Universitatsklinikum
Carl Gustav Carus

O

Zentrum
for Translationale Knochen,
Gelenk- und
Weichgewebeforschung

Abschlussbericht
JAntibak-Dental”

Thema:

Antibakterielle Ausriistung von pastésen Knochenzementen mittels Metallionen fir die
Anwendung im Dentalbereich

Antragstellung/Projektleitung:

Jun.-Prof. Dr. med. dent. Matthias C. Schulz
Dr.-Ing. Matthias Schumacher

Dr. rer. nat. Anja Lode

Projektbearbeitung:

Dr. rer. nat. Anne Bernhardt
Rudi Walther

Michael Gei3ler

Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, Universitatsklinikum Carl
Gustav Carus Dresden und

Zentrum fur Translationale Knochen-, Gelenk- und Weichgewebeforschung, Medizinische
Fakultat der Technischen Universitat und Universitatsklinikum Carl Gustav Carus Dresden

Projektlaufzeit:

1.4.2017 -31.7. 2019



1. Problemstellung und Zielsetzung

Die Zahl der Versorgungen mit Dentalimplantaten nach Zahnverlust nimmt in Deutschland wie
auch weltweit zu. Eine der héaufigsten Komplikationen, die zum Versagen eines
Dentalimplantats fuhren, ist die sog. Periimplantitis — eine Entziindung des Gewebes um das
Implantat. Dies kann zu einer Rickbildung des Knochens, in dem das Implantat verankert ist,
fuhren, wodurch sich das Implantat lockern kann. Der aktuelle Therapieansatz zur Rettung des
Implantats besteht in der Bekampfung der Infektion, z. B. durch mechanische Reinigung der
Implantatoberflaiche sowie durch Spulen mit Desinfektionsldsungen. Ist dies nicht erfolgreich,
bleibt nur eine Entfernung des Implantats, um die Entziindung zu beseitigen. AnschlieRend
folgt eine meist langwierige Regeneration des Kieferknochens, bevor ein neues Implantat
eingesetzt werden kann. Fir den Patienten bedeutet dies eine lange Zeit eingeschrankter

Kaufunktion und eine erneute Implantation mit den damit verbundenen Risiken und Kosten.

Ziel des Projektes war es, eine Strategie zu entwickeln, mit der die Infektion um ein
Dentalimplantat bekéampft, dieses gleichzeitig stabilisiert und mittelfristig eine vollstandige
Regeneration des Knochens, in dem das Implantat verankert ist, erzielt werden kann. Dazu
sollte ein neuartiger Knochenzement mit antibakterieller Wirkung etabliert werden, der 1.) zum
Auffillen des periimplantaren Defektbereichs verwendet werden kann und dort zur
mechanischen Stabilisierung des Implantatbettes beitragt, der 2.) aufgrund seiner
osteokonduktiven Eigenschaften die Regeneration des Knochens fordert und der 3.) durch
kontrollierte Freisetzung antibakteriell wirksamer Metallionen die Infektion lokal bekéampft und
eine erneute Infektion langfristig verhindert. Damit sollen die Entfernung des infizierten
Implantats, die nachfolgend notwendige Augmentation des Kiefers und die anschlieRende
erneute Versorgung mit einem Implantat sowie die damit verbundenen Kosten umgangen

werden.

2. Gewahlter Lésungsweg

Ausgangspunkt fir die Entwicklung war ein klinisch etablierter und kommerziell verfigbarer
Calciumphosphat-Knochenzement, der von den Antragstellern bereits erfolgreich als Trager
fur Zytostatika zur Tumorbehandlung [1] sowie als Quelle zur Freisetzung bioaktiver, die
Knochenneubildung stimulierender lonen fir die Therapie Osteoporose-bedingter
Frakturdefekte eingesetzt wurde [2]. Dieser sollte durch Einbringung von silberhaltigen,
mesopordsen, bioaktiven Glaspartikeln (MBG) moadifiziert werden. Bioaktive Glaser sind im
Vergleich zu Calciumphosphat-Zementen leichter I6slich, weshalb sie als Quelle fir die

gezielte Freisetzung antibakteriell wirksamer Silber-lonen (Ag*) eingesetzt wurden (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Wirkprinzips des neuartigen Knochenzements. Durch

Degradation der im Zement enthaltenen MBG-Partikel kommt es zur Freisetzung von Ag*-lonen.

Es wurden verschiedene Zusammensetzungen der Ausgangsstoffe fir die MBG-Synthese
getestet mit dem Ziel, eine Rezeptur zu finden, die eine Freisetzung von Ag*-lonen im
wirksamen Konzentrationsbereich erlaubt bei gleichzeitigem Erhalt der mesopordsen
Partikelstruktur.

Um eine sehr gute Applizierbarkeit und einfache Handhabung fiir den Chirurgen zu
gewahrleisten, wurde eine spezielle pastése Form des Knochenzementes eingesetzt, die eine
Olphase zur Stabilisierung der Paste enthalt [3]. Durch Zusatz der MBG-Partikel verandert sich
der Feststoffgehalt, entsprechend wurden die Verarbeitungsparameter des Komposites durch
Anpassung des Olgehaltes neu eingestellt.

Die Freisetzung der Ag*-lonen wurde sowohl aus den MBG-Partikeln als auch aus den
Zement-MBG-Kompositen bestimmt. Die Komposite wurden auf3erdem hinsichtlich ihrer
mechanischen Kennwerte und der Kompatibilitat zu relevanten Zelltypen (humane dentale

Pulpastammzellen) in vitro untersucht.

3. Wissenschaftliche Ergebnisse

3.1. Untersuchung der antibakteriellen Wirkung von Silberionen

Um die antibakterielle Wirkung der zu entwickelnden Zement-MBG-Komposite gezielt
einzustellen und gleichzeitig eine Freisetzung zu hoher (und damit ggf. toxischer) Ag*-
Konzentrationen zu vermeiden, ist die Kenntnis der fiir die Eliminierung relevanter Bakterien
erforderlichen Ag*-Konzentration notwendig.

Ausgehend von in der Literatur beschriebenen Referenzwerten von 0,65 pg/ml [4] bzw. 4,8 bis
38,4 yg/ml Ag* MIC (minimum inhibitory concentration) [5] wurden unter Verwendung des
klinisch relevanten Bakterienstammes Staphylococcus aureus (DSM 1104/ ATCC 27853)
antibakteriell wirksame Ag*-lonenkonzentrationen evaluiert. Dazu wurde ein Agar-

Diffusionstest nach DIN 58940 durchgefiihrt: Testplattchen aus Filterpapier wurden auf eine



Agarplatte (Muller-Hinton-Agar), auf der sich der Bakterienrasen befand, gelegt; anschliel3end
wurden 20 pl Silbernitratlosung pro Testplattchen zugegeben. Fir die vergleichende
Untersuchung verschiedener Konzentrationen wurde eine Verdiinnungsreihe von Silbernitrat
angelegt, als Losungsmittel wurde im Hinblick auf die Testung in Zellkulturexperimenten (in
vitro) bzw. die Anwendung (in vivo) Zellkulturmedium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium +
10% fotales Kalberserum, w/o Antibiotika) verwendet. Nach 18 h Kultivierung bei 37°C wurde
die Flache der Hemmhofe bestimmt, also des Bereiches im Umkreis der Plattchen, in dem die
Bakterien abgestorben waren.

Zunachst wurden entsprechend der Erfahrungswerte aus der Literatur Silberkonzentrationen
im Bereich unterhalb von 50 pg/ml getestet — dabei konnte keine Ausbildung eines
Hemmhofes beobachtet werden. Erst eine Konzentration von 50 pg/ml zeigte eine

antimikrobielle Wirkung, die mit zunehmender Konzentration (bis 5000 pg/ml) anstieg (Abb. 2).
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Abb. 2: Hemmbhofflache bei unterschiedlichen Silbernitratkonzentrationen in Zellkulturmedium. A.
Agardiffusionstest unter Verwendung von Staphylococcus aureus als klinisch relevanter Bakterien-
stamm, reprasentative Aufnahme. B. Quantifizierung der Hemmbhofflache, n=2 +/- Standardabweichung
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Grund fur die starke Abweichung dieser Ergebnisse zu den Erfahrungswerten aus der Literatur
war die Verwendung von Zellkulturmedium als Losungsmittel fir das eingesetzte Silbernitrat.
Die darin enthaltenen Chloridionen fiihren zur Ausfallung von schwerléslichem Silberchlorid
und damit zur Verminderung der wirksamen Ag*-Konzentration. Wird das Silbernitrat hingegen
in deionisiertem Wasser geldst, ergibt sich eine niedrigere antibakteriell wirksame
Konzentration. Dies wurde in einem vergleichenden Versuch gezeigt. Jeweils die gleiche
Menge S. aureus-Kultur wurde fir die Zeitdauer von 5 min, 30 min und 6 h der Wirkung von
Silbernitrat (0,5, 1, 5, 10, 50 pg/ml in Wasser bzw. Zellkulturmedium) ausgesetzt. 20 pl der
Zellsuspension wurden auf eine Agarplatte getropft und fur 18 h bei 37°C inkubiert;
anschliel3end erfolgte die Fotodokumentation (Abb. 3).

Wasser Medium

5 min

30 min

Abb. 3: Wachstum von Staphylococcus aureus nach Behandlung (fir 5 min, 30 min bzw. 6 h) mit
unterschiedlichen Silbernitratkonzentrationen in deionisiertem Wasser bzw. Zellkulturmedium;

reprasentative Aufnahmen.



Es zeigte sich, dass die antimikrobielle Wirkung von der Inkubationsdauer abhangt. Bei
Losung des Silbernitrates in Wasser konnte bereits nach 5 min Inkubation eine signifikante
antibakterielle Wirkung bei einer Konzentration von 1,0 pg/ml festgestellt werden; bei langerer
Inkubationen waren auch Konzentrationen < 1,0 pg/ml wirksam. Dagegen konnte bei Losung
des Silbernitrates in Zellkulturmedium nach 5 bzw. 30 min die Wirksamkeitsgrenze von
50 pg/ml aus den Agardiffusionstests bestatigt werden; erst bei einer Inkubation von 6 Stunden
zeigte auch eine Konzentration von 10 pg/ml eine antibakterielle Wirkung.

Um die effektive Ag*-Konzentration in Zellkulturmedium zu ermitteln, wurden verschiedene
Mengen an Silbernitrat zu deionisiertem Wasser bzw. Zellkulturmedium gegeben. Die Bildung
von Niederschlagen war bei der Zugabe von Silbernitrat zu Zellkulturmedium bereits visuell zu
erkennen (Abb. 4A). Die Lésungen wurden durch 0,2 um-Filter filtriert, um diese Prazipitate zu
entfernen; anschlieRend wurde die Menge der verbliebenen Ag*-lonen mittels ICP-OES
guantifiziert (Abb. 4B). Die Ag*-Konzentration in Zellkulturmedium war im Vergleich zu Wasser

auf etwa ein Viertel reduziert.
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Abb. 4: Préazipitation von Silberchlorid in Zellkulturmedium. A. Bei einer Konzentration von 1 mg/ml
Silbernitrat war eine starke Niederschlagbildung visuell zu erkennen. B. Ag*-Konzentration in
deionisiertem Wasser und Zellkulturmedium (Quantifizierung mittels ICP-OES; n=3 +/-
Standardabweichung).

Die mikrobiologischen Arbeiten wurden in Kooperation mit dem Institut fir Naturstofftechnik
der TU Dresden durchgefihrt.



3.2. Untersuchung der zellbiologischen Wirkung von Silberionen

Verschiedene Ag*-lonenkonzentrationen wurden in vitro auf ihre Vertraglichkeit gegentber
humanen mesenchymalen Stammzellen (MSC, isoliert aus dem Knochenmark, immortalisierte
Zelllinie [6]) sowie humanen dentalen Pulpa-Stammzellen (DPSC, isoliert aus
Weisheitszahnen, primare Zellen von 2 Spendern) untersucht. Beide Zelltypen kommen beim
Einbringen des Zementkomposites in den periimplantaren Knochen in Kontakt mit dem
Material und sind fur die Knochenneubildung verantwortlich. Die Zellen wurden in Gegenwart
von Silbernitrat in verschiedenen Konzentrationen fiir 1, 3, 5 bzw. 7 Tage kultiviert. Nach Lyse
der Zellen wurde deren Vitalitdt und Zellzahl durch Quantifizierung der Enzymaktivitat der
Laktatdehydrogenase (LDH) sowie des DNA-Gehaltes ermittelt.

In einer ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss von Ag*-lonen in einem groRen
Konzentrationsbereich in den folgenden Abstufungen untersucht: 0, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100
pg/ml. Dabei zeigte sich, dass die toxische Konzentration bereits zwischen 1 und 5 pg/ml liegt.
Daher wurde in den folgenden Experimenten eine feinere Abstufung zwischen 0 und 4 pg/ml
gewahlt. Abb.5 zeigt die Ergebnisse der LDH-Aktivitditsmessung sowie der DNA-
Quantifizierung fur die DPSC des Spenders 1; die Untersuchungen mit DPSC des Spenders 2
ergaben sehr &hnliche Ergebnisse.

Sowohl die Bestimmung der Zellzahl anhand des DNA-Gehaltes als auch die Quantifizierung
der vitalen Zellen anhand der LDH-Aktivitat ergab, dass unter den gewahlten
Zellkulturbedingungen Ag*-Konzentrationen > 2,5 pg/ml zu einer signifikant reduzierten

Zellzahl fihren und damit toxisch fir die Zellen sind.

Um die beobachtete toxische Wirkung zweifelsfrei auf die Ag*-lonen zurtickfihren zu kénnen,
wurden zusatzlich Versuche mit DPSC (Spender 1 und 2) durchgefiihrt, in denen Kalziumnitrat
in den folgenden Konzentrationen zum Zellkulturmedium gegeben wurden: 0, 0,5, 1, 2, 5, 10
pg/ml. Hierbei konnten im gleichen Untersuchungszeitraum keinerlei toxische Effekte
beobachtet werden; die Bestimmung der LDH-Aktivitdt und des DNA-Gehaltes ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Konzentrationen. Somit konnte eine

toxische Wirkung der NOs-lonen ausgeschlossen werden.
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Abb. 5: Wachstum von DPSC in Gegenwart von unterschiedlichen Silbernitratkonzentrationen. A.
Zellzahl ermittelt aus der LDH-Aktivitat durch Korrelation mit einer Kalibriergeraden (n=3 +/-
Standardabweichung, ****p<0,0001). B. Zellzahl ermittelt aus dem DNA-Gehalt mit einer
Kalibriergeraden (n=3 +/- Standardabweichung, ****p<0,0001).

3.3. Synthese und Charakterisierung von mit Silberionen dotierten mesopordsen

bioaktiven Glaspartikeln

Als Referenzmaterial wurde zunéchst ein silberfreies mesopordses bioaktives Glas (MBG)
durch Sol-Gel-Synthese, wie bei Zhu et al. [7] beschrieben, hergestellt. Dieses MBG mit der
Bezeichnung 80S15C wurde aus SiO: (freigesetzt durch saure Hydrolyse von

Tetraethylorthosilikat-TEOS) und CaO (eingefihrt als Kalziumnitrat*Hydrat) in einem molaren



Verhaltnis von 80 zu 15 % synthetisiert. Als Template fir die Bildung der mesopordsen Struktur
diente das organische Polymer Pluronicl23. Der Phosphatgehalt (eingefihrt durch
Triethylphosphat) lag bei 5 mol %. Die ethanolische Losung der genannten Prekursoren wurde
zunéchst fur 24 Stunden gerthrt, dann wurde die Mischung 7 Tage bei RT geliert, wobei das
Losungsmittel verdampfte und die mesopordse 3D Struktur gebildet wurde. Das getrocknete
Gel wurde bei 700°C kalziniert, wobei der Porenbildner Pluronic ausgebrannt wurde. Fir alle
weiteren Experimemte wurde das Material in Partikel von maximal 250 um Durchmesser
zermabhlen.

Mit Silberionen dotierte MBG-Partikel wurden nach dem gleichen Verfahren hergestellt wie die
silberfreie MBG-Referenz. Wahrend der Gelbildung wurde zusatzlich Silbernitrat in die
Reaktionsansatze gegeben. AuBBerdem wurde anstelle von Salzsdure Salpetersaure zur
Katalyse der TEOS-Hydrolyse eingesetzt, da in Gegenwart von Chloridionen schwerl6sliches
Silberchlorid ausfallt, das dann nicht mehr in die Glasstruktur integriert werden kann.

Es wurden 8 verschiedene silberhaltige MBG hergestellt. Die Zusammensetzung ist in

Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der silberhaltigen MBG-Proben und der Referenz. Der Phosphatgehalt
betrug bei allen Proben 5 mol %.

Probenbezeichnung Hintergrund

80S15C reines MBG, Referenz

80S13C2Ag
80S8C7Ag Substitution von Kalzium durch Silber,
80S4C11Ag Silikatgehalt bleibt gleich

80S15Ag

73S13C9Ag

66S12C17Ag
Addition von Silber bei sinkendem Silikatgehalt
55S10C30Ag

45S8C42Ag

Am bioaktiven Glas mit der Zusammensetzung 45S8C42Ag wurde exemplarisch die

Freisetzung von Ca?* und Ag* in Abhangigkeit von der PartikelgroRe analysiert. Dazu wurden
9



die Partikel in verschiedene PartikelgroRen fraktioniert und bis zu 14 Tage in Wasser
ausgelagert. Die Freisetzung der genannten lonen wurde durch optische
Emmissionsspektrometrie mittels induktiv gekoppelten Plasmas (ICP-OES) bestimmt (Abb. 6).
Die Freisetzung von Ca?" stieg mit abnehmender PartikelgréRe kontinuierlich an. Bei der
Freisetzung von Ag* war ein solcher Effekt nicht zu beobachten. Daher wurde im weiteren

Verlauf auf die aufwendige, mit Verlusten verbundene Grof3enfraktionierung verzichtet.
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Abb. 6: Freisetzung von Ag*- und Ca?*-lonen aus dem bioaktiven Glas 45S8C42Ag in Abhangigkeit von

der PartikelgroRe. Kumulative Auftragung. Mittelwerte aus n=4 +/- Standardabweichung

Mit Hilfe von Rontgendiffraktionsmessungen wurde eine Phasenanalyse an 5 ausgewahlten
Proben durchgefihrt: 80S15C, 80S4C11Ag, 80S15Ag, 73S9C13Ag und 45S8C42Ag (Abb. 7).
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Nur die nicht-silberhaltige Referenzprobe 80S15C war durchgehend amorph. Alle anderen

Proben enthielten neben der amorphen Glasphase auch kristalline, silberhaltige Phasen.

amorphous

5~ phase (glass) . - 458|8C342Ag
v 1 — 80Si15Ag

o LL — 80Si4Cal1Ag
3'“L% — 73Si13Ca9%Ag
2 . 80Si15Ca
1_;&L,\_‘ #: silver (Ag)

T T T T T 1
10 20 30 40 50 60

2 theta [°]

rel. intensity [-]

Abb. 7: Rontgenbeugungsspektren von 5 ausgewahlten Bioglasern.

Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Untersuchungen kénnen Aufschluss dartber
geben, ob in den synthetisierten bioaktiven Glasern mesopordse Strukturen gebildet wurden.
Sowohl in der Referenzprobe als auch in den silberhaltigen Glasproben 80SC11Ag, 80S15Ag
und 73S9C13Ag konnten hochgeordnete mesoporése Strukturen nachgewiesen. Lediglich die
Probe mit dem hdchsten Silbergehalt, 45S8C42Ag, wies keinerlei mesoporése Strukturen auf
(Abb. 8).

Die Freisetzung von Ag* und Ca® wurde fur alle synthetisierten bioaktiven Glaser nach
Auslagerung in Wasser untersucht (Abb. 9). In diesem Versuch wurden PartikelgréRen von
25-250 pm eingesetzt.

Die Ca?*-Freisetzung korrelierte wiederum mit dem Kalziumgehalt der Glaser. So wurden in
der Gruppe, bei der Kalzium durch Silber substituiert wurde (80S13C2Ag, 80S8C7Ag,
80S4C11Ag) mit sinkendem Kalziumgehalt auch eine verminderte Ca?" Freisetzung
beobachtet.

Die Freisetzung von Ag™ korrelierte nicht durchgangig mit dem Silbergehalt der Glaser. Die
hochste Freisetzung wurde fur Glaser mit 11- bzw. 15 mol % Silber detektiert. Ein dartber
hinaus steigneder Silbergehalt von 17, 30 oder sogar 42 mol % beeinflusst die Freisetzung
von Ag* nicht positiv. Es wird angenommen, dass die Zugabe von mehr als 15 mol % Silber
nicht zu einem weiteren Einbau Ag* in die Glasstruktur fuhrt. Vielmehr scheint sich bei héheren
Konzentrationen metallisches Silber abzuscheiden. Das konnte auch das Fehlen der

geordneten mesopordsen Strukturen in 45S8C42Ag erklaren (Abb. 8).

11
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Abb 8: TEM-Aufnahmen von 5 verschiedener Bioglasern zur Untersuchung der Mesoporositat.
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Abb. 9: Freisetzung von Ag* und Ca?* aus verschiedenen MBG-Partikeln nach Auslagerung in Wasser.

n=3 +/- Standardabweichung

Die bisher in der Literatur beschriebenen silberhaltigen bioaktiven Glaser enthalten 1 und 2
mol % Silber [8], 1, 3 und 5 mol % Silber [9], 5 mol % Silber [10] bzw. 10 mol % Silber [11].

In der vorliegenden Studie wurde die hochste Ag* Freisetzung mit den Glasern 80S15Ag und
80S4C11Ag erreicht. Der Favorit fur die Verwendung in den Zementkompositen wéare somit
80S4C11Ag, da aus diesem MBG neben Ag*- auch Ca?*-lonen freigesetzt werden, die u.a. die
Differenzierung von Osteoblasten [12] und somit das Einwachsen des Implantats positiv

beeinflussen.
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3.4. Herstellung und Charakterisierung der Zement-MBG-Komposite

Fur die Herstellung der Komposite wurde ein pastéser Kalziumphosphat-Knochenzement der
Firma INNOTERE (Radebeul) verwendet [3]. In der Zementpaste sind alle Prekursoren in einer
Olphase dispergiert, durch Kontakt mit wassrigen Medien kann die Mischung zu einem
Hydroxylapatit-haltigen Knochenzement ausgehartet werden. Fir die Komposite wurden
jeweils 10 % MBG-Partikel zur Zementpaste gegeben. Der erhthte Feststoffgehalt wurde
durch Zugabe zusatzlicher Olphase ausgeglichen; dadurch konnte die sehr gute
Applizierbarkeit des Zementes, auch durch Kandlen, erhalten werden. Die Mischung wurde in

Silikonformen gedrickt und bei hoher Luftfeuchtigkeit flir 7 Tage bei 37°C ausgehartet.

Es wurden quaderférmige Proben (4 x 4 x 6 mm?®) und zylindrische Proben (d =10 mm,
h =1 mm) hergestellt. Die Druckfestigkeit der Komposite wurde an den quaderformigen
Proben untersucht (Abb. 10). Alle Komposite wiesen eine etwas geringere Druckfestigkeit auf
als der MBG-freie Zement (,CPC").

B =24
o o
| |

Druckfestigkeit [MPa]
S
]

CPC-

80S13C2Ag
80S8C7Ag
80S4C11Ag
80S15Ag
73S13C9Ag
66S12C17Ag
55S10C30Ag
45S8C42Ag

Abb. 10: Druckfestigkeit der Zement-MBG-Komposite. n=3 +/- Standardabweichung

Die Freisetzung von Ag*- und Ca?*-lonen aus den Kompositen wurde nach Auslagerung in
Wasser uber 14 Tage untersucht. Hierzu wurden die 0.g. zylinderférmigen Proben mit je 3.5 ml
Wasser geschiuttelt und nach 1, 4, 7 und 14 Tagen die Uberstande entnommen, in denen

mittels ICP-OES die Ag*- und Ca?*-Konzentration gemessen wurde (Abb. 11).
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Abb. 11: Freisetzung von Ag* und Ca?* aus den Zement-MBG-Kompositen. n=4, die Uberstande zweier

Proben wurden fiir die Messung jeweils vereinigt, +/- Standardabweichung

Die Konzentration beider lonen ist nach Freisetzung aus den Zement-MBG-Kompositen
deutlich niedriger verglichen zur Freisetzung aus reinen MBG-Proben. Wéhrend die Ca*'-
Konzentration in den Uberstanden der Komposite etwa halb so hoch ist wie in den
Uberstanden der MBG-Partikel, sinkt die freigesetzte Ag*-Menge aus den Kompositen im
Vergleich zum reinen MBG um zwei GréRenordnungen. Dies kdnnte zum einen auf eine

schlechtere Zugéanglichkeit der MBG-Partikel im Komposit zurlickzufihren sein, andererseits
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kénnten weitere Aufldsungsprodukte der Zemente die Freisetzung von Ag*-lonen verhindern

oder dafir sorgen, dass freigesetztes Ag* wieder ausfallt.

In weiteren Zellexperimenten mit DPSC wurde die Biokompatibilitdt fir 2 ausgewdahlte
Komposite untersucht, die die stérkste Freisetzung von Ag*-lonen zeigten: 80S4C11Ag und
80S15Aq; als silberfreie Referenz wurde das Komposit 80S15C mitgefihrt. Die Zellen konnten
auf allen drei Materialien adhérieren und zeigten eine Zunahme der Zellzahl Uber die
Kultivierungszeit (Abb. 12). Die biochemische Analyse der Zellzahl mittels Quantifizierung des
DNA-Gehaltes und der LDH-Aktivitat bestatigte, dass die erzeugten silberhaltigen Zement-
MBG-Komposite keinen zytotoxischen Effekt haben.

80S15C 80S4C11Ag 80S15Ag

Tag 1

Tag 14

Abb. 12: Wachstum von DPSC auf Zement-MBG-Kompositen unterschiedlicher Zusammensetzung:
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach Anfarbung der Aktin-Zellskelette (grin) und Zellkerne
(blau).

4. Zusammenfassung und Ausblick

Im vorliegenden Projekt wurden erfolgreich mesoporose, Ag*-freisetzende bioaktive Glaser
entwickelt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Zugabe von mehr als 15 mol % Silber, sowie
eine Reduktion des Siliziumgehalts keine Steigerung der Ag*-Freisetzung bewirkt, jedoch die
Ausbildung der gewiinschten mesopordsen Struktur ausbleibt. Die Favoriten fir die weitere
Anwendung in Kompositen sind die Glaser 80S4C11Ag und das kalziumfreie 80S15Ag, die

neben einer hohen Ag* Freisetzung (15-20 pg/ml in Wasser) auch eine deutliche mesoporése
Struktur aufweisen.
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Das Einbringen der MBG-Partikel (10 Gew.%) in den Zement flhrte zu Kompositmaterialien
die hinsichtlich Applizierbarkeit, Handhabung und Eigenschaften im ausgehéarteten Zustand
den MBG-freien Zementen vergleichbar sind. Allerdings ist die Ag*-Freisetzung aus den
Kompositen im Vergleich zu den reinen MBG-Partikeln stark herabgesetzt; es werden keine
antibakteriell wirksamen Konzentrationen freigesetzt. Auch wenn das von uns verwendete in
vitro-Testsystem die komplexe in vivo-Situation nicht vollstandig widerspiegelt, in der das
Implantat in Kontakt mit verschiedenen Korperflussigkeiten kommt und lokal auch
Konzentrationsgradienten eine Rolle spielen kdnnen, muss man davon ausgehen, dass die
entwickelten Komposite fiir die anvisierte Anwendung nicht geeignet sind. Aus der jetzigen
Sicht erscheinen zwei weiterfiihrende Wege aussichtsreich: (1) Ag*-dotierte MBG-Partikel
kénnen in andere Biomaterialien eingebracht werden, die die Freisetzung weniger bzw. gar
nicht beeinflussen. Dies kénnen z.B. Hydrogele sein — erste Versuche wurden bereits mit
Alginatgelen durchgeftihrt, aber auch klinisch zugelassene Biopolymere wie Fibrin sind
denkbar. Ein positiver Einfluss von bioaktiven Glasern auf die Knochenregeneration ist
bekannt [13]. (2) MBG-Partikel kbnnen aufgrund ihrer Mesoporen sehr effizient mit anderen
antibakteriellen Wirkstoffen beladen werden, z.B. mit klassischen Antibiotika, und diese
verzogert freisetzen. Hier muss ebenfalls untersucht werden, inwieweit wirksame Dosen

erreicht werden kénnen.

Die Testung der antibakteriellen Wirkung von Ag* zeigte tbereinstimmend zur Literatur, dass
bereits Konzentrationen von 1 pg/ml toxisch auf Staphylococcus aureus wirken. Allerdings ist
einerseits die Wirkung der Ag*-lonen als auch deren Freisetzung aus den Materialien in
Gegenwart von Zellkulturmedium deutlich geringer. Dies erklart sich aus einer Reduktion der

lonenkonzentration im Uberstand, da schwerldsliches Silberchlorid ausfallt.

In Zellkulturversuchen mit humanen mesenchymalen Stammzellen und humanen dentalen
Pulpastammzellen haben wir gezeigt, dass auch eukaryontische Zellen durch hohe Ag*-
Konzentrationen (<2.5 pg/ml) abgetotet werden. Unsere Daten zeigen, dass es zumindest
unter den getesteten in vitro-Bedingungen kein Konzentrationsfenster gibt, in dem Bakterien
bereits abgetotet, Zellen aber noch vital bleiben. Offen bleibt die Frage, wie sich die Situation
in vivo darstellt; trotzdem kdnnen die Beobachtungen im vorliegenden Projekt als deutlicher
Hinweis gewertet werden, dass antibakteriell wirksame Ag*-Konzentrationen auch die
Zellvitalitdt beeintrachtigen. Weiterfihrende Untersuchungen in unserem Labor mit Cerium-
und Zinkionen identifizierten Zn?* als aussichtsreiche Komponente fiir die Entwicklung
antibakteriell wirksamer und zellkompatibler Knochenzemente. Fir die Entwicklung von
Kompositen mit Zn?*-dotiertem MBG stellen die im vorliegenden Projekt gewonnenen

Erkenntnisse eine wertvolle Grundlage dar.
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