheinung. Dieser Peak
kann durch das Entweichen gebundener Alkylgruppen erkliart werden |59| und endet bei
ca. 700°C'. Im weiteren Verlauf bis zum Erreichen von 800°C findet keine Verdnderung

mehr statt.

0.4 T T
a) b) Xerogel 800°C ]
02 | Xerogel 600°C
- Xerogel 400°C
Xerogel 250°C
ol
= =
E L2 s
=
8 -0.4 g
a £
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Temperatur [°C] q [nm'1]

Abbildung 6.8: a) DSC-Graphik eines bis 800°C temperaturbehandelten Gels. b)) RKWS-

Streukurven der mit unterschiedlichen Temperaturen behandelten Gele.

Das getrocknete Gel wurde unterschiedlichen Temperaturen ausgesetzt, um Aussa-
gen zu den erfolgten Verdnderungen beziiglich der Strukturen zu machen. Hierzu wur-
den auch hier Kleinwinkel-Streuexperimente durchgefiihrt. Die resultierenden Streu-
kurven sind in Abb. 6.8 b) gezeigt.

Im Bereich kleiner Streuvektoren (¢ < 3 mm™!) variiert der Anstieg der Kurven.
Dieser Bereich ist durch Poren und Risse innerhalb der Gele bedingt, deren Grofen
auferhalb des Gesichtsfeldes der Messung liegen. Im weiteren Verlauf der Streukurven
erscheinen streuende Objekte, bei denen es sich It. Korrelationsfunktion und Sehnen-
langenverteilung um die Primérteilchen des urspriinglichen Alkogels handelt. Die Seh-
nenldngenverteilung des Xerogels unterscheidet sich praktisch nicht von der des noch
feuchten Gels (vgl. Abb. 6.5). Die mit r gewichteten Korrelationsfunktionen und die

Sehnenldngenverteilungen sind in Abb. 6.9 gezeigt. Die Primérteilchen sind jetzt nicht
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mehr zu Clustern vernetzt, sondern bilden eine dichte Packung.
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Abbildung 6.9: a) Mit r gewichtete Korrelationsfunktionen von Gelen bei unterschiedlicher Tem-

peraturbehandlung. b) Sehnenlingenverteilungen dieser Gele.

Abbildung

6.10:

eines mit 800°C temperaturbehandelten

Gels.

TEM -Aufnahme

Das wird mit einer TEM—Aufnahme eines
mit 800°C' temperaturbehandelten Gels besté-
tigt (Abb. 6.10). Der Verdichtung folgt keine wei-
tere Vernetzung. Die zusitzliche Ausbildung von
Siloxanbindungen wiirde zu gréfseren streuenden
Bereichen fithren, was aber nicht der Fall ist.
Es haben also keine Sinterprozesse stattgefun-
den, bei denen deutlich weniger innere Oberfla-
chen existieren wiirden. Vielmehr erscheint das
Gel jetzt als eine dichteste Packung der Primér-
teilchen. Die in der Abbildung sichtbaren Dich-
teunterschiede haben ihre Ursache in der unre-

gelméfigen Dicke der Probe.

Wihrend der Temperaturbehandlung wurden die Riickstédnde aus dem Gel entfernt.

Es verbleibt bereits nach einer Temperaturbehandlung von 700°C ausschlielich amor-

phes 5705 in Form der urspriinglich gebildeten Primérteilchen. Diese werden mit einer

dichten Packung fiir das zu entwickelnde Knochenaufbaumaterial die erforderlichen

Nanoporen zur Verfiigung stellen.
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6.2 Hydroxylapatit

NanoBone®-Granulat wird auf der Basis eines stochiometrischen Apatits angeboten.
NanoBone®-S24 und -S39 sind die Nachfolger von NanoBone®-Granulat und werden
mit einem kalziumdefizitdren Apatit gefertigt. Die Eigenschaften beider Apatite werden

in diesem Kapitel untersucht.

6.2.1 Stochiometrisches Hydroxylapatit

Das Hydroxylapatit wurde mit dem REM untersucht. Die Abb. 6.11 zeigt, dak die

Abbildung 6.11: REM-Aufnahmen des stéchiometrischen Hydrozylapatits.

Apatitpartikel grofse Strukturen bilden. Sie sind zu Aggregaten mit einem Durchmesser
von einem bis zu etwa vier um zusammengelagert. Fiir das Hydroxylapatit erfolgte wie
fiir das Gel eine Temperaturbehandlung bis zu einer Temperatur von 800°C. T'E M-
Aufnahmen zeigen, daf ein Mischapatit vorliegt, in dem Partikel unterschiedlicher Mor-
pholgie (plattchen- und klotzchenartige Strukturen) enthalten sind (Abb. 6.12 a)). Die
Apatit-Partikel werden mit steigender Temperatur grofer und haben nach einer Tem-
peraturbehandlung bei 800°C' keine pliattchenformigen Bestandteile mehr (Abb. 6.12
b)). Bei 900°C' beginnt schlieflich (nicht gewiinschte) Sinterung (Abb. 6.12 ¢)).
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Abbildung 6.12: TEM-Aufnahmen des stéchiometrischen Hydrozylapatits a) ohne Temperaturbe-
handlung und b) nach Temperaturbehandlung bei 800°C sowie ¢) 900°C.

In einer Untersuchung mittels Kleinwinkelstreuung ist zu sehen, dafs mit zunehmen-

der Temperatur der Anstieg im vorderen Bereich der Streukurven steiler wird (Abb.

6.13 a)). Ein Vergleich des Porod-Auslaufs zeigt, daf sich die streuenden Bereiche mit
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Abbildung 6.13: a) RKW S—Streukurven
vom stochiometrischen Hydrozylapatit (Be-
standteil des urspriinglichen NanoBone®-
Granulat), b) Vergleich des Porod-Auslaufs
und ¢) Berechnung der Sehnenlingenvertei-
lungen dieser Streukurven. Nach den Sehnen-
langenverteilungen liegt ein Mischapatit mit

unterschiedlichen Kristalliten vor.
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zunehmender Temperatur schérfer und als grofere Strukturen (= 7 nm ohne Tempe-
raturbehandlung bis ~ 25 nm bei 800°C) voneinander abgrenzen (Abb. 6.13 b)). Im
Vergleich mit den T"EM-Aufnahmen scheint es sich bei diesen festgestellten Werten um
die Dicke der Kristallite zu handeln. Die berechneten Sehnenldngenverteilungen lassen
ebenso wie die Porod-Auftragungen verschiedene Kristallitdicken erkennen, wobei mit

steigender Temperaturbehandlung die Anzahl grofer Dicken zunimmt (Abb. 6.13 ¢)).

Die beschriebenen Strukturverdnderungen wurden mittels Pulverdiffraktometrie
untersucht. Mit steigender Temperatur nimmt die Intensitéit der einzelnen Reflexe bei

abnehmender Halbwertsbreite zu (Abb. 6.14). Besonders stark ist die Zunahme der

—HA900

211 HA800

] ™ 300 ——HAB00
112 HA400
310 222 | —HA250
N 0?4 —HAO000

Intensitat [rel.]

10 20 30 40 50 60
20

Abbildung 6.1/: Pulverdiffraktometrie an HA bei unterschiedlicher Temperaturbehandlung.

Intensitdt bei der Temperatursteigerung von 800°C" auf 900°C. Mit Hilfe der Mefsda-
ten konnten jetzt Linge und Breite der Kristallite bestimmt werden. Das hexagonale
Raumgitter (Raumgruppe 'p/63m’) der Einkristalle von Hydroxylapatit wird mit den

Netzebenenabstinden
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a

dhi =
\/g(}ﬂ + hk + k?) + (2)212

(6.3)

beschrieben. Mittels der Reflexe (100) und (002) kénnen unter Nutzung der genann-
ten Gleichung und der Bragg’'schen Reflexionsbedingung die Gitterparameter a und
¢ berechnet werden. Die ermittelten Werte a = b = 9.414 und ¢ = 6.89A stimmen
mit den Literaturdaten {iberein [60] und beschreiben die durchschnittliche Grofe der
Einheitszelle der Apatit-Kristallite. Aus den Halbwertsbreiten dieser Reflexe sind die

Kristallitgrofen zu bestimmen.

bckar
— Calc
® 0Obs
— diff

Intensitét [rel.]

T T T T . : :
20 40 60 80 100

26
Abbildung 6.15: LeBail-Anpassung eines Rontgendiffraktogramms des verwendeten Hydrozylapatits

nach einer Temperaturbehandlung bei 800°C'.

Aufgrund der untypischen instrumentellen Verbreiterung wurden die Kristallitgro-
fsen mit Hilfe der Le-Bail-Methode im Computerprogramm GSAS bestimmt. Im Gegen-
satz zum Rietfeldverfahren ist lediglich die vorhandene Raumgruppe mit den zugeho-
rigen Gitterparametern (a = b = 9.41A und ¢ = 6.89A4, siche oben) vorzugeben. Diese
werden anschliefend verfeinert, ohne die Atompositionen zu kennen. Die Profilanpas-

sung ist in Abb. 6.15 gezeigt. Aufgrund der untypischen instrumentellen Verbreiterung
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wird auf die Darstellung des Winkelbereichs unterhalb von 26 = 17.5° verzichtet. Aus

den Lorentz-Parametern 'Lz’ und ’ptec’ werden die Kristallitgrofen bestimmt |29):

18000 - K - A
g = ————— 6.4
b m- Lz (6.4)
18000 - K - X

7 (Lx + ptec)

In Abb. 6.16 sind die rontgenographisch festgestellten Werte fiir die Breite
und die Linge der Kristallite im Vergleich mit Mefkwerten dargestellt, die aus
T EM—Aufnahmen ermittelt wurden. Die Ausdehnung der Kristallite im nicht tem-
peraturbehandelten Apatit betridgt in der Linge 50 nm, in der Breite 30 nm und in
der aus der Kleinwinkelstreuung ermittelten Dicke 7 nm. Diese Apatitkristallite sind

etwas breiter und dicker als die Kristallite im menschlichen Kochen (vgl. Kap. 2).

180 180
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O Breite O Breite
140 1 mLinge 140 4 W Lange
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Abbildung 6.16: Analyse der Grofie der Apatit-Kristallite a) aus Rontgenbeugungsezperimenten
und b) durch Vermessung der Kristallite in TEM-Aufnahmen.

Die durchgefiihrten Profilanpassungen mittels Le-Bail-Anpassung lieferten Werte
fiir die Kristalligrofen, die mit den in T'EM-Aufnahmen festgestellten Werten iiber-
einstimmen. Ob die chemische Zusammensetzung der von Hydroxylapatit entspricht,

wurde mit einer Anpassung im Rietveld-Verfahren iiberpriift.
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Mit den Atomkoordinaten von Hydroxylapatit |60 gelang die Strukturanpassung
fiir jede Temperaturstufe. Der Wert fiir Goodness of Fit (GOF) lag allerdings bei kei-
ner durchgefiihrten Verfeinerung der mit verschiedenen Temperaturstufen behandelten

Apatite besser als bei 2.8 (im Fall des mit 250°C' getrockneten Apatits, Abb. 6.17).

bekar

Intensitit [rel.]

20
Abbildung 6.17: Profilanpassung im Rietveldverfahren fiir das in NanoBone® -Granulat enthaltene
Hydrozylapatit, temperaturbehandelt mit 250°C.

Um eine abweichende chemische Zusammensetzung zu iiberpriifen, wurde mit dem
REM eine EDX-Analyse durchgefiihrt (Abb. 6.18). Neben den fiir Hydroxylapatit
typischen Elementen sind auch Kohlenstoff und geringe Anteile von Magnesium in die-
sem Apatit enthalten. Beide Elemente konnen in der Elementarzelle enthalten sein.
Die Elementarzelle stellt zwei Seiten fiir den Angriff durch Kationen zur Verfiigung,
Ca(1) und Ca(2). Im Falle einer (teilweisen) Substitution von Kalzium- durch Magne-
siumionen wird C'a(1) bevorzugt durch Magnesiumionen ersetzt [61|. Falls Kohlenstoff
ebenfalls als Substituent auftritt, wird eine Karbonatgruppe eine Phosphatgruppe er-
setzen. Ist dies zutreffend, mufl aber aus Griinden des Ladungsgleichgewichts innerhalb
der Einheitszelle auch eine Hydroxylgruppe durch eine Karbonatgruppe ersetzt werden
[62]. Nach |61] ist das Zentrum dieser Karbonatgruppe auf der Position 0,0,-0.0081 zu
finden. In einer Rietveld-Analyse kann mit Hilfe eines Germanium-Atoms auf dieser

Position die C'O3-Gruppe dargestellt werden [61]. Fiir die Durchfithrung der Rietveld-
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Verfeinerung wurden die Parameter fiir die Profilverbreiterung aufgrund der Grofe der
Apatitpartikel aus der Le-Bail-Anpassung iibernommen und die genannten Substitu-

tionen iiberpriift.
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keV

Hydrozylapatits.

Eine solche Strukturanpassung gelang nicht. Eine Veréinderung der chemischen Zu-
sammensetzung des vorgestellten Apatits ist durch pulverdiffraktometrische Messungen
am verwendeten Gerit nicht nachzuweisen. Auch durch die Hinzunahme von bei der
Herstellung des Apatits eventuell entstandenen Nebenprodukten wie Kalziumoxid oder
Kalziumhydroxid gelang keine bessere Strukturanpassung. Demnach ist festzustellen,
dafs ein nahezu stochiometrisches Apatit vorliegt, das Verunreinigungen aufweist. Au-
fserdem haben die Kritallite dieses Apatits eine kleinere relativen Oberfliche als die im

Apatit des menschlichen Knochens.
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6.2.2 Kalziumdefizitires Hydroxylapatit

Dieses Hydroxylapatit ist in REM-Aufnahmen ebenfalls stark agglomeriert. Die Zu-

sammenlagerungen haben eine Ausdehnung von z.T. mehr als 80 pm (Abb. 6.19).

Abbildung 6.19: REM-Aufnahmen des kalziumdefizitiren Hydroxylapatits.

Eine T EM-Aufnahme zeigt plattchenformi-
ge Partikel, die unregelméfig angeordnet sind
(Abb. 6.20). Bei den nadelférmigen Partikeln
handelt es sich um Pléttchen, die seitlich ausge-
richtet sind. Im Le-Bail-Verfahren wurde fiir die-
ses Apatit eine Lange von 30 nm und eine Breite
von 15 nm festgestellt. Es gelang eine Le-Bail-
Anpassung mit einem Wert fiir GOF von 1.8

und eine Rietveldverfeinerung mit einem Wert

Abbildung 6.20: TEM-Aufnahme des fiir GOF von 1.4 (Abb. 6.21).

kalziumdefizitdaren Apatits.
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Abbildung 6.21: Profilanpassung fir das kalziumdefizitire Hydrozylapatit, getrocknet bei 250°C.

Wihrend stéchiometrisches und kalziumreiches Apatit bei einer Temperatur von
800°C lediglich ein Kristallitwachstum zeigen, durchlduft kalziumdefizitares Hydroxyla-
patit bei einer Temperaturbehandlung oberhalb von 700°C' eine Phasenumwandlung

wu —TCP:
Cag(HPO4)(PO4)5OH — 3Ca3(PO4)2+H20

Man hat darauf zu achten, daf die Temperatur von 700°C' nicht iiberschritten wird.
Selbst wenn das Uberschreiten dieser Grenztemperatur nur fiir wenige Minuten um
wenige Grad Kelvin erfolgt, setzt die Phasenumwandlung ein (Abb. 6.22). Bei einer
Temperaturbehandlung von 800°C' liegt ein biphasisches Material vor, eine Mischung
aus Hydroxylapatit und g—TCP.

Wird mit diesem Apatit ein Formkorper hergestellt, darf dieser Formkorper also ei-
ner Temperatur von maximal 700°C" ausgesetzt werden. Wie in Abschnitt 6.1.5 gezeigt,
ist fiir das Entfernen samtlicher Riickstdnde des Gels diese Temperatur ausreichend.

Das stochiometrische Apatit hat also den Vorteil, dak bis zu einer Temperatur von

800°C' keine Phasenumwandlung erfolgt. Das kalziumdefizitdre Apatit hingegen hat den
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Abbildung 6.22: Fir das Hydroxylapatit "THAP700” erfolgte die Temperaturbehandlung mit
700°C. Die Aufheizrate des verwendeten Ofens wurde zu hoch gewdhlt, so daf§ fiir wenige
Minuten ein 'Uberschwingen’ auf 707°C' stattfand.

Vorteil einer groferen relativen Oberfliche, so dak eine Resorption schneller erfolgen

kann. Beide Apatite sind fiir den Einsatz im Formkorper geeignet.

6.3 Herstellung des Gel-Apatit-Gemischs

Es wurde eine mit der Masse des Sols iibereinstimmende Masse Hydroxylapatit in
das Sol eingebracht. Nach kriftigem Riihren lag ein Material mit einer Viskositit von
etwa 4000 cP und einem pH-Wert von pH = 4.2 vor. Zum Erreichen einer moglichst
homogenen Verteilung des Hydroxylapatits im Sol wurde das Material nach Einbringen
des Apatits ins Sol mit einem Ultraschall-Desintegrator (Modell S450D, Fa. "Branson”)
behandelt. Dadurch sollte erreicht werden, daft moglichst kleine Apatit-Agglomerate
oder im besten Fall einzelne Apatitkristallite vollstindig vom Si05-Gel umschlossen
werden.

In Abb. 6.23 ist die Abhingigkeit der Teilchengrofe vom Energieeintrag darge-
stellt. Nach einer Energiezufuhr von 22 bis 35 kJ auf 144 ml Reaktionsvolumen konnte
mittels dynamischer Lichtstreuung eine durchschnittliche Teilchengrofe von etwa 1.5
um festgestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt ist das Sol-Apatit-Gemisch sehr fliissig,

eine Viskositit ist mit dem verwendeten Viskometer (Rotationsviskometer "Brooks-
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hield DV-II”) nicht bestimmbar. Mit weiterer Ultraschallgabe erfolgte keine weitere
Verkleinerung der vorhandenen Teilchen. Vielmehr fiihrte eine beginnende Gelbildung
wieder zum Auftreten groferer Teilchen, da durch die Energiezufiihrung eine Tempe-
raturerh6hung bewirkt wurde. Durch die Temperatursteigerung wird die Gelbildung
unterstiitzt. Die sich bildenden Sol-Apatit-Agglomerate neigen zur Sedimentation. Um
diese Sedimentation weitestgehend zu unterbinden, erfolgte ein weiterer Energieeintrag
von schlieflich insgesamt 60 k.J. Jetzt hatte das Sol-Apatit-Gemisch bei einer Tempe-
ratur von 54 - 56°C' noch immer eine fliissige Konsistenz. Die Gelbildung erfolgte dann
innerhalb weniger Sekunden. Dieser kurze Zeitraum geniigte, um das Sol in geeignete

Behélter zu verbringen.
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Abbildung 6.23:  Abhdingigkeit F
der Grofle der im Sol vorhandenen 1r
Apatit-Agglomerate vom durch den
Ultraschall-Desintegrator erfolgten 0 0 10 20 30 20 50
Energiezufuhr [kJ]

Energieeintrag.

Durch den kontrollierten Vorgang von Energieeintrag und gleichzeitiger Erhchung
der Temperatur des Sol-Apatit-Gemisches (und somit durch Verringerung der Gelbil-
dungszeit) wird nicht nur die Sedimentation verhindert. Eine Agglomeration, wie sie
bei Hydroxylapatit nach Stoppen der Dispersionsenergie auftritt (auch im dispersen
System neigen HA-Partikel mehr oder weniger zur Agglomeration, der dominierende
Bindemechanismus findet seine Ursache in van-der-Waals-Kréften), wird weitgehend
unterbunden. Mit der Verhinderung der Sedimentation und der Agglomeration bei

gleichzeitiger Gelbildung gelingt es, die Partikel optimal mit Si0Oy zu ummanteln.
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6.4 Formkorper

In einer friitheren Arbeit wurden bereits Priifkorper aus einem Gel-Apatit-Gemisch
gefertigt [54]. Dabei wurde das Gel aus einem T EOS-Sol hergestellt, wobei die Hy-
drolysereaktionen mit Salzsdure katalysiert wurden und bei Werten von r,, = 0.4 und
rs = 0.1 stattfanden [54|. Diese Priifkorper wiesen eine Festigkeit von 2.5 bis 3.5M Pa
auf. Diese Grundfestigkeit wiirde mit Zwischenrdumen oder Poren zusétzlich verringert
werden.

Zunichst wurde iiberpriift, welche maximale Festigkeit des getrockneten Gel-
Apatit-Gemischs erreichbar ist. Diese Untersuchungen erfolgten mit dem stéchiometri-
schen Apatit (Kap. 6.2.1). Im weiteren Verlauf der Arbeit erfolgte durch die ARTOSS-
GmbH die Bereitstellung des kalziumdefizitiren Hydroxylapatits, dak in Morphologie
und Kristallitgrofe dem Apatit des menschlichen Knochens entspricht. Es erscheint
somit als das fiir den klinischen Einsatz geeignetere Material und findet dann im zu

entwickelnden Formkorper Anwendung.

6.4.1 Festigkeit des apatithaltigen Gelkorpers

Nach Zusammenfiihrung der Ausgangskomponenten (Kap. 6.3) wurde die Mischung
in Formen gegossen. Die Dispersion hatte eine Temperatur von 54 - 56°C', so daf die
Gelbildung innerhalb weniger Sekunden nach dem Giefvorgang erfolgte.

Die resultierenden Priiftkérper hatten entsprechend den Innenmafen der Formen
eine Liange von 30 mm, eine Breite von 15 mm und eine Hohe von 8 mm. Sie wurden
regelméfiig wihrend der Trocknung durch eine starke Schrumpfung und Rifsbildung
im Material zerstort. Deshalb wurden die Priiftkérper nach ihrer Herstellung mit Folie
abgedeckt und téglich fiir wenige Sekunden beliiftet. Nach Ablauf von sechs Wochen
erfolgte eine Extraktion des Dispersionsmittels bei 250°C' im Vakuum-Trockenschrank
und eine Entfernung der weiteren Riickstdnde bei 800°C' innerhalb eines Rohrofens.

Der Schrumpfungsprozefs der Priifkorper ist eine Folge der Trocknung des Materials.
Wihrend der Trocknung zieht sich das S1Oy-Netzwerk aufgrund der Grenzflichenspan-

nung des enthaltenen Dispersionsmittels zum Si0y zusammen. Dabei zeigte sich, daf

58



KAPITEL 6. ENTWICKLUNG DES FORMKORPERS

nur die Priifkérper (bei variierendem Volumen) unzerstort blieben, die eine Volumen-
schrumpfung von mindestens 42% aufwiesen.
Es erfolgten Belastungstests an einer servohydraulischen Priifmaschine der Fa.

"MTS Systems Corporation’ am Institut fiir Maschinenbau der Universitit Rostock.

Aus dem Anstieg der Spannungs- 30f

Stauchungs-Kurve kann bei sproden 2

-
o
T

Priitkérpern kein Elastizitdatsmodul er-

mittelt werden, denn spréde Materialien

B
o
T

(%]
o
T

brechen praktisch ohne vorherige pla-

Druckfestigkeit [MPa]

n
o
T

stische Verformung [63]. Fiir den ersten

-
o
T

Priitkérper wurde eine Druckfestigkeit von

. . .
0 0.01 0.02 0.03 0.04

~40 M Pa ermittelt (Abb. 6.24), bei deren Stauchung [AL/L]
Erreich . lstindice Zersts

rreichen die vollstandige Zerstorung des Abbildung 6.24: Stabilititsuntersuchung zu ei-
Priitkérpers eintrat.

nem Gel-Apatit-Prifkorper.

Durch geringe Variation einfacher Parameter wurde versucht, die Festigkeit des
Ausgangsmaterials zu optimieren. Indem vor der Trocknung und Temperaturbehand-
lung das Dispersionsmittelgemisch, bestehend aus Ethanol und Wasser, durch Diffu-
sion vollstdndig durch Wasser ersetzt wird, kann ein schnelleres Schrumpfen und ein
hoherer Grad der Schrumpfung der Priifkérper erreicht werden. Der Austausch des
Dispersionsmittels erfolgte, indem die Priifkérper fiir einen Zeitraum von 24 Stunden
in destilliertem Wasser belassen und anschliefend fiir zwei Tage an Luft getrocknet
wurden.

Nach Trocknung und Temperaturbehandlung zeigten die Priifkorper (bezeichnet
mit 'MI’) eine Schrumpfung von 48%wol.. Die starke Verdichtung wéhrend der Trock-
nung fiihrte zu einer hoheren Festigkeit von maximal 82 M Pa (Tab. 6.1). Ein weiterer
Anstieg der Festigkeit des Materials wurde durch eine Erh6éhung des SiOs-Gehaltes
erzielt. Dazu wurde weniger Hydroxylapatit in das Ausgangssol eingebracht. Die ent-

standenen Materialien wurden ebenfalls einem Losungsmittelaustausch gegen Wasser

unterzogen, bevor Trocknungsprozef und Temperaturbehandlung stattfanden.
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Tabelle 6.1: Schrumpfung, Dichte, Porositit und mazimale Festigkeit von NanoBone® -Granulat
dhnlichen Prifkorpern sowie von MI - MIV (unterschiedlicher SiOs-Gehalt, Losungsmittel vollstin-

dig durch HyO ersetzt), alle Materialien temperaturbehandelt mit 800°C'.

Schrumpfung Dichte Porositit maximale
Druckfestigkeit
1%] % 1%] [MPa]
Gel-Apatit-Priifkérper; 42 1.1840.02 53+0.5 ~40
21.3%wt. SiOs

MI; 21.3%wt. SiOs 4841 1.30+0.02 4740.5 ~82
MIT; 24.5%wt. Si0s 53+1 1.38+0.02 40+0.5 ~95
MIII; 28.8%wt. SiOq 60+2 1.444-0.02 34+1 ~110
MI1V; 35%wt. SiOq 69+3 1.56+0.02 26+1 ~130

Mit steigendem Si1Oy-Gehalt zeigten die Materialien eine zunehmende Schrumpfung

wahrend der Trocknung und Temperaturbehandlung. Daraus resultierten eine hohere

Dichte und eine hohere maximale Festigkeit. Das ist iiberraschend, denn Hydroxylapatit

hat eine Dichte von 3.2-%;

g
cm3

und das amorphe Si0O, hat eine maximale Dichte von

2.2-45. Mit zunehmendem SiO,-Gehalt wire also anzunehmen, daf die Dichte des

Komposits abnimmt. Durch die rdumlichen Abstdnde der unregelméfiig angeordneten

Apatitkristallite liegen Poren vor, die mit Si0Os-Strukturen aufgefiillt worden sind.

140

1201 35%wt. Si0, ]
29%wt. Si0,
= 100k 25%wt. Si0, |
“E; 21%wt. S0,
S 8of 1
4
2
a
Q@ 60f b
k"3
[*]
2
G 40¢ 1
200 1
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Stauchung [A L/L]

Abbildung 6.25: Stabilititstests der Materiali-
en M I — MIV nach einer Temperaturbehandlung
von 800°C.

Mit hoherem SiO,-Anteil wurden diese
Poren besser aufgefiillt (Abb. 6.27 und
6.28), was zu einer hoheren Gesamtdich-
te fithrte. Auf diese Weise bedingt ein ho-
herer Apatitanteil eine geringere Gesamt-
dichte.

In Abb. 6.25 ist der Verlauf der Druckfe-
stigkeit ausgewdhlter Vertreter der Mate-
rialien "M I’ bis "M IV" iiber der relativen
Langendnderung aufgetragen. Der Bereich
der Steigung der Kurven umfaft nicht ein-

mal 3% der Gesamtlinge der Priifkorper
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Abbildung 6.26: a) Weibull-Verteilung und b) Auswertung der charakteristischen Bruchfestigkeit
der Materialien 'MI' bis 'MIV' (von oben nach unten).
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und ist durch das Abplatzen von Material und durch Riffwachstum innerhalb der Priif-
korper gekennzeichnet. So zeigen verschiedene Priifkdrper desselben Materials einen
unterschiedlichen Verlauf in der Spannungs-Stauchungs-Kurve. Deshalb wurde der je-
weils erreichte Maximalwert der Bruchspannung fiir den jeweiligen Priitkdrper erfafst
und den Ergebnissen der Festigkeitsuntersuchungen eine Weibull-Verteilung zugrunde
gelegt (Kap. A.3).

Die Ergebnisse sind in Abb. 6.26 dargestellt. Die ermittelten Bruchspannungen fiir
mehrere Proben des gleichen Materials variieren sehr stark, was die Folge unterschied-
lich orientierter und ausgeprigter Rikldngen innerhalb der Priifkérper ist. Lage, Linge
und Orientierung der Risse ist iiber das gesamte Volumen des jeweiligen Priifkérpers

statistisch verteilt.

Abbildung 6.28: REM-Aufnahmen des Priifkorpers "MV’ (35%wt.Si0s). Im oberen pm— Bereich

ist eine starke Riffbildung sichtbar.
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In REM-Aufnahmen ist zu sehen, daf eine Erh6ohung des Si105-Gehalts zu einer
dichteren Struktur fiihrt, aber auch zu einer Zunahme der Anzahl von Rissen innerhalb
der Priifkérper wéhrend der Trocknung (Abb. 6.27, 6.28). Deshalb liegt der Maximal-
wert der Bruchfestigkeit fiir das Material M1V (35%wt. Si03) mit 135 M Pa zwar
am hochsten, allerdings ist fiir dieses Material der charakteristische Ausfallwert mit
73 M Pa niedriger als der fiir MI1 (24.5%wt. SiO2) und MII1 (28.8%wt. SiOs). Ein
Vertreter von "MIV’ wird mit einer Wahrscheinlichkeit von 63.2% (am Wendepunkt
der Verteilungskurve) schon bei einer Druckbelastung von ~50 M Pa zerstort. Den zu-
verlissigsten Priifkorper mit einem Weibull-Exponenten von 4.86 stellt das Material
"MIT' (24.5%wt.) dar. Oberhalb eines SiOy-Anteils von 25%uwt. zeigen die Priifkérper
eine immer stirkere Volumenschrumpfung und deshalb eine immer stérkere Rifsbildung.
Das angewandte Trocknungsverfahren mufs also bei Bedarf fiir eine gleichbleibende Fe-
stigkeit optimiert werden.

In die kompakten Priitkérper muf ein Makroporensystem installiert werden. Es
kann abgeschitzt werden, wie ein Makroporensystem die Festigkeit des spiteren ma-
kropordsen Formkorpers beeinflussen wird. Die Beschreibung der Festigkeit sproder

Materialien nach bruchmechanischen Kriterien erfolgt durch die Griffith-Gleichung [64]:

o= <2El7§)% (6.6)

TCo

o Festigkeit

E' Elastizitatsmodul

~v  Grenzflichenspannung SiOs/Apatit
co Defektgrofie

¢ Ummantelung der HA-Partikel

63



KAPITEL 6. ENTWICKLUNG DES FORMKORPERS

Die Apatitkristallite sind unregelméfig in der SiOy-Matrix verteilt und bedingen
durch ihre rdumliche Orientierung Poren. Diese Poren sind zum Teil mit der SiOs-

Matrix ausgefiillt. Die Umhiillung der Kristallite wird mit

(= (%)2& (6.7)

Dy Durchmesser der Primérteilchen des Gels

A durchschnittlicher Abstand der Primérteilchen
im Gelnetzwerk

fa prozentualer Anteil des SiO2 am durch die

ungeordneten HA-Partikel bereitgestellten Porenvolumen

ausgedriickt [65]. A wird mit Hilfe von

A= D, [(1_1%)% —1] (6.8)

mit

3
R4
=1—-|—7 6.9
€A (RA—F%) ( )

€A Porositat

R, Primirteilchenradius
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bestimmt |65]. Werte fiir die Festigkeit und Porositét der kompakten Priifkérper sind

der Tab. 6.1 zu entnehmen. Jetzt kann der Wert £2 abeeschiitzt werden. Leet man

30

nun die Makroporositit des zukiinftigen Priif-

25

korpers mit 50% fest, ergeben sich fiir die

—— 21.56%wt. SiO,

— 24.5%wt. SiO2

—— 28.8%wt. Si0,
35%wt. SiO,

n
o
p—r—

Ummantelung der Apatitpartikel ¢ im Mit-

tel wesentlich kleinere Werte als beim kom-

Festigkeit [MPa]
@

pakten Priifkérper. Die aus der Festigkeit und
Porositét der Priifkorper M I-MI1V berechne-

ten Werte fiir die Variablen ET,“’ und ( sind

-
o
T

. . L . %05 05 1 15 2 25 3 a5 4 45 5
in Tab. 6.2 gezeigt. Bei einem idealen Trock- Lange Sollbruchstelle (bzw. RiBlinge) [um]

nungsprozel und einer idealen Ummantelung Abbildung 6.29: Festigkeit von zukiinftigen
der Apatitkristallite entspricht cq der grofsten Formkérpern in Abhdngigkeit von der Defekt-
Ausdehnung eines Kristallits, namlich 50 nm. grige.

In Abhéngigkeit von der Konstruktion des Makroporensystems werden sich andere De-

fektgrofen ergeben. Fiir die Festigkeit in Abhéngigkeit von der Defektgrofie bei einer

Makroporositiat von 50% ergeben sich die in Abb. 6.29 dargestellten Kurvenverlaufe.

Tabelle 6.2: Kalkulation einiger Variablen der beschriebenen mathematischen Zusammenhdnge. Der
Anstieg der Gesamtporositit aufgrund eines Makroporensystems fihrt prozentual zu deutlich geringeren
Werten fiir die SiOs-Befillung der zwischen den Apatitpartikeln vorliegenden Hohlrgume. (MI-MIV
— kompakte Prifkorper, FK —1-FK —4 — theoretisch mit 50% Makroporen ausgestattete Prifkorper.)

Material Gesamtporositidt | Festigkeit % gefiillte Hohlrdume
1%] [MPa] | [MPa?] a [%]
MT; 21.3%wt. SiO- 4740.5 82 ~1735 ~34
FK-1; 21.3%wt. SiO4 73.5 — siehe M T ~22
MIT; 24.5%wt. Si0s 4040.5 95 ~1156 ~42
FK-2; 24 5%wt. Si0O4 70 — siche MII ~24
MIITI; 28.8%wt. SiO4 34+1 110 ~844 ~51
FK-3; 28.8%wt. Si0O4 67 — siehe MIIT ~26
MIV; 35%wt. SiOq 26+1 130 ~443 ~66
FK-4; 35%wt. Si04 63 — siche M IV ~27
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Die Festigkeitsuntersuchungen zeigten, daf ein hoherer SiOs-Gehalt eine hohere
Festigkeit der kompakten Blocke zur Folge hat. Das Elastizitdtsmodul der Materialien
wird allerdings mit zunehmendem Si0s-Gehalt kleiner. Durch die zusétzliche Einbrin-
gung eines Makroporensystems wird der prozentuale Anteil der mit SiO, gefiillten
Hohlrdume, die aufgrund der ungeordneten Lage der Apatitkristallite zueinander zu-
stande kommen, deutlich geringer (Tab. 6.2). Aufgrund dessen ist anzunehmen, daf die
zukiinftigen makropordsen Formkorper mit zunehmendem Si0O,-Gehalt eine geringere
Festigkeit haben. In jedem Fall zeigt das Apatitgel das Potential, nach Einbringung
des Makroporensystems die geforderte Mindestfestigkeit von 3M Pa zu erreichen. Es

wurden diverse Moglichkeiten in Betracht gezogen, das Porensystem zu gestalten.

6.4.2 Verfahren zur Herstellung eines makroporosen Formkor-

pers

Nachdem das Ausgangsmaterial beziiglich der erreichbaren Festigkeit untersucht wurde,
sollten Makroporen im Block zur Verfiigung gestellt werden. Die Poren (d~8 — 10um)
des (aus synthetischem (—Trikalziumphosphat bestehenden) Knochenersatzmaterials
Cerasorb®M (Curasan AG) werden beispielsweise durch mechanische Bearbeitung in-
stalliert [32|. Ein Makroporensystem nachtréiglich mechanisch in die hergestellten kom-
pakten Blocke einzufiigen war nicht moéglich, da diese Blocke mit ihrer hohen Festigkeit
bei mechanischer Bearbeitung zum Abplatzen neigen und so kein geeignetes Ergebnis

erzielt werden konnte.

Deshalb wurde die Méglichkeit erwogen, ein 3D-Gitter herzustellen, das vom Apatit-
sol noch vor der Gelbildung umschlossen wird. Dazu ist die Verwendung eines geeigne-
ten Platzhalters notwendig. Es muf beachtet werden, dafs das Gel wihrend Trocknung
und Temperaturbehandlung schrumpfen wird. Der verwendete Platzhalter wird diesem
Vorgang im Weg stehen. Er muf also vor dem Schrumpfungsprozefl, der wihrend der
Trocknung einsetzt, entfernt werden. Ein Ansatz war, ein 3D-Gitter aus Wachs zu for-
men und mit dem Apatitsol zu iibergiefen. Das entstandene Porensystem (1 - 2 mm

Durchmesser, Abb. 6.30) kann durch Verwendung sehr diinner Wachsfaden (Durchmes-
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ser ~100 pm), die z.B. mit einem 3D-Webstuhl angeordnet werden kénnten, optimiert

werden. Um das Wachs nach der Gelbildung zu entfernen, wurde es mehrere Stunden

in Wasser gekocht. Dabei gelang die restlose Ent-
fernung allerdings nicht, das sich verfliissigende
Wachs verklebt die Mikroporen. Dieses Verfah-

ren kommt also ebenfalls nicht in Betracht.

Eine in der Literatur hdufig erwihnte Metho-
de zur Bereitstellung eines Makroporensystems
ist das Aufschdumen von Materialien [66]. Also
wurde im Rahmen dieser Arbeit auch das Auf-
schiumen erprobt. Die erforderliche Gasbildung
wird im Apatitsol durch die Verwendung von

Ammoniumhydrogenkarbonat ermdéglicht. Am-

Abbildung 6.30: Formkorper. Das Po-

rensystem wurde durch ein Gitter aus

Formwachs zur Verfiigung gestellt.

moniumhydrogenkarbonat ist ein Salz, das sich unter dem Einfluf einer Sdure zu Am-

moniak, Kohlenstoffdioxid und Wasser zersetzt. Es wurde ausgewéhlt, da sich die Zer-

setzungsprodukte riickstandsfrei aus dem Formkorper entfernen lassen. Das Apatitsol

ist nach Herstellung mit einem pH-Wert von pH = 4.2 sauer. Wird das Ammonium-

hydrogenkarbonat mit dem Apatitsol vermischt, beginnt sofort die Zersetzung des

Salzes. Der freiwerdende Ammoniak erhoht den
pH-Wert im Sol, was die Gelbildung beschleu-
nigt. Durch stindiges Riihren des Sols bei ei-
ner Sol-Temperatur von 20°C' entweicht perma-
nent Gas und fiihrt zu einer sehr plotzlich ein-
setzenden Gelbildung. Hierbei wurden sowohl
Gasbléschen als auch nicht zersetztes Ammoni-
umhydrogenkarbonat eingeschlossen. Letzteres
kann durch Auskochen aus dem entstandenen
Formkorper entfernt werden (oberhalb von 60°C
zersetzt sich Ammoniumhydrogenkarbonat). Ein

auf diese Weise hergestellter Formkorper verfiigt

Abbildung 6.31: Mit Ammoniumhy-
drogenkarbonat aufgeschiumtes Apatitgel.

Viele Makroporen sind “geschlossen”.
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iiber ein ausgeprégtes Makroporensystem (Abb. 6.31). Allerdings sind innerhalb dieses
Porensystems auch Poren vorhanden, die ausschlieflich iiber Nanoporen mit anderen
Makroporen interkonnektieren. Diese ’geschlossenen’ Poren enthalten Luft. Deshalb
kann das Material im biologischen System nicht durchgingig mit Blut benetzt und
dementsprechend nicht in den remodelling-Prozefs einbezogen werden.

Eine interkonnektierende Makroporenstruktur soll nun durch eine dichte Packung
von Platzhalterkdrnern (Ammoniumhydrogenkarbonat) gewihrleistet werden. Die
Platzhalterkorner sollen vom Gel (nicht vom Sol!) umschlossen werden. Danach muf die
mit dem Trocknungsprozef einsetzende Schrumpfung des Materials minimiert werden.

Das ist iiber einen druckgesteuerten Prozefs gelungen.

6.4.3 Fertigung des makroporosen Formkorpers

Der Prozel der Schrumpfung des Gels infolge Trocknung erfolgt aufgrund von Kapil-
larkriften, die ihre Ursache in der Grenzflichenspannung von Wasser zu SiO; haben
und die in der Literatur mit einem Wert von v = 0.045% angegeben wird [67|. Der

wirkende Kapillardruck wird durch die Gleichung von Young und Laplace

2
p=-= (6.10)

r

vy Grenzflichenspannung

r  Radius der Kriimmung des Meniskus

beschrieben. Der "Radius der Kriimmung des Meniskus” beschreibt iiblicherweise die
Kriimmung der Grenzflache 'fliissige Oberflache’ /’angrenzendes Medium’. Der "Radius
der Kriimmung des Meniskus” wird mit dem Porenradius gleichgesetzt. Als Porenradius
wird der Radius angenommen, den die kleinsten Struktureinheiten in der Kleinwinkel-
streuung beim Gelbildungsprozef zeigen (Kap. 6.1.4, Abb. 6.5).

Bei einem Radius von r = 1.9 nm ergibt sich fiir den wirkenden Kapillardruck ein

Wert von ~ 48 M Pa. Wenn die mit der Trocknung verbundene Schrumpfung vermieden
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werden soll, muf das durch das Einwirken eines duferen Drucks in der Grofenordnung
der wirkenden Kapillarkrifte erfolgen. So kann ein Grofsteil des enthaltenen Disper-
sionsmittels aus den Poren entfernt werden. Einzig diese Mdoglichkeit der Herstellung
eines makropordsen Formkorpers hat sich als technisch realisierbar erwiesen.

Die Viskositét von Fliissigkeiten wird mit Hilfe des Newton’schen Gesetzes beschrie-

ben:
ﬁ—— — 6.11
n . ( )

F Kraft

n  dynamische Viskositét

A Flache
v Geschwindigkeit
T Abstand

Zur Veranschaulichung stellt man sich zwei Platten der Flache A vor, die im Abstand
x zueinander angeordnet sind und zwischen denen sich eine Fliissigkeit befindet. Man
bendtigt die Kraft F', um eine der Platten zu verschieben. Aufgrund von Kohésionskraf-
ten bewegt sich die der Platte am néchsten liegende Fliissigkeitsschicht mit derselben
Geschwindigkeit v. Die dynamische Viskositit n ist im Fall einer Newtonschen, also
ideal viskosen Fliissigkeit unabhéngig von der Geschwindigkeit v. Zeigt die Viskositét
einer Fliissigkeit aber ein zeit- oder schergeschwindigkeitsabhingiges Verhalten, han-
delt es sich um nicht-Newtonsche Fliissigkeiten mit z.B. strukturviskosem, plastischem
oder thixotropem Verhalten.

Bei dem die Apatitpartikel umschliefsenden SiO,-Gel ist eine Kraft erforderlich, um
die Gertiststrukturen im Gel aufzubrechen und das System zum Fliefen zu bringen.
Nach anschliefender Entlastung des Systems fiigen sich die Geriiststrukturen wieder
zusammen. Dabei wird die Viskositdt wieder grofer, da sich erneut ein Netzwerk bildet
und sich das Material verfestigt. Dieses thixotrope Verhalten soll ausgenutzt werden,

um im Folgenden der Bildung eines Formkorpers zu dienen.
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Nach Herstellung des Sol-Apatit-Gemischs (Kap. 6.3) und erfolgter Gelbildung wird
das Material granuliert. Die jetzt vorliegenden Rohlinge enthalten ein Wasser-Ethanol-
Gemisch als Dispersionsmittel. Sie werden mit Ammoniumhydrogenkarbonat als Platz-
halter gemischt, um das Porensystem zu konstruieren. Danach wird dieses Gemisch in
eine Edelstahlform mit den Mafsen 10 mm x 15 mm eingebracht. Fiir den endgiiltigen
Formkorper sind diese Seitenmafe und eine Hohe von etwa 5 mm gewiinscht. Innerhalb
der Form wird mit Hilfe einer hydraulischen Presse ein Druck von mindestens 130 M Pa
auf das Gemisch ausgeiibt (Abb. 6.32). Das SiO,-Gel stellt mit dem Clusternetzwerk ei-
ne innere Geriiststruktur zur Verfiigung, die eine isotherme Gel-Sol-Gel-Umwandlung
begiinstigt: durch Ausiibung von Scherkriften werden die das Si0O,-Clusternetzwerk
stabilisierenden kovalenten Bindungen iiberwunden und die Viskositdt nimmt ab. Die-

ser Vorgang hat seine Ursache im thixotropen Verhalten des Gels.

Das Gel beginnt zu flieken, wobei es die Platzhalter umschlieft. Dabei wird das
Dispersionsmittel (also das Wasser-Ethanol-Gemisch) aus dem Material gedriickt, was
die erneute Gelbildung begiinstigt. Das als Platzhalter dienende Ammoniumhydrogen-

karbonat ist in Wasser leicht 16slich. Demzufolge wird wihrend des Druckvorgangs ein

Teil des verwendeten Platzhalters gelost, was
den pH-Wert erhoht und dadurch ebenfalls die
erneute Gelbildung unterstiitzt (pH = 7.75 +
0.25). Aufgrund des Verlustes an Dispersionsmit-
tel sowie der pH-Wert-Erhohung wird ein weite-

res Fliefsen des Materials unmoglich.

Innerhalb des verwendeten formgebenden
Materials entsteht aus dem Gemisch "granulierte
Rohlinge” und Platzhalter ein kompakter Block.
Nach der Herstellung des Blocks muf der Platz-

halter entfernt werden. Das erfolgt, indem er in
Abbildung 6.32: Edelstahlform zur einem Wasserbad mit einer Temperatur zwischen
Herstellung von Formkérpern. 70 und 90°C' gespiilt wird, da sich das verwen-

dete Ammoniumhydrogenkarbonat oberhalb einer Temperatur von 60°C' zu Ammo-
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niak und Kohlendioxid zersetzt. Der nun vorliegende makroporése Formkorper wird
im Vakuumschrank bei 250°C' getrocknet und anschliefsend im Rohrofen bei 700°C'

temperaturbehandelt.

6.4.4 Untersuchungen zur Festigkeit des Formkorpers

Die Apatitkristallite des stéchiometrischen Apatits (Kap. 6.2.1) sind groker als die
im menschlichen Knochen vorliegenden Apatitkristallite. Das kalziumdefizitare Apatit
(Kap. 6.2.2) dagegen ist in seiner Morphologie den im menschlichen Knochen vorlie-
genden Apatitkristalliten sehr dhnlich. Deshalb wird in den weiteren Untersuchungen
das kalziumdefizitdre Apatit verwendet.

Die Herstellung der Formkorper erfolgte wie beschrieben, allerdings in Versionen
von 24%wt. und 39%wt. SiOy bei einem ausgeiibten Druck von zunéichst 130 M Pa.
Dabei wurde der Platzhalteranteil in der Ausgangsmischung so gering wie maglich
gewdhlt, um bei dementsprechend geringem Makroporenvolumen eine moglichst hohe
Festigkeit des Endproduktes zu gewihrleisten. Sie wurden nach der Kompaktierung
einem Spiilvorgang sowie einer Trocknung bei 250°C' und einer Temperaturbehandlung
bei 700°C' unterzogen. Anschliekend erfolgten Festigkeitspriifungen, sowohl am Insti-
tut fiir Maschinenbau (Universitdt Rostock) als auch am Institut fiir Biomedizinische
Technik (Universitdt Rostock).

Wiéhrend der mechanischen Belastung platzten immer wieder Materialteile des
Formkorpers ab, der Anstieg der Festigkeitskurven ist deutlich durch diese partiel-
len Briiche gekennzeichnet. Die Ergebnisse zeigen, daf die Formkorper, die 24%wt.
S104 enthielten, eine hohere charakteristische Festigkeit aufwiesen als die Formkorper,
die 39%wt. SiO, enthielten. Dieses Ergebnis bestétigt den in Kap. 6.4.1 festgestellten
Sachverhalt, daf ein hoherer S10,-Gehalt bei Installation eines Makroporensystems zu
einer geringeren Festigkeit fiihrt.

Da bei der Anwendung von NanoBone®-Granulat ein erhéhter SiO,-Anteil zu einer
wesentlich schnelleren Degradation des Biomaterials fithrt |69], erfolgten die weiteren
Untersuchungen ebenfalls an Formkorpern, die einen erhdhten SiOs-Anteil aufwiesen

(39%wt.).
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Abbildung 6.33:
Granulat- Platzhalter- Gemisch gefertigt. Belastungstests dieser Formkéorper und Auswertung (von oben
nach unten: ein exemplarischer Festigkeitstest, Weibull- Verteilung und lineare Regression) der Unter-

suchungen, a) 24%wt. SiOy und b) 39%wt. SiO,.

sollte eine stirkere Verdichtung erfolgen. Entsprechend sollte eine hohere Festigkeit

festzustellen sein. Deshalb wurden mit dem Aufwenden hoheren Drucks weitere Versu-
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Es wurden Formkérper durch Ausiben eines Drucks von 130M Pa auf das
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Abbildung 6.3/: Festigkeitstests zu einem Formkérper (39%wt.Si0s ), hergestellt mit einem Druck
von a) 130 M Pa und b) 400 M Pa.

Der auszuiibende Druck wurde mit bis zu 400 M Pa festgelegt. Die Ausiibung ei-
nes solchen Drucks fiihrte dazu, dafs das Material als breiige Masse aus der Halterung
geschoben wurde. Deshalb erfolgte die Druckausiibung iiber einen begrenzten Zeit-
raum von 30 Sekunden. Jetzt hatte der resultierende Formkdrper nach Ausiibung eines
Drucks von 130 M Pa und abschliefsender Spiil- und Temperaturbehandlung eine Dichte
von 0.64-%3 und eine Festigkeit von 1.1 & 0.4 M Pa. Der nach Ausiibung eines Drucks
von 400 M Pa (ebenfalls zeitlich begrenzt) hergestellte Formkorper hatte nach Spiil-
und Temperaturbehandlung eine Dichte von 0.67-%; und eine Festigkeit von mehr als

cm3

1.4 M Pa (Abb. 6.34). Neben der erhohten Festigkeit ist der nun durch weniger partielle

Briiche gekennzeichnete Anstieg in den Festigkeitskurven auffillig.

Abbildung 6.35: REM-Aufnahmen eines Formkorpers (39%wt.Si0Oz). Die Mikroporenstruktur ist
sehr dicht und praktisch rififrei.
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REM-Aufnahmen dieses Formkorpers zeigen zunéchst die Makroporenstruktur
(Abb. 6.35 a)). Das Makroporensystem ist unregelméfig interkonnektierend. Die Struk-
tur der mikroporosen Fliachen (Abb. 6.35 b) und c)) erscheint sehr viel dichter und ho-
mogener als die der kompakten Blocke (Abb. 6.27 und 6.28) oder die von NanoBone®-
Granulat (Abb. 5.1). Durch den bei der Herstellung des Formkorpers aufgebrachten
Druck wird die Struktur so stark verdichtet, dak der Formkorper wahrend Trocknung

und Temperaturbehandlung praktisch riffrei bleibt.

6.4.5 Die Porenstruktur

Die Quantifizierung des Makroporen-

e MeBdaten
~(x-p,)%20?

f(xs0)=e 2 o x-iy)20 anteils des mit einem Druck von
0.02 1,=30:8.5 ; 1,=69.1+11.9 |

400 MPa hergestellten Formkor-

1

), 00 ) pers erfolgte durch die Auswertung

der Dichteverteilung in einem pu—CT

(Abb. 6.36). Das in der Mekkurve be-
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o
o
e
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0.005 -
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‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ! - 3 .
; ™ @ @ & T D O betrigt 1.2 ¢m”. Der Anteil an Ma-
Dichte [rel.]

kroporen entspricht dem Kurvenver-
Abbildung 6.36: Auswertung der Dichteverteilung |guf (I) mit der geringeren réntge-
aus einer Untersuchung mit einem p-CT fir den mit nographischen Dichte. Der Kurven-
einem Druck von 400 M Pa gefertigten Formkdrper:

(1) Anteil der Makroporen, (II) Anteil des Komposits
Apatit /SiOs. nographischen Dichte entspricht dem

verlauf (IT) mit der groferen rontge-

Komposit Apatit-SiO,. Um den jeweiligen Volumenanteil auszuwerten, wurde der Kur-
venverlauf als Summe zweier Gauss-Funktionen gefittet. Die jeweilige Fliche wurde
anteilig auf die Gesamtfliche der Kurve bezogen. Im Ergebnis verfiigt dieser Form-
korper iiber ein Makroporen-Volumen von 36%wol.. Da fiir den spiteren Formkorper
ein Makroporen-Anteil von 50%wol. angestrebt ist, wurde der Platzhalteranteil bei der
Herstellung erhoht. Mit diesem hoheren Platzhalter-Anteil ist gewéhrleistet, dafs bei
Aufwenden des Drucks von 400 M Pa kein Material aus der Halterung geschoben wer-

den kann. Die charakteristische Festigkeit des jetzt vorliegenden Formkdrpers betréigt
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1.2 M Pa (Abb. 6.37 d)). Der Makroporen-Anteil betrégt nach einer Untersuchung im
pu—CT 50%wol. bei einem untersuchten Probenvolumen von 1.2 em? (Abb. 6.37 b)).
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Abbildung 6.37: Auswertung von Festigkeitsuntersuchungen eines Formkorpers (39%wt.SiO3).
Durch eine Erhohung des Anteils von Ammoniumhydrogenkarbonat in der Ausgangsmischung wur-

de eine hohere Makroporositit erreicht.

Jetzt bietet sich ein Vergleich der Porenverteilung an. Der Formkorper mit
24%wt.Si04 entspricht in seiner Zusammensetzung dem Granulat NanoBone®-524,
der Formkorper mit 39%wt.Si0O; entspricht in seiner Zusammensetzung dem Granu-
lat NanoBone®-S39. Die Verteilung der Poren im Nanometerbereich wurde mit der
Quecksilberporosimetrie untersucht (Abb. 6.38 und 6.39).

In den untersuchten Materialien ist das Maximum der Porengroke von NanoBone®-
S24 bei etwa 15 nm zu finden. Das Maximum der Porengroke von NanoBone®-S39
liegt bei etwa 7 nm. Mit dem Verdichtungsvorgang, der zum jeweiligen Formkorper
fiihrt, verschiebt sich das Maximum der Porengréfse jeweils zu groferen Werten, da die

kleineren Poren zerstort werden. Durch die Auswertung von RKW S-Experimenten
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Abbildung 6.38:  Mittels Quecksilberporosimetrie festgestellte Porengrifenverteilung von a)
NanoBone®-52/ und b) NanoBone®-539.
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Abbildung 6.39:  Mittels Quecksilberporosimetrie festgestellte Porengrifenverteilung von a)
Formkorper-S24 und b) Formkérper-S39.

ergibt sich in der Porod-Auftragung der Formkorper jeweils ein Maximum (bei ¢ = 0.1
nm~1). Mit der Auswertung der Sehnenléingenverteilung findet man fiir die Formkérper
separate streuende Objekte. Durch die pH-Wert-Erhéhung wiahrend der Herstellung
der Formkorper wird bei der erneuten Gelbildung das Partikelwachstum geférdert. Der

Streueinflufl der S70s-Matrix ist verdndert.

In Abb. 6.40 sind in a) die Streukurven von Formkorpern (24% und 39%wt.wt.Si0s)

wegen der identischen Zusammensetzung von NanoBone®-S24 und -S39 vergleichend
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dargestellt. b) zeigt den Porod-Auslauf dieser Streukurven. Aufgrund des Maximums
bei etwa ¢ = 0.1nm ™! ist bei beiden Formkdrpern auf separate Partikel der Grofe
T = gi=t = 31nm zu schliefen. Bei NanoBone®-S24 deutet sich ein solches Maxi-
mum ebenfalls an. Dieser Streueinflufs ist also moglicherweise durch Apatit entstanden,

das bei den S24-Materialien weniger stark mit SiOs ummantelt ist bzw. das bei den

Formkorpern nach der Herstellung in der Ummantelung verdndert ist.

Um die innere Oberfliche der verschiedenen Materialien zu untersuchen, wurden
BET-Messungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle (6.3) zusammenfassend
dargestellt. Simtliche Materialien zeichnen sich durch eine sehr grofe innere Oberflache
aus. Dabei zeigt NanoBone®-S39 die grokte innere Oberfléiche (206.83”"”72). Dennoch
ist die innere Oberfliche des Formkorpers mit 109.677”72 (24%wt. Si0y) bzw. 117.99’”72
(39%wt. SiOq) groker als die des urspriinglichen Granulats (85.1”7’72).
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Tabelle 6.3: Bestimmung der inneren Oberfliche verschiedener NanoBone® -Materialien mit BET.

Material durchschnittlicher spez. Oberfliche [%2]
Porendurchmesser [nm]

NanoBone®-Granulat 34.61 85.1
NanoBone®-524 14.93 152.33
NanoBone®-S39 16.03 206.83

Formkorper mit 24%wt. SiOs 18.84 109.67
Formkorper mit 39%wt. SiO- 22.25 117.99

Weil bei den Formkorpern die Si0Oy-Matrix moglicherweise zum Nachteil verdndert
wurde, wurde ergdnzend eine Messung mittels Pulverdiffraktometrie durchgefiihrt. Das
Apatit im Formkorper S39 zeigt nach der Temperaturbehandlung kein Kristallitwachs-
tum zeigt (Abb. 6.41). Deshalb ist die SiO2-Ummantelung als vollsténdig anzunehmen.

Intensitat [rel.]

25 30

Abbildung 6.41: Rintgendiffrakrogramm eines Formkorpers nach wvollstindigem Herstellungspro-

zefs.
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6.5 Experimente in vivo

Fiir die tierexperimentellen Untersuchungen wurden "Gottinger Minipigs” ausgewéhlt.
Diese Tiere haben eine zum Menschen vergleichbare Knochenstruktur, die einem dhn-
lichen remodelling-Prozef unterliegt. Im Anhang A.4 ist die medizinische Versorgung
der Tiere beschrieben. Der extraorale Eingriff, der im Versuch stattfand, stellt keinen
realistischen Eingriff beim Menschen fiir eine alveolare Augmentation dar. In den mei-
sten Fallen ist ein intraoraler Eingriff iiblich. Durch den extraoralen Eingriff wird das
Risiko einer Wunddehiszenz minimiert. Die Untersuchungen in vivo wurden im Juli
2007 an "Gottinger Minipigs” durchgefiihrt und von der Kommission fiir Tierversuche
des Bundeslandes Mecklenburg-Vorpommern genehmigt. Die Tiere hatten ein Alter

von fiinf Jahren und wogen 35.3+2.7 kg.

Bei den Versuchstieren handelte es sich um sechs "Gottinger Minipigs”. Jedem
Veruchstier wurden sechs Formkorper implantiert (Kap. A.4). Nach fiinf bzw. zehn
Wochen wurden die Tiere getotet, um eine histologische und histomorphometrische
Auswertung durchzufiihren. Dazu wurden die Knochenproben in 4%igem neutralem,
gepuffertem Formalin fiir sieben Tage fixiert und anschliefend in ein bis zwei Millimeter
dicke Scheiben zerséigt. Danach wurden die Knochenscheiben in Kunststoff (* Techno-
vit 7200® VLC' der Fa. Heraeus Kulzer, Wehrheim) eingebettet. Von den Proben
wurden parallele Scheiben mit einer Dicke von 100 - 200um angefertigt. Dazu wur-
de eine Mikro-Sige verwendet ('ETS®’ der Fa. Exakt, Norderstedt). Mittels (Trenn-
Diinnschliff-Technik [70]) wurde die finale Dicke von 10 - 20um der Proben erreicht
(Schleifgeriit " EMS®’ der Fa. Exakt, Norderstedt). Die Schliffe wurden mit Toluidin

blau eingefarbt.

Die histomorphometrische Analyse erfolgte an den zentralen Schliffen jeder aug-
mentierten Fliche. Dazu wurden diese Proben photographiert (AzioCam MRc 5 an
einem Mikroskop Azioskop 40 der Fa. Carl Zeiss, Jena) und mit dem PC-Programm
Adobe Photoshop® editiert. Auf diese Weise wurden verbliebenes Biomaterial, Weich-
gewebe und neugebildeter Knochen sowie die am Knochenremodelling beteiligten Zellen

sichtbar gemacht.
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Es konnten bereits nach fiinf Wochen frithe Zeichen von Osteogenese und Degra-
dation beobachtet werden. Nach zehn Wochen war die Knochenneubildung innerhalb
der mit den Formkorpern versorgten Regionen weiter fortgeschritten, die Bildung ei-
ner organischen Matrix war offensichtlich. Es wurde neuer Knochen in der zentralen
und peripheren Region des Ersatzes gefunden. Deshalb ist anzunehmen, daf sowohl
Osteokonduktion als auch -induktion durch das Biomaterial angeregt wurden.

Eine hohere Konzentration des Si0O9-Anteils im Biomaterial fithrt zu einer schnelle-
ren Degradation und Knochenneubildung nach fiinf und zehn Wochen (Tab. 6.4). Dabei
beeinflufst die Rate der Degradation das osteoinduktive Potential des Biomaterials. In
den vorgestellten Versuchen umfafte das Volumen neugebildeten Knochens in der aug-
mentierten Region nach zehn Wochen 32.3% =+ 10.2% fiir Formkorper mit 24%wt.SiO4
und 41.7% + 9.1% fiir Formkorper mit 39%wt.Si0O,. Der Einsatz von Zahnimplantaten

ist fiir Formkorper mit 39%wt.SiO5 nach einer Heilungszeit von zehn Wochen moglich.

Tabelle 6.4: Ubersicht zu den in vivo getesteten Formkérpern. Es wurden Formkérper mit 24%wt.

und 39%wt.Si0s verbaut. Bei hoherem SiOo-Anteil wurde eine schnellere Resorption festgestellt.

‘ SiOz-Anteil ‘ Biomaterial |%)] ‘ Knochen [%] ‘ Gewebe [%] ‘

24%wt. 53.3 + 12.1 7.8 +13.2 39.0 + 13.9
5 Wochen

39%wt. 33.1 + 12.1 17.0 + 3.6 49.9 + 7.5
5 Wochen

24%wt. 31.6 + 10.4 32.3 + 10.2 36.1 + 6.2
10 Wochen

39%wt. 10.5 £ 4.5 41.7 £ 9.1 48.4 + 6.8
10 Wochen

Die Ecken des Biomaterials waren nach zehn Wochen abgeflacht. An diesen duferen
Schichten des Biomaterials fand eine Resorption ohne Knochenneubildung statt. Diese
sogenannte Oberflichenresorption wird auch bei autologem Knochenersatz beobachtet
und durch das Wirken von Spannungen auf solche erhéhten, nicht direkt befestigten
Bereiche erklért. In den Regionen um die Schrauben fand dieser Volumenverlust nicht

statt.
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Bereits nach fiinf Wochen ist Kallusbildung erfolgt. Fibroses, knorpeliges Knochen-

gewebe ist entstanden. Der Formkorper ist mit diesem neugebildeten Knochen durch-
und umbaut (Abb. 6.42). Die Abbildungen beziehen sich auf Proben des Versuchstieres
"AD11”.

Abbildung 6.42: a) 1-CT-Aufnahme eines Formkdorpers vor der Implantation. Finf Wochen nach
der Implantation wurde ein Stiick des rechten Unterkieferknochens (des Versuchstieres AD11) entfernt
und in Scheiben gesdagt. b) Es ist die Schraube zu sehen, die den Formkérper am Knochen fixiert. Der

Formkérper ist von neugebildetem Gewebe durchwachsen.

a) b)

Abbildung 6.43: a) Finf Wochen nach der Implantation sind Osteoklasten zu finden, die am Apa-
titrest des ehemaligen Formkdrpers lagern. Der Apatitrest ist von neugebildetem Knochen umgeben,
in dem offenbar auch Gefifle vorhanden sind. b) Es ist die Schraube zu sehen, die den Formkdrper
am Knochen fixiert. Ausgehend vom Formkorper bildet neuer Knochen eine Verbindung zu origindrem

Knochen.
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Der neugebildete Knochen ist mit Geféifen durchsetzt, die verbliebenen Bestand-
teile des urspriinglichen Formkorpers werden von Osteoklasten abgebaut (Abb. 6.45
a)). Der neugebildete Knochen ist Geflechtknochen, der mit Osteoblasten besetzte,
briickenartige Uberginge zu originirem Knochen herstellt (Abb. 6.45 b)).

Dem Versuchstier ”AD11” wurden zylindrische Formkorper entnommen, um Festig-
keitsuntersuchungen durchzufithren (Abb. 6.44). Nachdem das Material beider Form-
korper nachgegeben hat und die Kurve dementsprechend abknickt, widersteht eine
in Richtung der Hohe ausgerichtete faserige Struktur dem aufgebrachten Druck. Die

Formkorper sind nicht mehr sprode, sie sind elastisch geworden.
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Abbildung 6.44: a) Stabilititstests zu den Formkorpern vor der Implantation und b) fiinf Wochen

nach Implantation in das Versuchstier "AD11”.

Da die Formkorper bei der Herstellung einem Druck ausgesetzt sind, der die Platz-
halter von oben nach unten aufeinanderdriickt, sind durchgehende Makroporen be-
vorzugt in dieser Richtung des Formkorpers vorhanden. Die zylindrischen Formkorper
wurden in Richtung der Linge faserig durchwachsen, da die Porenstruktur des Mate-
rials offensichtlich fiir diese Art der Durchbauung geeignet erscheint. Das Nachgeben
des Kallus wird im mechanischen Belastungstest direkt beobachtet.

Zehn Wochen nach Augmentation ist weniger Material des urspriinglichen Form-
korpers zu finden. Der Kallus hat sich zu kompakten Knochenstrukturen umgebildet.

An Resten des Formkorpers lagern Osteoklasten. Eine Unterscheidung zwischen

origindrem und neugebildetem Knochen ist schwierig. Sie wird durch unterschiedlich
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Abbildung 6.45: a) Zehn Wochen nach der Implantation sind Osteoklasten zu finden, die an den
wenigen verbliebenen Bestandteilen des ehemaligen Formkérpers lagern. b) Neuer Knochen geht fast

nahtlos in origindren Knochen iber. Auch hier sind Osteoklasten und -blasten zu finden.

starke Blaufarbung moglich, bedingt durch die verschiedenen Anteile extrazelluldrer

Komponenten im alten und neuen Knochen. Am neugebildeten Knochen sind offenbar

* Osteoklasten und -blasten zu finden,
—— 24%wit. SiO,
¢ ——¥mS% 1 er unterliegt dem Prozef des Kno-
%20' 1 chenremodelling. Auch hier wurden ehemals
§»15» { zylindrische Formkorper aus einem Versuch-
§ w0l | stier entfernt, um Festigkeitsuntersuchungen
a

ol | durchzufiithren (Abb. 6.46). Dabei bezeich-
net die Probe "AD13” einen Formkorper mit

0 0.‘1 0.‘2 0.‘3 0.‘4 0.5 . .
Stauchung [AL/L] ehemals 24%wt., die Probe "AD15” einen

) Formkorper mit ehemals 39%wt.Si0O;. Die
Abbildung 6.46: Stabilititstests zu den
Festigkeit der Formkorper ist 10 Wochen

Formkorpern des Versuchstieres "AD13” mit

ehemals 24%wt.SiOy und "AD15” mit ehemals Nach Implantation deutlich gestiegen und
39%wt.Si0s. entspricht im Fall des ehemals 39%wt.SiOq

enthaltenden Biomaterials etwa der trabekuldren Knochens (~ 30M Pa, [45]).
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Kapitel 7
Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Formkorpers, der aufgrund seiner
Stabilitdt Knochendefekte schliefst, an denen Scherkrifte auftreten. Dabei sollte eine
Festigkeit von 3 M Pa erreicht werden, um den Formkorper optimal im Defekt (an
gesundem Knochen) zu befestigen.

Hierzu erfolgte zuerst eine Strukturuntersuchung der Ausgangsmaterialien. Bei den
Ausgangsmaterialien handelt es sich um ein aus Tetraethylorthosilikat hergestelltes
Sol, daf im Optimalfall wihrend der Gelbildung einzelne Hydoxylapatitkristallite um-
schlieft. Nach der Gelbildung erfolgen Trocknung und Temperaturbehandlung zur Ent-
fernung des Dispersionsmittels und zur Entfernung von Kohlenstoffresten.

Die Untersuchungen des Sols bis zur Gelbildung (ohne Einbringung von Apatit in
das Sol) zeigten, daf sich aufgrund der hohen SiO,-Konzentration ausgesprochen klei-
ne Si0y-Strukturen bilden. Die rdumliche Begrenzung verhindert die Ausbildung eines
isotrop fraktalen Clusternetzwerks. Stattdessen entstehen kleine fraktale Strukturein-
heiten, die aufgrund des geringen Platzangebots eine dichte Packung bilden.

Wihrend der Einbringung des Apatits in das Sol erfolgte eine Ultraschallgabe mit
einem Gesamtenergieeintrag von 35 kJ bei einem Reaktionsvolumen von 144 ml. Da-
durch wurden die Apatitagglomerate weitgehend zu Kristalliten vereinzelt bei gleich-
zeitiger Ummantelung mit dem Sol. Durch den mit Ultraschalleintrag erfolgten Ener-
gieeintrag wurde die Temperatur erhoht und so die Gelbildungszeit (nach Abstellen

der Dispersionsenergie) auf ein Minimum reduziert. Dadurch wurden eine erneute Ag-
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glomeration und Sedimentation des Apatits verhindert.

In einem weiteren Schritt wurde die erreichbare Festigkeit des getrockneten und
temperaturbehandelten Apatit-Gel-Gemischs untersucht. Es ist gelungen, kompakte
Blécke Apatitgel mit einer Druckfestigkeit bis zu ~ 130 M Pa herzustellen. Diese Fe-
stigkeit ist durch eine optimale Ummantelung des Apatits mit SiO,-Struktureinheiten
erreicht worden. Die hergestellten Blocke sollten jetzt mit einem Makroporensystem
versehen werden. Bei der spédteren Implantation des Materials sollte eine durchgéngige
Versorgung des Formkorpers mit Blut und somit der Prozefs der organischen Durchbau-
ung des Materials ermdoglicht werden. Das Porensystem konnte mit Hilfe von Ammo-
niumhydrogenkarbonat geschaffen werden. Das Ammoniumhydrogenkarbonat diente
dazu als Platzhaltermaterial, das vom Apatitgel umschlossen wurde. Der Platzhalter
garantiert mit einer dichtesten Packung interkonnektierende Poren. Unter Ausnutzung
der thixotropen Eigenschaften des Gels ist die Fertigung eines makropordsen Formkér-

pers gelungen.

Es zeigte sich, dafk mit einem steigenden SiOs-Anteil am Material eine bessere
Ummantelung des Apatits erfolgt. Das fiihrte allerdings zu einer Abnahme des Ela-
stizitdtsmoduls. Allerdings wurden Poren, die durch die Stellung der Apatitkristallite
zueinander vorhanden sind, zunehmend mit nanopordsem SiOy verschlossen. Infol-
gedessen nahm auch die erreichbare Festigkeit der hergestellten kompakten Blocke zu.
Nach Bereitstellung des Makroporensystems verringert sich die Festigkeit der endgiiltig
vorliegenden Materialien deutlich. Der Gesamtanteil von durch SiO,-Strukturen ver-
schlossenen Poren nimmt bei allen variierenden Si1Os-Anteilen deutlich ab und gleicht
sich zunehmend an. Deshalb zeigte sich bei der Herstellung der Formkorper, daf der
Formkorper mit 39%wt. SiO, eine niedrigere Festigkeit aufwies als der Formkorper mit

Die entwickelten Formkorper haben eine zu NanoBone®-S24 bzw. -S39 identische
Zusammensetzung. Dabei haben sie eine deutlich hohere Dichte als die Granulate.
Durch die Aufwendung eines Drucks von 400 M Pa wihrend der Herstellung gehen Po-
renanteile im nm-Bereich verloren. Deshalb ist die innere Oberfliche der Formkorper

wesentlich geringer als die dieser Granulate, aber dennoch gréfer als die des urspriing-
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lich vorliegenden NanoBone®-Granulats.

Aufgrund der Porenverteilung, der grofen inneren Oberfliche sowie der Struktur
zeigen die entwickelten Formkorper fiir den medizinischen FEinsatz optimale Eigen-
schaften. Die Bereitstellung des Makroporensystems offenbarte sich als dufserst pro-
blematische Aufgabe. Sie wurde auf Kosten der Festigkeit der Materialien geldst. Der
entwickelte Formkorper S39 verfiigt derzeit iiber eine Festigkeit von 1.2 £+ 0.2M Pa,
was deutlich unter der angestrebten Mindestfestigkeit von 3 M Pa liegt. Mit der an-
gebotenen Festigkeit liegt ein fragiles Material vor, daft mit chirurgischem Geschick in
einen zu behandelnden Defekt einzubringen ist. Wie gezeigt wurde, waren Osteogenese
und Degradation des Biomaterials erkennbar. Innerhalb von fiinf Wochen bildet sich
Geflechtknochen. Es wurde gezeigt, dals nach diesem Zeitraum eine Wandlung vom
sproden Rohmaterial zu einem zunehmend elastischen Knochen erfolgte. Mit einer er-
héhten Si0s-Konzentration war auch ein hoherer Grad der Degradation erkennbar. In
der augmentierten Region war zehn Wochen nach Implatation ein Volumen von 41.7%
+9.1 % an neugebildetem Knochen fiir Formkorper mit 39%wt. SiO festzustellen.
Auferdem wiesen diese Formkorper eine Festigkeit trabekuldren Knochens auf (Kap.
6.5).

Es wire von Vorteil, die Festigkeit des Formkorpers zu erh6hen, um schlieflich
einen Mindestanspruch von 3 M Pa zu erfiillen. Dies konnte erfolgen, indem das Ma-
kroporensystem mit Si0O gefiillt wird. Allerdings ist nicht bekannt, ob eine so grofe
S109-Konzentration auch biologisch von Vorteil ist. Man kann dann z.B. versuchen, die
Festigkeit des Formkorpers durch partielle Glasiibergéinge innerhalb der SiO,-Matrix
zu erhohen. Es ist dann zu kliren, ob und wie der Matrixwechsel in vivo erfolgt. Des-

halb miissen dann auch weitere tierexperimentelle Studien folgen.
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Anhang A

Material und Methoden

A.1 Rontgenkleinwinkelstreuung

In diesem Abschnitt sind die Grundlagen der Kleinwinkelstreuung aus den Arbeiten
[21] und [20] zusammengefaft dargestellt.

Bei Rontgenstreuung an Materie kommt es zur Wechselwirkung der Rontgenstrah-
lung mit Elektronen durch deren Schwingungsanregung. Die Elektronen emittieren als
oszillierende Dipole Strahlung, deren Energie aufgrund des elastischen Streuprozesses
der der einfallenden Rontgenstrahlung entspricht. Es werden sphérische Sekundarwellen
mit richtungsabhingiger Amplitude emittiert. Die von den verschiedenen Streuzentren
ausgehenden Sekundarwellen haben ein feste Phasenbeziehung zur Primérwelle und so-
mit untereinander, so daft sie miteinander interferieren konnen. Diese Interferenz fiihrt
zu einer bestimmten ortlichen Intensitidtsverteilung, die das gleiche Fourierspektrum
wie das ausgemessene Strahlungsfeld hat und kann als Ergebnis des Streuexperiments
registriert werden.

Die kontinuierliche Elektronendichteverteilung gibt die Zahl der Streuzentren pro
Volumeneinheit V' am Ort r an. Die resultierende Streuamplitude A(§) einer Streuwelle

erhialt man durch Summation aller Sekundarwellen:
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A@ = Ao+ [ plie Ty (A1)

|4

Die Streuamplitude ist die Fouriertransformierte der Elektronendichte des streuenden
Objekts. Experimentell erhilt man die Intensitdt I(q) der Streustrahlung. Sie ergibt
sich aus dem Betragsquadrat der Amplitude:

oo

1(§) = A(QA*(§) = 4r / r2C(F)e~ T dF (A.2)

0

Aufgrund dieser Faltung gehen die Informationen iiber die Phasen der Sekundarwellen
verloren. Die erhaltene Streuintensitit ist die Fouriertransformierte der Autokorrelati-
onsfunktion der Elektronendichte. Die Autokorrelationsfunktion wird auf das Schwan-
kungsquadrat der Elektronendichte normiert. Die erhaltene Korrelationsfunktion wird
im Weiteren mit C(r) bezeichnet [36]. In einem System mit diskreten streuenden Berei-
chen stellt C'(7) die iiber alle Richtungen gemittelte Wahrscheinlichkeit dar, im Abstand
r von einem Volumenelement des streuenden Bereichs ein weiteres Volumenelement des-
selben streuenden Bereichs anzutreffen. Strukturmerkmale bei kleinen r-Werten werden

durch die Sehnenlédngenverteilung

A(l) =1- (dﬁgﬂ)tl (A.3)

widergegeben, wobei A(l) die Wahrscheinlichkeit dafiir angibt, daf die Lénge der Sehne

eines Teilchens [ ist.
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A.2 Rontgen-Diffraktometrie

Die erforderlichen Messungen werden im Debye-Scherrer-Verfahren durchgefiihrt. Da-
zu wird eine pulverférmige Probe in eine Kapillare mit einem Durchmesser von 0.6
mm eingebracht. Der Detektor ist ein INEL (ein ortsempfindlicher Detektor) der fran-
zosischen Fa. 'INEL Instrumentation Electronique’. Der Radius des Diffraktometers
entspricht dem Abstand der eingebrachten Probe vom Detektor und betrigt 220 mm.
Die Untersuchungen finden bei Kupfer- K,-Strahlung statt.

Qualitativ kann festgestellt werden, welche kristallographischen Phasen dem aufge-
nommenen Diffraktogramm zuzuordnen sind. Eine Peakbreitenanalyse gibt Aufschlufs
iiber die Grofe der kohédrent streuenden Bereiche. Die endliche Ausdehnung Dy, des

zum Beugungspeak beitragenden Kristallits wird {iber die Scherrer-Gleichung ermittelt:

K-\
thl = —_— A4
B - cosf (A-4)
K = von Mefanordnung abhéngige Konstante
A = verwendete Wellenlédnge
B = integrale Halbwertsbreite [Bogenmaf]
@ — einfacher Beugungswinkel

Die beobachtete Halbwertsbreite ist im Wesentlichen durch den Einfluk des verwen-
deten Diffraktometers und durch den Einflul der Kristallitgrofe gekennzeichnet. Um
den instrumentellen Einfluf zu beurteilen, wurde das Beugungsspektrum von Silizium
aufgenommen. In diesem Spektrum wurde offensichtlich, daf die instrumentelle Ver-
breiterung bei diesem Detektor winkelspezifisch ist und insbesondere im Winkelbereich
von 26 < 60° einen sehr speziellen Verlauf zeigt (Abb. A.1). Aufgrund dieser komplizier-
ten experimentellen Verbreiterung liefert die Scherrer-Gleichung fiir die Kristallitgréften
widerspriichliche Ergebnisse. Deshalb wird das Detektorprofil computergestiitzt analy-

siert. Danach werden aus dem Pulverdiffraktogramm Zelltyp und Gitterkonstanten des
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untersuchten Materials bestimmt, um mit Hilfe des Le-Bail-Verfahrens die Kristallit-

grofken festzustellen.

Abbildung A.1: Gauss- (rot) und Lorentz- (blau) -Beitrige zur instrumentellen Verbreiterung des
verwendeten INEL. Der Lorentz-Beitrag ist nur mit negativem Koeffizienten Y’ optimal anzundhern

(schwarz).

Das Detektorprofil

Der ermittelte instrumentelle Beitrag ist von der festgestellten Halbwertsbreite des un-
tersuchten Materials abzuziehen. Eigenspannungen oder Verzerrungen zwischen Korn-
grenzbereichen und Kristalliten haben in der Peakbreitenanalyse ebenfalls Beriicksich-
tigung zu finden. Die Analyse der Halbwertsbreite ist schlieflich von der Profilform
der betrachteten Reflexe abhingig, wobei man im Allgemeinen in Lorentz’sche und
Gauss’sche Profilform unterscheidet. Das Reflexprofil wird mit einem Computerpro-
gramm kalkuliert [24], in das ein mathematischer Formalismus |25| implementiert ist,
der es ermoglicht, das Detektorprofil bei Kenntnis der experimentellen Parameter zu
beschreiben [26].

Die Lorentz- und Gauss-Beitridge werden wie folgt beschrieben [27]:

Lorentz

@
I
|
}1
>
@
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und Gauss

0§ integrale Halbwertsbreite

I' Breite auf halber Hohe des Reflexes

mit der Thompson-Cox-Hastings-Funktion

r= %(9) + Ytan(©)

X,Y Lorentz-Koeffizienten

[
b= 4l712F

{8 integrale Halbwertsbreite

I" Breite auf halber Hohe des Reflexes

mit der Thompson-Cox-Hastings-Funktion

' = Utan?0© + Vtan® + W + -L£

cos©

U,V,W,P Gauss-Koeffizienten

(A.6)

Mit Hilfe dieser Zusammenhénge wird der Gauss-Beitrag mit den Koeffizienten U, V'

und W dargestellt und im ’Instrument Parameter File’ definiert. Fiir den Lorentz-

Beitrag muls der Koeffizient Y negativ werden, um das Profil bestmdéglich anzupassen.

Da dies unter Umsténden fiir eine zu messende Probe zu einer negativen Kristallitaus-

dehnung fiihren konnte, wird lediglich ein Wert fiir X im 'Instrument Parameter File’

festgehalten. Aus den anschliefsend festgestellten und verfeinerten Strukturparametern
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ist die Kristallitgrofse des zu untersuchenden Materials (durch Analyse des gesamten
Spektrums) zu bestimmen. Der Werdegang der Analyse ist in verschiedenen Tutorials
und insbesondere im zum PC-Programm gehorenden Manual nachzulesen.

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten kristallinen Material handelt es sich um
Hydroxylapatit. Das hexagonale Raumgitter (Raumgruppe 'p/63m’) der Einkristalle

von Hydroxylapatit wird mit den Netzebenenabstianden

a

dhkl =
\/g(fﬂ + hk + k?) 4 (2)212

(A7)

beschrieben. Mittels der Reflexe (100) und (002) kénnen unter Nutzung der genann-
ten Gleichung und der Bragg’'schen Reflexionsbedingung die Gitterparameter a und
¢ berechnet werden. Aus den Gauss- und Lorentzbeitridgen werden anschliefsend die
Kristallitgroften im Rietveld-Verfahren oder mit Hilfe der Le-Bail-Extraktion im PC-
Programm GSAS bestimmt.

Rietveld- Verfahren

Das Rietveld-Verfahren ist ein Profilanpassungsverfahren, dem ein Strukturmodell
fiir alle zu analysierenden Phasen vorgegeben wird. Dieses Verfahren eignet sich nicht
zur Strukturlésung. Bei bekannter grundsétzlicher Struktur (z.B. qualitativ festgestellt:
Hydroxylapatit) kann man mit sémtlichen Versionen anerkannter Atomkoordinaten fiir
das untersuchte Material Simulationsrechnungen durchfiihren, um eine gréoftmaogliche
Ubereinstimmung zwischen experimentellem Beugungsdiagramm und berechnetem Dif-

fraktogramm zu erreichen.
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In der Rietveld-Dekompositionsformel

| Fo(hkD) > = | EL(hkl)|? - Zyi(obs) / Zyi(calc) (A.8)

Fy(hkl)  Strukturfaktor
F.(hkl) kalkulierter Strukturfaktor
yi(obs)  gemessene Intensititen

yi(calc)  kalkulierte Intensitéten

werden alle Messpunkte ¢ mit analytischen Funktionen beschrieben. Die am i-ten
Schritt beobachtete Intensitat wird mit der aus dem Strukturmodell Berechneten ver-

glichen. Im Rietveld-Verfeinerungsprozeft wird das Residuum

Sy = Zwi|yi0 — Yiel” (A.9)

w;  Wichtungsfaktor, gegeben durch w; = %02

Yo gemessene Intensititen
yic kalkulierte Intensitaten

ojy Varianz der gemessenen Intensitét

iiber die Methode der kleinsten Quadrate minimiert. Dabei erfolgt die Berechnung der
Mefpunkte y;. im Wesentlichen in Abhéngigkeit vom Strukturfaktor, von den Miller-
schen Indizes und von der berechneten Position des Bragg-Reflexes.

Die Strukturverfeinerung im Rietveld-Verfahren setzt ein bekanntes Strukturmodell
(bekannte Atomkoordinaten) voraus. Mit Hilfe der Le-Bail-Methode werden die Reflex-

Intensitdten ohne ein Strukturmodell abgeschétzt.

Le-Bail-Extraktion
Die Intensititen werden iterativ bestimmt. Allgemein wird fiir alle Fjy(calc) = 1
angenommen. Bei der Implementation der Le-Bail-Methode im fiir die Analyse ver-

wendeten PC-Programm GSAS werden Werte fiir Fjy(calc) mit einem Startmodell
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vorgegeben. Dann werden mittels Rietveld-Algorithmus Werte fiir Fj,;;(0bs) extrahiert.
Diese extrahierten Werte werden jetzt als Fjy(calc) iibernommen und die Berech-
nung erneut durchgefiihrt. Die jetzt extrahierten Werte fiir Fj(0obs) werden wieder
als Fyg(calc) iibernommen. Nach endlicher Wiederholung der Rechnung erhalten gut
aufgeloste Reflexe ihren korrekten Intensitdtswert, iiberlappende Intensitéten tendieren
mehr oder weniger gut zu den wahren Werten.
Durchfithrung der Le-Bail-Extraktion

Die Anpassung der Reflex-Intensititen mit den Gauss- und Lorentz-Parametern
kann nicht in beliebiger Reihenfolge stattfinden, sondern muf detektorspezifisch erfol-
gen. Fiir den verwendeten Detektor erfolgte nach Vorgabe von 40 Rechnungslaufen die
Anpassung in der Reihenfolge 'cell parameters’ bei gleichzeitiger Anpassung des mit
36 Koeffizienten vorgegebenden, den Untergrund beschreibenden Chebyshev-Polynoms
und des Parameters 'shft’ fiir die Lagednderung der rotierenden Kapillare. Im weite-
ren Verlauf erfolgte bei Anwendung der Pseudo-Voigt-II1-Funktion die Anpassung der
Lorenz- und Gaussparameter, und zwar in der Reihenfolge 'La’ zusammen mit 'Ly’
Bleibt 'Ly’ = 0, erfolgt die weitere Anpassung in der Reihenfolge 'GP’ und 'stec’, dann
'ptec. Sollte 'Ly’ # 0 sein, werden 'Ly’ und 'ptec’ gemeinsam angepasst. Auf diese Wei-
se werden fiir 'Lz’ und 'ptec” Werte erhalten, die eine Berechnung der Kristalligrofen
in guter Ndherung ermdglichen.

Fiir die gemessenen Diffraktogramme werden die durchschnittlichen Abmessun-
gen der Kristallite entlang der kristallographischen a- und c-Achse iiber die Lorentz-

Parameter 'Lz und 'ptec’ bestimmt [29]:

18000 - K - A
= ———— = A10
b m- Lx ( )
Do = 18000 - K - A (A11)

7 (Lx + ptec)
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Um eine optimale Anpassung zwischen simuliertem Modell und den experimentel-
len Daten zu erreichen, wurden die aus der Le-Bail-Extraktion gewonnenen Parameter
in eine Anpassung mittels Rietveldverfahren {ibernommen. Jetzt erfolgte ausschliefs-
lich iiber eine Variation der chemischen Zusammensetzung ein optimales "Fitten” des

gemessenen Diffraktogramms.

A.3 Festigkeitspriifung

Ublicherweise wird bei der Auswertung einer Festigkeitskurve aus deren linearem Ver-
lauf das Elastizitdtsmodul des untersuchten Materials bestimmt. Da die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Materialien durch eine hohe Sprédigkeit gekennzeichnet
sind, muf der aus dem Verlauf der Spannungs-Stauchungskurven erreichte Maxi-
malwert der Bruchspannung zugrunde gelegt werden. Die Qualitit des Anstiegs der
Spannungs-Stauchungskurve gibt eine Aussage iiber die Homogenitét des Bruchverhal-
tens des untersuchten Materials. Je steiler und homogener der Anstieg, desto weniger
Material geht bis zum Erreichen der maximalen Bruchspannung durch Abplatzen ver-
loren.

Fiir sprode Materialien liefert eine Weibull-Verteilung eine Aussage iiber die Aus-

fallwahrscheinlichkeit des untersuchten Materials [71]:

Po)=1—e7) (A.12)

P;  Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Bruchs

o Festigkeit
T charakteristische Festigkeit
b Weibull-Exponent

Der charakteristische Ausfallwert wird bestimmt, indem zunéchst den einzelnen Mek-

werten Bruchwahrscheinlichkeiten zugeordnet werden [72]:

103



ANHANG A. MATERIAL UND METHODEN

1—0.5
P, = N (A.13)
P; Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Bruchs

i i-ter Mefwert, sortiert nach aufsteigenden Festigkeitswerten

N Anzahl der Meliwerte

Fiir die Darstellung der Weibull-Verteilung mit doppellogarithmischer Ordinate und

logarithmischer Abszisse

In <ln (rlp))) — b(in(os) — In(0y)) (A.14)

P Wabhrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Bruchs

b Weibull-Exponent
o gemessene Bruchspannungen
0o mittlere Festigkeit

kann mit den Wertepaaren (o;, P;) fiir die Gleichung y = bz + a eine lineare Regression
durchgefiihrt werden. Der Weibull-Exponent b kennzeichnet den Anstieg der Vertei-
lungskurve. Je grofer der Exponent, desto enger liegen die Mefergebnisse beieinander
und desto zuverldssiger ist der ermittelte charakteristische Ausfallwert des untersuchten
Materials.

Der Weibull-Exponent und die charakteristische Festigkeit o werden iiber

og=e7b (A.15)

o charakteristische Festigkeit

b Weibull-Exponent,
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bestimmt. Diese umfassende Auswertung liefert eine zuverldssige Aussage iiber die
Qualitét des untersuchten Materials. Die S-férmige Verteilungsfunktion hat ihren Wen-
depunkt bei einer Wahrscheinlichkeit von 63.2%. Die mittlere bzw. charakteristische
Festigkeit ist dementsprechend die Festigkeit, bei der 63.2% der Proben versagen.
Dieser Wert findet im Rahmen dieser Arbeit Anwendung. Im Ergebnis der Weibull-
Auswertung kann allerdings in Bezug auf jede beliebige Ausfallwahrscheinlichkeit eine

Aussage getroffen werden.

A.4 Tierexperimentelle Untersuchungen

A.4.1 Medizinische Versorgung

Zunichst erfolgte eine intramuskulire Medikation mit 1mg Atropin ('Atropine®’ der
Fa. Braun, Melsungen). Da der operative Eingriff am Kiefer erfolgte, wurde auf die-
se Weise der Speichelflull der Tiere verringert. Ebenfalls intramuskuldr erfolgte die
Medikation mit 5mg/kg (je Kilogramm Korpergewicht) Azaperon (’Stresnil®’ der Fa.
Jenssen-Cilag, Neuss) zur Beruhigung der Tiere. Die Anisthesie erfolgte durch intra-
vendse Injektion von 5mg/kg Ketamin ('Ketamine® der Fa. Curamed, Karlsruhe),
0.2mg/kg Midazolam (' Dormicum®’ der Fa. Roche, Grenzach-Whylen) und nochmali-
ger Zufuhr von 1mg Atropin (' Atropine®’ der Fa. Braun, Melsungen) zur Steigerung der
Herzfrequenz. Die Behandlungsorte wurden zusitzlich lokal aniisthisiert (’Xylocitin®’
der Fa. Mibe, Brehna). Mit der Gabe dieser Spritze wurde zusétzlich der Blutfluf
gehemmt.

Der Unterkiefer wurde beidseitig mit einem Schnitt freigelegt. Die freigelegte FI&-
che wurde glattgeschliffen und zur Kiihlung des Unterkiefers mit isotonischer Lsung
gespiilt. Anschlieffend wurden in die Kortikalschicht Locher gebohrt. Hier wurden mit
Titan-Schrauben (Q1.8mm, Lange 10mm) von der Fa. Medartis AG, Basel, die Form-
korper fixiert.

Bevor die Versuchstiere lateral am Unterkiefer mit zwei Formkorpern auf jeder Sei-
te (jeweils hintereinander) versorgt wurden, wurden die Formkorper im Blut der Tiere

getrankt. Nach der Platzierung der Formkorper wurde die Wunde mit einer chirurgi-
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schen Naht verschlossen (" Vicryl®” der Fa. Ethicon, Norderstedt). Auferdem wurde der
Hinterkopf der Tiere ebenfalls mit je zwei Formkorpern versorgt. Dazu wurden Locher
in den Knochen gebohrt und diese mit zylindrischen Formkérpern (Durchmesser D =,
Lénge [ =) ohne fixierende Schraube verschlossen.

Nach der OP erhielten die Versuchstiere fiir die drei folgenden Tage Antibiotika
durch intramuskulédre Injektion (’Termmycm@’ der Fa. Pfitzer AG, Karlsruhe). Nach
Ablauf von fiinf Wochen wurden zwei Tiere, nach Ablauf von zehn Wochen die drei
weiteren Tiere durch Injektion einer Uberdosis Phenobarbital (’Eutha 77®" der Fa.
Essex Pharma, Miinchen) in den Herzmuskel getotet, beide Unterkieferseiten entfernt
und in 4%iger Formalin-Losung fixiert.

Als Versuchstier wurde das "Géttinger Minipig” wegen seiner zum Menschen ver-
gleichbaren Knochenstruktur und dem &hnlichen remodelling-Prozefs ausgewéhlt. Der
extraorale Fingriff, der im Versuch stattfand, stellt keinen realistischen Eingriff beim
Menschen fiir eine alveolare Augmentation dar. In den meisten Fillen ist ein intra-
oraler Eingriff {iblich. Durch den extraoralen Eingriff wird das Risiko einer Wund-
dehiszenz minimiert. Die Untersuchungen in vivo wurden im Juli 2007 an "Go6ttinger
Minipigs” durchgefiihrt und von der Kommission fiir Tierversuche des Bundeslandes
Mecklenburg-Vorpommern genehmigt. Die Tiere hatten ein Alter von fiinf Jahren und

wogen 35.3+2.7kg.
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