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ZUSAMMENFASSUNG
Einsatz von PLGA Copolymeren als porése, kommuitkatahige Knochenimplantate

mit Auswirkung auf die Zellproliferation in vitro
Mersch, Alena

Die PLA, PGA (engl. Polylactic acid; Polyglycolicid) sind Polymere der Milch- und

Glykolsaure, die aufgrund ihrer guten Biokompati&il und ihres problemlosen Abbaus
im Korper als Biomaterialien geeignet erscheinearch den Einsatz ihrer Copolymere
konnen ihre Eigenschaften je nach Anforderung nmdit werden. In dieser Arbeit wurde

die Eignung von PLGA Copolymere zur Entwicklungesrstabilen Gerists untersucht,
das als Knochenersatzmaterial eingesetzt werden. Kdazu wurden porése Implantate
aus industriell hergestellten PLGA Copolymeren gafe die das Attachment und die 3D
Proliferation der Osteoblasten erleichtern und letegeise parallel zur Entstehung des

neuen Knochens die Degradation des Copolymers dichég.

Besonders die Porositat und ihr Zusammenhang zungfd3e wurden untersucht. Hier
spielt das Kornspektrum fiir die Porositat im Gegéngu Herstellungsbedingungen, wie
der Pressdruck, die Sinterungszeit und die ZugaimeGalziumcarbonat-Puffer eine eher
unterordnete Rolle. Ein Zellkulturversuch zeigtassl eine hohe Porositat in Kombination
mit kleinen Granula gute Bedingungen fir eine &tk Besiedlung darstellen. Die
Quellungsversuche der 50:50 PLGA Copolymere zeigieschwindigkeit und Ausmal}
einer Implantatveranderung. Zur Entwicklung einBsFA_.A/PGA Systems, welches auch
den Ersatz eines groBeren Knochendefekts ermoglishirde ein aus Schichten
zusammengesetztes Stapelsystem erprobt, dessestzEinsder Zellkultur durch die zu
geringe Stabilitdt jedoch nicht moglich war. Zusaemgefasst bieten porése 50:50
PLA/PGA Implantate sehr gute Ausgangsbedingungen die Entwicklung von
Knochenersatzmaterialien. Ein Nachteil ist jedogfzeit noch die geringe Stabilitat.

Tag der miundlichen Prufung: 04.12.2009
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Stand der Forschung

1.1.1 Implantate als Knochenersatz

Die Frage, wie ein verloren gegangenes oder erkeankdartgewebe durch ein
entsprechendes Material zu ersetzen ist, beschéfigde Wissenschaftler. In der
medizinischen Forschung wird nach einem Ersatzagsder die heutigen Methoden
der Transplantation verbessern und die Komplikatiasher lebenslangen
Immunsuppression oder das Risiko einer AbstoRuagBom verhindern konnte
[Hutmacher et al. 2001].

Generell kdbnnen Implantate nach ihrer Herkunftatirliche und synthetische und nach
dem Grad der Biodegradierbarkeit in absorbierbar@ nicht absorbierbare aufgeteilt
werden.

Die Vorteile von biodegradierbaren Materialen liege erster Linie in der Vermeidung

einer zweiten Operation, die zur Entnahme von zBetallischen Implantaten

notwendig ware [Middelton et al. 2000]. Knochen&aseterialien sollten Knochen

vorubergehend ersetzen kénnen und idealerweiseichégtlie gleichen Eigenschaften
besitzen [Soldner et al 2001]. Bei Verwendung gestier Implantate am Knochen kann
der Knochen bereits wahrend der Implantatdegraadlagchrittweise belastet werden
[Athanasiou et al. 1998].

Nach Aussage von Hutmacher et al. sollte ein idelaplantatgerust, das als Knochen-
und Knorpelersatzmaterial eingesetzt wird, folgendenforderungen erfillen
[Hutmacher et al. 2001]:

1) Biokompatibilitat, Bioresorbierbarkeit, kontrollier Degradation und

Resorptionsraten, welche dem Gewebe vergleichbhdr si

2) Hohe Porositdt, mit einem kommunizierenden Hohlrsystem fir
Zellwachstum und Transport der Nahrstoffe und deff@echselprodukte

3) Geeignete Oberflache fur Zell-Attachment, -Proateyn und -Differenzierung
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4) Mechanische Eigenschaften, die den jeweiligen Gewelntsprechen

5) Reproduzierbarkeit, in unterschiedlichen Formen @Gndl3en

Zu den natirlich vorkommenden Implantatmaterialggghoren Kollagene, Agarose,

Hyaluronsaurederivate, Chitosan und Fibrinklgbietmacher et al 2001]

Synthetisch werden haufig Polymere wie PLA (engdlyRctic acid), PGA (engl.
Polyglycolic acid), Polycaprolactone und Polydiogamerwendet [Hutmacher et al
2001].

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen die PLGA (Pddtid-co-glycolid) Copolymere als

Implantatmaterial.
1.1.2 PLGA Copolymere

Nach der chemischen Definition sind Polymere lattiges Molekule, die aus kleinen
Einheiten sog. ,Monomeren* bestehen, deren Anzahtitdden Polymerisationsgrad n
beschrieben wird. Die Polymere, die aus gleichemh&ten bestehen, werden
Homopolymere genannt, wahrend die, die aus untexdiathen Einheiten bestehen, als
Copolymere bezeichnet werden. So ist das Polygty¢ehgl. Polyglycolic acid; PGA)
das Homopolymer der Glycolsaure und das Polylgetnd)l. Polylactic acid; PLA) das
Homopolymer der Milchsaure [Epple 2003]. Sie efhiste jeweils durch Abspaltung

von Wassermolekilen zwischen den Monomeren:
Polyglycolid (PGA)

n HO-CHCOOH ----- HO-[-CH,-COO-}-H +(n-1) O
Polylactid (PLA)

N HO-CH(CH)-COOH ----- HO-[-CH(CH)-COO-]n-H + (n-1) HO

Durch die Mischung von Glycolsaure und Milchsdumgseeht das PGLA (Poly-
glycolid-co-lactid) Copolymer, bzw. PLGA (Poly-ladtco-glycolid) Copolymer.

- [-CH-COO-};- [ CH(CH3)-COO-}y - = GiLm
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Die Glycolsdure (Hydroxyessigsaure) gehort wie audie Milchséaure (2-
Hydroxypropansaure) zu dea-Hydroxycarbonsauren, die wahrend des normalen
Metabolismus im menschlichen Koérper produziert warflAshammakhi et al. 1997].
Bei der Metabolisierung entstehen keine toxischebbalprodukte. Glycolséure
zeichnet sich durch ihre Biokompatibilitat und Baggladation aus. Zum ersten Mal
wurde PGA von William Carothers im Jahr 1930 sytisiert, wobei die hydrolytische
Instabilitét in dieser Zeit als grof3e Begrenzunig [grutmacher et al. 2001].

Bei der biotechnologischen oder chemischen Heustglivon PGA werden aus der
Glycolsaure zuerst die zyklischen Dimere sog. Gigleogeformt. Anschliel3end findet
durch die Ring6ffnung der zyklischen Dimere dieyR@risation zum hochmolekularen
PGA statt [Hutmacher et al. 2001]. Zu den typiscBegenschaften von PGA gehort die
hohe Kristallinitat (45-50%), die auch fur den hoh®chmelzpunkt von 220-230 °C
verantwortlich ist [Hutmacher et al. 2001; Middletoet al. 2000]. Die

Glasubergangstemperatur betragt 35-40 °C. [Middlett al. 2000]. Der hohe
Kristallisierungsgrad beruht auf dem Fehlen derhiyleSeitengruppen im Vergleich zu
PLA. Aufgrund dessen ist PGA in den meisten Losmmgeln nicht I6slich. Als

Ausnahme gelten organische L&sungsmittel mit eittmen Fluoridanteil, wie z. B.

Hexafluoroisopropanol [Middeton et al. 2000].

Das Milchsdure-Monomer enthalt ein asymmetriscBeg, chirales Kohlenstoffatom,
welches fur die optische Aktivitat verantwortlicst und die Entstehung von D- und L-
Isomeren (Poly-D-lactic acid, PDLA, bzw. Poly-Ltac acid, PLLA) ermdglicht.
Dieses erklart auch die Existenz von mehreren Raliylen und im Gegensatz dazu nur
einem Polyglycolid, da die Glycolsaure kein chisal&ohlenstoffatom besitzt
[Hutmacher et al. 2001; Jain 2000; Epple 2003].

PLA ist hydrophober als PGA, was auf das Vorhanéiensiner zusatzlichen
Methylgruppe zurtckzufiihren ist. Die Wasseraufnahsheladurch reduziert und die
Hydrolyserate fallt im Vergleich zu PGA entspreathenedriger aus. Weiterhin ist PLA
|6slicher in organischen Lésungsmitteln als PGAtfHacher et al. 2001].

PLA kommt in 2 Formen vor, einerseits als ein agptistereoregulares Polymer L-PLA
und andererseits als ein optisch inaktives PolyelL-PLA) [Jain 2000]. Das L-PLA
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weist aufgrund seiner hohen Ordnung der Polymexketine semikristalline Struktur

auf, ist sehr hart, sehr hydrolysestabil und somitlangsam biodegradierbar. Dagegen
ist die optisch inaktive racemische Form (D, L-PLAWggen der UnregelméaRigkeit

seiner Polymerketten amorph, eher weich, schnalrdlysierbar und deshalb auch

schneller biodegradierbar. [Epple 2003; Jain 2000].

Epple erklart diese Unterschiede anhand einer hoDeinung der geometrisch
identischen Monomer-Einheiten, die bei L-PLA Potyiden fir die hohere
Kristallinitat und Stabilitdt verantwortlich sindDagegen herrscht bei den D, L-PLA
Polylactiden eine hohe Unordnung vor, die fur dieogphe und wenig stabile Struktur
sorgt [Epple 2003].

Die chemische Synthese von PLGA Copolymeren karohduerschiedene Prozesse
stattfinden. Die PLGA Copolymere mit niedrigem Mal&argewicht (d.h. < 10 000)
werden durch direkte Kondensation (engl. polyestation) aus Milch- und
Glykolsaure bei einer Temperatur von 130-190°C ésalt [Jain et al.1998]. Dabei
wird Wasser entzogen, was auch bei Temperaturear 20 °C bei zusatzlicher
Anwendung von Katalysatoren moglich wére. Diese RL@polymere zeichnen sich
durch geringe mechanische Festigkeit und schnadlgrédlation aus und sind deswegen
nur begrenzt fir eine medizinische Applikation geet [Jain et al.1998].

Dagegen werden die PLGA Copolymere mit mittlerend tlohem Molekulargewicht
(10 000 — 40 000) durch Polymerisation von zyklestiDimeren hergestellt. Dabei
erfolgt keine Dehydratation, d.h. kein Wasserentidig Hohe des Molekulargewichts
ist von der Konzentration des Katalysators (Pb, Zd, Sb, Ti) abhangig [Jain et al.
1998].

Sowohl PLA als auch PGA unterliegen in wassrigergdbung einem Abbau durch
Hydrolyse. Da die Milchsdure hydrophober als Glgéoke ist, sind die

milchséurereichen PLGA Copolymere ebenfalls hydodyein. Sie absorbieren weniger
Wasser und degenerieren daher langsamer.

Bei dem Abbau kann es sowohl zu einer enzymatiscilerauch einer hydrolytischen
Reaktion kommen, wobei die hydrolytische Spaltueg Bsterbindung sowohl durch
Protonen (H+, saurer pH-Wert), als auch durch Hydrbonen (OH-; basischer pH-
Wert) katalysiert wird. Daraus resultiert die opdi Stabilitat im neutralen Bereich
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[Epple 2003]. Durch die Anlagerung eines Wasserkidée entstehen somit die
entsprechenden Hydroxycarbonsauren, GlycolsaureMilotisadure. Diese Bestandteile
des normalen Metabolismus konnen leicht vom mergwn Korper verarbeitet
werden [Epple 2003]. Hutmacher beschreibt die goteedlichen Abbaumechanismen
von Milch- und Glycolsaure in vivo. Die Milchsdumsird direkt im Citratzyclus
abgebaut und schlie3lich als Kohlendioxid aus dange ausgeschieden. Glykolsaure
wird mittels Oxidase zu Glycoxylat oxidiert, dastrdem Enzym Glyzintransaminase
reagiert und zur Entstehung von Glycin fihrt. Ghyckann einerseits zur
Proteinsynthese benutzt werden oder genauso whséilire im Citratzyklus abgebaut
werden [Hutmacher et al.2001].

Der Grad der Kristallinitait und der Schmelzpunkindsidirekt abhéngig vom

Molekulargewicht der Polymere, und bei den Copolggneauch individuell von dem

Verhaltnis von PLA zu PGA [Jain et al.1998]. Copuobre, die aus L-PLA und PGA
bestehen, sind kristalline Copolymere. Die Copolsanelie aus D, L-PLA und PGA

entstanden sind, weisen dagegen eine amorphe FofniJan et al.1998]. Somit

beeinflusst die Kristallinitat die mechanische kgsit, das Schwellungsverhalten, die
Hydrolysefahigkeit und die Biodegradation der Cgpatre [Jain et al. 1998].

Epple hat die PLGA Eigenschaften mit folgenden Regeschrieben [Epple 2003]:
» Je hoher der Glycolid-Anteil, desto schneller Biedegradation.”
« Je groRer die mittlere Kettenlange n, desto langgalie Biodegradation.”
» ,Je hoher die Kristallinitat, desto harter das Mialée"
* Je hoher die Kristallinitat, desto langsamer diedggradation.”

« Ein héherer Ordnungsgrad in den Polymerkettenb@ssndere durch gleiche

Monomereinheiten) fuhrt zu einer hbheren Kristatiitt

Weiterhin kann ein Biomaterial nach verschiedenasi€htspunkten beurteilt werden
[Epple 2003]:

* Mechanische Eigenschaften

* Biodegradation (Verweildauer im Korper)
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* Biokompatibilitat

* Monomer-Einheiten

* Mischungsverhaltnis bei Copolymeren einschlief3leh Verknupfungsart
» Polymerisations- und Vernetzunsgrad

» Kiristallinitatsgrad

* Glastemperatur

* Morphologie (massiv, poros)

* Oberflacheneigenschaften

Die Frage, ob ein Biomaterial als Knochenersatzrizteingesetzt werden kann, hangt
dann schlief3lich von mehreren Faktoren ab. Wicsitigl nicht nur die Eigenschaften
des Biomaterials selbst, sondern auch die Funktiwh die Bedingungen, unter denen
das Material eingesetzt werden soll, wie z. B. dfe eiirzere oder eine langere
Degradationszeit erwiinscht ist. Die Degradationiemdbetragen in vitro fir kristalline
PGA-Polymere und amorphe PLGA Copolymere WocherMusate, fir amorphe D,
L-PLA Monate und fur kristalline L-PLA Jahre [Ep#€03].

1.2 Problemstellung

Obwonhl sich bereits viele Wissenschaftler mit PLGApolymeren beschéftigt haben
und viele wichtige Informationen bereits bekanmidsiwerden bisher diese Stoffe als
Knochenersatzmaterial nur selten eingesetzt. Dediten die chemisch-physikalischen
Eigenschaften dieser Copolymere naher untersuctdene und auch die Méglichkeit
des Einsatzes in grol3eren Knochendefekten diskutesden.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit PLGA godymeren, die zur Herstellung
von pordsen Implantaten verwendet wurden, mit deel £in kommunizierendes
Hohlraumsystem herzustellen, das als Knochenerdamt. Das Implantat sollte
vorubergehend Knochenfunktionen tbernehmen konmehdie Bildung von neuem

nativem Knochen unterstiitzen. Die Poren der Imptansollten das Attachment und



Einleitung

die 3D Proliferation der Osteoblasten erleichteloealerweise sollte parallel zur
Entstehung des neuen Knochens die Degradation@adyiners erfolgen.

Fur die Untersuchungen wurden industriell hergkstePGLA Copolymere im
Verhéltnis 50:50 verwendet. Es stellte sich diegEBrawie weit die Porositat der
Implantate und die strukturellen Eigenschaften @epolymere sich auf die in vitro
Bedingungen auswirken, besonders ob und in welcbenfang die Korngréf3e und
ferner auch die Porositat die Proliferation dergesetzten Osteoblasten in vitro
beeinflussen,. Weiterhin sollte die Anderung deul8ur der PLA/PGA Implantate im
Laufe der Degradation beobachtet werden und ihmvisliung auf die Zellproliferation
diskutiert werden. Schliel3lich sollte mit Hilfe es 3D-PLGA Prototyps untersucht

werden, ob der Einsatz auch in einem gréf3eren Kermtdfekt moglich ware.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In dieser Arbeit sind folgende Materialien und fostente verwendet worden:
2.1.1 Reagenzien

* PLGA Copolymere (Boehringer Ingelheim, Typ 50:5@(R03H),
Typ 75:25 (RG 756) )

» Calciumcarbonat (Merck)

e 100 % Isopropanol

» Paladur (Heraeus Kulzer)
2.1.2 Apparaturen

e Presswerkzeug mit Stempel (32 mm Durchmesser) (O@481)
* Presswerkzeug mit Entltftung (13 mm Durchmesser)

» KBr-Presse mit Wasserstrahlpumpe (Perking Elmer)

e Dispergator

* Siebe

* Petrischalen

» Ultraschallbad

* Kugelmuhle

* Rotationsverdampfer (Janke & Kelnkel, IKA Werk)

« Waage

10
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e Umluft-Warmeschrank (Heraeus —Kelvitron)

» Stichsage

«  Warmeplatte (RTC basic IKA-Labortechnik)

* Transilluminator (Herolab, Type RH-2 GmbH, Wieslpch
* Warmeschrank (Heraeus Instruments, Dusseldorf)

e« Computer Counter-System CASY | (Modell TT, Scha®gstem GmbH,
Reutlingen)

* Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)
» Lichtmikroskop Diaphot-TMD (Nikon Kogaku K. K., Tgk, Japan)

» Zentrifuge Heraeus Laborfuge 400R (Heraeus)

2.1.3 Zellkultur

Zellen: primére bovine Osteoblasten, Zellen aus Benostgewebe vom Metacarpus

frisch geschlachteter Kalber
» Earl's | Lésung:
* 450 ml Aqua destillate
* 50 ml Earl’s Salze

e« 3ml7,5%NaHC®@

= Earl's Il Lésung:
e 200 ml Earl'salze
* 2 ml Amphotericin B /Biochrom 822 (250um/ml)

* Pest (Penicillin + Streptomycin) /Biochrom A2201® 000u/10 000 pg/ml)

11
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MMO Medium:

* 100 ml High GEM (High Growth Enhancement Medium NI@iomedical
GmbH, Eschwege)

* 12 ml FKS (fetales Kalbserum)
e 1 ml Glutamin bBhrom K0283 (200mM)
* 1 ml Amphothericin B / BiocinoA2612 (250 pg/ml)

e 1 ml Pest (Penicillin/ Streptomycin) / Biochrom AZ2(10 000u/10 000 pg/ml)

2.1.3.1 Substanzen fur die Zellkultur

Earl’s Salze:

* 6,80 g NaCl (Merck 6404)

0,40 g KCI (Merck 4936)

« 0,14 g NaHPO,* H,0 (Merck 6346)

« 0,20 gMgSQ* 7 H,0 (Merck 5886)

« 0,209 Cad (Merck 2382)

e 1,00 Glucose (Merck 8342)

e 2,20g NaHCQ@* H,0 (Merck 6329)

e 10,00 mg Phenolrot (Riedel de Haen 326661)

PBS mit C&" / Mg*"

« 8,00 g NaCl (Merck 6404)

12
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fur Zellernte / -passage:

+ 0,20gKCl

1,44 g NaHPO,* 2 H,0O
oder

* 1,15 g NaHPO,

* 0,20 g HKPOy

e 0,10 g MgC} * 6 H,0O

* 0,13gCaCG*2H),0
oder

« 0,109 Cad

Tyrode LOsung:

8,00 g NaCl

0,20 g KCl

1,00 g NaHC®

56,5 mg NaHPO, * H,O

0,30 g Triplex Ill (= EDTA-Na-Salz)

1,00 g Glukose

Kollagenase:

250 ml HAMS F10 Medium

5 ml Hepes 1M

100 mg Kollagenase

(Merck 4936)

(Merck 6580)

(Merck 4873)
(Merck 5833)

(Merck 2382)

(Merck 6404)
(Merck 4933)
(Merck 6329)
(Merck 6346)

(Merck 8418)

(Merck 8342)

(Seromed FG 0715)

(Seromed L1613)

(Seromed Typ CLS I, C 1I-28)

13
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung von Kornfraktionen

Als Ausgangsmaterial fir die Implantatherstellungaden PLGA Copolymere des Typs
50:50 (RG 503 H), 75:25 (RG 756) der Firma Boelemiggelheim verwendet.

Da das industriell hergestellte Material eine niembheitliche heterogene Struktur
aufweist, wurde es vor der Verwendung als Implamé¢rial Bearbeitungsprozessen
unterzogen, um eine einheitliche Partikelstruktur gewinnen, und damit ein
homogenes Kornsystem herstellen zu konnen. Beiedi@&earbeitung wurde ein
empirisches Verfahren verwendet, das als Hintedyrudie unterschiedliche

Zusammensetzung der Polymere mit ihrer Struktuiiddesichtigt.

Das Hauptprinzip der Trennung der unterschiedlictirartikel basiert auf einem
Siebvorgang mit Hilfe von destilliertem Wasser. kgge Versuche mit 100%
Isopropanol und einem Gemisch von Wasser und Ipapia erwiesen sich aufgrund

von Materialverklebungen als nicht geeignet.

Das PLGA Mischpolymere im Verhéltnis 75:25 wurderfgaund seiner Grobkérnigkeit
vor dem eigentlichen Siebvorgang in Wasser suspendnd anschlieBend mit Hilfe
eines Dispergators zerkleinert. In diesem Fall wudds Copolymer 75:25 fur 60 s
dispergiert. Die Dauer und die Starke des Dispassiorganges wurden durch die
KdrngroRen bestimmt. Fur den Siebvorgang sind falgeSiebe benutzt worden: 1000
pum, 600 um, 400 pm, 150 pm und 50 um, die in emdsteigenden Reihenfolge
aufeinander gesetzt wurden. Danach wurde das alggewdVaterial auf das obere Sieb
platziert und mittels destillierten Wassers durdpgdt. Nun wurden die Siebe mit den
Fraktionen 400 pm - 1000 um im Warmeschrank mit Wrdgelagert und Gber Nacht
bei 30 °C getrocknet. Kleinere Fraktionen (< 400)warden erneut mit destilliertem
Wasser ausgespilt und anschliel3end mittels eieeilfi@tationseinheit unter Vakuum
(15Hq) filtriert. Die feinen Fraktionen wurden voRilterpapier auf eine Petrischale

Ubertragen und gleichfalls im Warmeschrank bei@G@iber Nacht getrocknet.

14
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2.2.2 Einarbeiten von Calciumcarbonat ins Copolymer

PLGA Copolymere setzen saure Abbauprodukte (Glgkoks, Milchsaure) frei, die
insbesondere im Knochenkontakt (ber eine pH-Wedekung zur lokalen
Knochenauflosung (Osteolyse) fuhren konnen. Durchgabe von basischen
Pufferstoffen kann die pH-Wert-Absenkung kompensigerden. In dieser Arbeit
wurde als pH-Puffersystem Calciumcarbonat [Epplé®320ausgewahlt und zum

Ausgangsmaterial fur die Implantatherstellung beiigeht.

Bei der Einarbeitung von Calciumcarbonat wurde @ake homogene Verteilung im
Copolymer geachtet. Um diese zu erflllen, wurderstusowohl das Copolymer als
auch Calciumcarbonat mit 100 % Isopropanol 5 minUhmaschallbad behandelt und
anschlieend miteinander vermischt. Danach wurde Ldsungsmittel mittels eines
Rotationsverdampfers vollstandig entfernt. Der (telam CaCQ betrug bei allen

Mischpolymeren 10 Massenprozent.

2.2.3 PLA/PGA Implantate

Die Herstellung von PLA/PGA Implantaten erfolgte Form von Einschicht- und
Zweischicht-Implantaten, die in folgenden Kapit2l2(3.1, 2.2.3.2) genau beschrieben

werden.
2.2.3.1 Einschicht-Implantate

Fur die Herstellung der Einschicht-Implantate wurdelie bereits definierten
Kornfraktionen der 50:50 und 75:25 PLGA Copolymeexwendet, die vorher mit
Calciumcarbonat gemischt wurden (siehe Kapitel22.Zum Vergleich wurden sowohl
einige Implantate ohne Calciumcarbonat als auch ldmate ohne definierte

Kdrnergrol3e hergestellt.

Das Verfahren beruht auf einem Pressvorgang michdie8ender Sinterung der
komprimierten Masse. Der Prozess der Sinterung hpeiit das mikroskopische
Zusammenschmelzen der einzelnen Werkstoffkbrnencibwas Sintern tritt eine
Verdichtung des Materials und damit verbunden @oeahme der effektiven Dichte
des Werkstiicks ein. Auch die mittlere KorngrofR3e hgé@an und damit die Kristallinitat
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des Werkstiicks. Um eine mdglichst grof3e Porodii&tAu 70 %) zu erzielen, wurden
niedrige empirisch ermittelte Druckwerte (978,8#nRlund 1200,21 N/A) eingesetzt

(siehe Anhang 7.1), die durch die Verwendung vamirschiedlichen Gewichten von
10 kg und 8 kg erzeugt wurden. Dabei wurde gleitigzauf die Stabilitat und Porositat

geachtet.

Samtliche Implantate wurden in einem Presswerkzdeg Firma Perkin Elmer
hergestellt. Der Implantatdurchmesser des Presgeegs betrug 32,00 mm. Zum
Pressen wurde mit einer einzigen Ausnahme (Implafita3; Gewicht von 10 kg) ein
Gewicht der Masse 8 kg verwendet, wodurch zusétziion Gewicht des Stempels ein
Druck von 978,87 N auf das Implantat einwirkte. Vor dem Pressen wudike
entsprechende Kornfraktion gewogen und in ein aaftirRemperatur abgekihltes
Presswerkzeug eingefillt. Das Material wurde mindstempel des Presswerkzeugs
belastet und anschlieBend im Umluft-Warmeschrank 3interung erhitzt. Der
Wwarmeschrank wurde fur das 75:25 PLGA Copolymer @uf°’C und fir das 50:50
PLGA Copolymer auf 58 °C eingestellt.

Die in der Literatur beschriebene Glastemperatuch{eGlastibergangstemperatug)ist
ein wichtiger Parameter von amorphen und teilkitisen Polymeren. Oberhalb dieser
Temperatur befindet sich das Polymer in einem isldstlexiblen Zustand, unterhalb

dieses Punktes dagegen in einem harten und spzictand.

Die empirisch ermittelten Werte der Glastemperatdig die jeweiligen Copolymere
sind in Tabelle 1 dargestellt. Dabei handelt ek sim die Werte, bei denen ein pordses
Implantat hergestellt wurde, die einzelnen Kérrtehen in direkter Verbindung, sind

aber noch nicht miteinander verschmolzen.
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Tabelle 1Glastemperaturen der PLGA Copolymere

Copolymer
Glastemperatur
PLA : PGA .
Verhaltnis
50: 50 58
75:25 65

Die Dauer der Sinterung variierte zwischen 20 mma 30 min fur das 75:25 PLGA
Copolymer, fur das 50:50 PLGA Copolymer zwischenudd 40 min. Die Entnahme
der Implantate aus dem Presswerkzeug erfolgte eash dem Abkihlen des

Presswerkzeuges auf Raumtemperatur.

Die untersuchten Implantate sind in den Tabellam@ 3 dargestellt.
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Tabelle 2implantate des PLGA Copolymers im Mischungsveris6:50

Wirkungs- | Zugabe
Implantat | Temperatur Kornspektrum
dauer CaCQ
Nr. °C ) pm
min 10%M
16 58 40 + 150 — 400
20 58 30 + 150 — 400
12 58 40 + 400 - 600
18 58 40 + 400 - 600
21 58 35 + 400 - 600
17 58 40 + 600 — 1000
19 58 40 + 600 — 1000
9 58 40 - n.d.
3 58 10 - n.d.
22 58 30 - n.d.

(+ CaCQ eingearbeitet, - kein CaG@ingearbeitet, n.d. nicht definiert)
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Tabelle 3Implantate des PLGA Copolymers im Mischungsverlsiit :25

Wirkungs- | Zugabe
Implantat | Temperatur Kornspektrum
dauer CaCQ
Nr. °C ) pm
min 10%M
25 65 20 + 150 - 400
26 65 20 + 150 - 400
13 65 30 + 400 - 600
14 65 30 + 400 - 600
23 65 30 + 600 — 1000
24 65 20 + 600 — 1000
11 65 30 - n.d.

(+ CaCQeingearbeitet, - kein CaG@ingearbeitet, n.d. nicht definiert)

2.2.3.2 Zweischicht-Implantate

Die Zweischicht-Implantate bestehen aus einer Basid einer Deckschicht, wobei die

Basisschicht als Trager der Implantate dient.

Die Basisschicht wurde nach dem gleichen Prinzpdie Einschicht-Implantate (siehe
Kapitel 2.2.3.1.) hergestellt, bis auf den Presskrwer durch eine Masse von 10t
erzeugt wurde. Als Material wurden die PLGA Misclypeere der Typen 50:50 und

75:25 von verwendet.

Die Herstellungsgrundlage der Deckschicht war emeflockung“, wobei hier das
50:50 PLGA Copolymer auf die gerade hergestellted moch im Presswerkzeug
liegende Basisschicht aufgebracht wurde und aredddid unter leichtem Druck des
Stempels (978,87 N/m) bei Glastemperatur gesintertie.

Je nach dem Copolymerauswahl fir die Basisschictstanden die 50.50/50.50 und
75:25/50:50 PLGA Zweischichtimplantate.
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2.2.3.3 Porenvolumen und spezifische Dichte

Um die spezifische Dichte (Kap. 2.2.5.) der versdbnen Polymergemische PLGA
ermitteln zu konnen, wurden jeweils zwei kompakterepfreie Implantate pro

Copolymer zur Kalibrierung hergestellt.

Dazu war es notig, das Polymer Uber seine Glastetysehinaus (Tab. 1) zu erhitzen

und unter Vakuum bei hohem Druck zu pressen.

Zu diesem Zweck wurden jeweils 0,3 g und 0,2 gjeailem PLGA Copolymer mit den
Verhaltnissen 50:50 und 75:25 verwendet.

Um homogene blasenfreie Implantate zu erhaltendevein Presswerkzeug mit einem
Stempeldurchmesser von 13 mm an eine Wasserstrapgpwangeschlossen und ein
Vakuum von 15 mm Hg erzeugt. Erst danach wurdePdédgmer in das Presswerkzeug
eingefullt und mit dem Stempel ohne hohen Drucksefeiossen. Das Presswerkzeug
wurde auf eine warme Platte gelegt und 15 min =#rhiDie Temperatur der

Warmeplatte betrug 70 °C. Direkt danach wurde demPel des Presswerkzeuges fur 5

min mit 10t Gewicht in der KBr-Presse (hydraulisétresse von Perkin EImer) belastet.

Wahrend der Dauer beider Vorgdnge war es notig, Wakuum dber eine
Wasserstrahlpumpe konstant zu halten. Das Implantede noch im warmen Zustand

entnommen.
2.2.3.4 Quellungsverhalten der Implantate

Um das Verhalten der Implantate im wassrigen Mediumd die damit verbundene
Formstabilitat und  Implantatdegradation zu bewteil wurden einige

Quellungsversuche unternommen.

Es wurden sowohl Einzelschicht-Implantate der 50B0GA und 75:25 PLGA
Copolymere als auch Zweischicht-Implantate 50:5@6Qnd 75:25/50:50 untersucht,
wobei sowohl eine PBS-L6sung (im Vorversuch) alshaMMO-Medium (im Versuch)

eingesetzt wurden.

Nach der Herstellung der Implantate erfolgten dieagien Messungen der Proben und
ihr Ansetzen in 6-er Wells mit 8 ml PBS bzw. MMO-tdem. Die Lagerung wurde im

Umluftwarmeschrank bei 37 °C vorgenommen. Der Vsweh wurde aufgrund der

20



Material und Methoden

entstandenen Probendefekte vorzeitig nach 7 Taggabaochen. Eine Schrumpfung
und massive Verformung der Implantate machte eumsagekraftige Messung der

Daten unmdglich und wurde aus diesem Grund untentas

Um vergleichbare Bedingungen wie in den ZellkukMarsuchen (siehe Kapitel 2.2.4.)
herzustellen, wurde der Ansatz in MMO-Medium vorgamen. Es handelt sich hierbei
um ein gepuffertes Zellkulturmedium, dessen pH-Wsith erst bei intensiver
Freisetzung von Sauren verandert. Um dem vorzulmewgede das MMO Medium alle
2 Tage gewechselt. Die Probenmessung erfolgt in 34, 20, 25 und 31 Tagen. Die
untersuchten Implantate und deren Quellungsverhalteerden im Kapitel 3.2.

dargestellt.

2.2.3.5 PLA/PGA Stapelsystem

Das Stapelsystem wurde als Modell fuir gréf3ere Kandbfekte entwickelt. Durch das
stereolithographische Verfahren kann ein Knochesldejenau erfasst werden und in
Form eines individuellen Kunststoffmodells auchggstellt werden.

Das Ziel war es, ein aus PLGA Copolymer bestehehmpsantat als Knochenersatz
herzustellen, das dem stereolithographischen Madeiigehend entspricht und somit
den Knochendefekt ersetzen kann. Weiterhin solieses Modell aus kleineren
Einheiten bestehen, um die Gefahr des Abkapselsidndelantates zu verhindern und

eine bessere Zellkommunikation gewéhrleisten zunkin

Um das stereolithographische Modell genau darZastelvurde ein kegelférmiges 3D

Modell aus Kaltpolymerisat (Paladur, Heraeus Kylbergestellt (Abbildung 1a, b).

Danach wurden in das Modell 3 Bohrlocher von je & mMurchmesser gesetzt und
anschlieBend wurde das Modell mit einer Stichsag® Bcheiben zerlegt (Abbildung
1c). Weiter wurden 5 Implantate aus PLGA Colymen wdem Typ 50:50 hergestellt
(siehe Kapitel 2.2.3.1.). Aus diesen Implantatemdsn mit einer scharfen Rasierklinge
die gewiinschten Umrisse der 5 Modellscheiben hesiljeie Bohrldcher wurden mit

Hilfe eines Diamantbohrers in die jeweilige Schidgbohrt (Abbildung 1d). Die

hergestellten Scheiben stimmten bis auf die Holee,atdsichtlich niedriger gewahlt

wurde, mit den Modellscheiben tberein (Abb. 1e-f).
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Um eine sichere Trennug der einzelnen Schichteragdeisten zu kénnen, wurden so
genannte Abstandshalter zwischen die 5 Basissemcl{siehe Kapitel 2.2.3.1)
angepasst. Fur die Form dieser Abstandshalter wugé/arianten (dreieckig und
kreisformig) gewahlt, die aus den hergestelltenlémiaten mittels einer Rasierklinge
und einem Diamantbohrer prapariert wurden. AnsgBelrel erfolgte der Aufbau des
Stapelsystems mit den Stapelschichten und den Iewa#azwischen gesetzten

Abstandshaltern (Abb. 1 f, siehe Pfeil).

Abbildung 1 Vorgehensweise bei der Herstellung des Stapelsgstem
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2.2.40steoblasten in porosen PGA/PLA Implantaten

2.2.4.1 Zellgewinnung

Die Zellkulturuntersuchungen wurden mit primérenvihen osteoblasten-ahnlichen
Zellen durchgefiihrt, die durch eine von Jones uogdB (1977) beschriebene Methode
gewonnen wurden [Jones et al 1977]. Diese Methcatehb auf der Fahigkeit der

Osteoblasten, unter bestimmten Bedingungen ausdtgeivebe auszuwachsen.

Zur Zuchtung der osteoblasten-ahnlichen Zellen emiftische Metakarpalknochen von
Kalbern verwendet, von denen Perioststreifen ustienilen Bedingungen abprapariert
wurden. Diese wurden zunachst zweimal je 10 migiZiiC warmer Earl’'s | Salzlésung
und anschlieend einmal 10 min in Earl’s Il Losigeyvaschen. Die abgetropften
Perioststeifen wurden danach in quadratische St(lEke5 mm) geschnitten und zum
Antrocknen in Petrischalen gelegt. Nach 30-40 nattehdie Anheftung stattgefunden
und die Perioststicke wurden mit dem Kulturmediui®/1(20 ml pro Petrischale)
bedeckt. Die Zellen wurden 1mal pro Woche mit fimm Medium versorgt. Die
Kultivierung erfolgte in einem Warmeschrank (Heradaostruments, Disseldorf) bei
37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit und einer Konzentratieon 5 % CQ Gber 4 Wochen.
Fur die Zellernte wurden die Perioststiicke entfedas Medium vorsichtig abgesaugt
und 6 ml Kollagenase zugegeben. Die Inkubation wubgi 37 °C fir 20 min
durchgefuhrt. Daraufhin wurde die Kollagenase ahggs und die Zellen wurden

zweimal mit je 8 ml PBS gewaschen.

Anschlie3end wurde der Zelllayer mit 8 ml Tyrodesudg bei 37 °C 10 min inkubiert.
Nun war es mdglich, die Zellen vom Boden der Pdtate abzulésen und als

Zellsuspension zu entnehmen.

Die Bestimmung der Zellzahl und die ZellgréRen-¥gung wurde mittels eines
Coultercountersystems (CASY Modell TT, Scharfe &yst GmbH, Reutlingen)
ermittelt. Zu diesem Zweck wurde ein Aliquot derllZ@spension entnommen. Die
restliche Zellsuspension wurde bei 500 U/min 5 mentrifugiert und anschlie3end in

geeigneten Mengen Zellkulturmedium resuspendiert.
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Nun konnten die Zellen fur Zellversuche verwendedrden. Die Zellproliferation
wurde regelméRig mit dem Lichtmikroskop (DiaphotTMD, Nikon Kogalu K.
K., Tokyo, Japan) kontrolliert.

2.2.4.2 Zellproliferation

Um das Einwandern und die Proliferation von ostastein-dhnlichen Zellen in die
Implantate der PLGA Copolymer mit unterschiedlichearositaten zu beobachten,

wurden folgende Untersuchungen durchgefuhrt.

Die aus unterschiedlichen Kornfraktionen hergestell Implantate des PLGA
Copolymers 50:50 wurden zuerst 30 min im Transilhator bei 254 nm von unten und
1h von oben unter der Sterilbank mit UV-Licht disrert. Daraufhin erfolgte die
Besiedlung mit ca. 360.000 Zellen/tin 12er-Wells und 24er-Wells. Die Kultivierung
wurde bei einer Temperatur von 37 °C, bei 100 %tfeuthtigkeit und 5 % CO

6 Wochen lang im Inkubator durchgefuhrt, wobei ddsdium jeden zweiten Tag

gewechselt wurde.
2.2.4.3 Durcupaneinbettung

Zur Praparation fur elektronmikroskopische Untehgsungen der osteoblasten-ahnlichen

Zellen in den PLA/PG