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Summary

As today’s synthetic bone implants fulfil the requirements for the repair of bone
defects only in part, this work aims at the fabrication of bone replacement materials
with bone-like properties regarding composition, structure, mechanical stability, and
resorbability. As appropriate fabrication method, the slurry-based freeze gelation
process was chosen. It allows the direct incorporation of active bio-relevant
compounds, such as proteins, during scaffold processing. The process, moreover,
enables the fabrication of complex-shaped and open-porous scaffolds. As they are
biocompatible and resorbable calcium phosphate and protein were selected as
principal components for the scaffolds.

In the first part of this work the interaction of calcium phosphate and protein in
suspension was investigated by combining zeta potential and VIS spectroscopy
measurements. Two at neutral pH oppositely charged model proteins, bovine serum
albumin with an acidic and lysozyme with an alkaline isoelectric point, were employed
to investigate the protein adsorption behaviour of hydroxyapatite and B-tricalcium
phosphate, the most relevant calcium phosphates for the fabrication of bone implants.
Both calcium phosphate powders could bind sufficient amounts of acidic and alkaline
protein.

Based on this knowledge calcium phosphate/protein scaffolds were fabricated by
freeze gelation process and their suitability as bone replacement material investigated
by different methods. It is shown that the hydroxyapatite/protein composites feature
porosities from 50% to 70% and a mechanical strength ranging from 2 to 6 MPa
comparable to that of human spongious bone. Scaffold biocompatibility and resorption
behaviour were assessed by in vivo tests with adult domestic pigs. After implantation,
composites were resorbed up to 50 % after only 4 weeks and up to 65 % after 8 weeks.
In addition, 14 % new bone formation after 4 weeks and 37 % after 8 weeks were
detected.

Finally, to verify that the processing does not impair biomolecule activity, the
antibacterial effectiveness of hydroxyapatite/lysozyme scaffolds was tested. Therefore
different amounts of lysozyme from 0.5 to 2.5 wt.% were incorporated into HAp
scaffolds. A complete dieback of M. luteus bacteria when in contact with the scaffolds

was observed, higher lysozyme content leading to faster dieback. The lysozyme
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release from the scaffolds by degrees over a time period of at least 9 days proofs the
scaffolds attractiveness as depot for localised drug delivery of antibacterial-effective

and bone-growth-enhancing drugs.

Zusammenfassung

Da heutige synthetische Knochenimplantate die Anforderungen fiir die Heilung
von Knochendefekten nur teilweise erflillen, ist das Ziel dieser Arbeit,
Knochenersatzmaterialien mit knochenahnlichen Eigenschaften, in Bezug auf
Materialzusammensetzung, Aufbau, Festigkeit und Resorbierbarkeit, herzustellen. Als
geeignete Herstellungsmethode wurde das Gefriergelieren ausgewahlt, ein auf
Schlickertechnik basierender Prozess. Beim Gefriergelierprozess kénnen aktive
Biomolekile, wie zum Beispiel Proteine, in das Keramikgerist eingelagert werden.
Dariiber hinaus ermdglicht der Prozess die endkonturnahe Herstellung komplex
geformter und offenporéser Komposite. Wegen ihrer Biokompatibilitét und
Resorbierbarkeit wurden Calciumphosphate und Proteine als Hauptbestandteile fiir
die Komposite ausgewahlt.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Wechselwirkungen von Calciumphosphat
und Proteinen in Suspension mit Zetapotential- und VIS-Spektrometriemessungen
untersucht. Dafur wurden zwei bei pH 7 entgegengesetzt geladene Modell-Proteine,
bovines Serumalbumin mit isoelektrischem Punkt im Sauren und Lysozym mit
isoelektrischem Punkt im Basischen, und zwei Calciumphosphate, Hydroxyapatit und
B-Tricalciumphosphat, die grofte Bedeutung fir die Herstellung von
Knochenimplantaten haben, ausgewahlt. Beide Calciumphosphatpulver konnten in
ausreichendem Male saures und alkalines Protein binden.

Basierend auf diesen Voruntersuchungen wurden Calciumphosphat/Protein-
Komposite mittels Gefriergelierprozess hergestellt und ihre Eignung fir die
Anwendung als Knochenersatzmaterial geprift. Es zeigte sich, dass die Komposite mit
ihrer Porositat von 50% bis 70% und ihrer Biegefestigkeit von 2 bis 6 MPa vergleichbar

mit humaner Spongiosa sind. Die Biokompatibilitat und Degradierbarkeit wurde durch
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in vivo Untersuchungen mit Hausschweinen getestet. Nach Implementierung wurden
die Komposite bis zu 50 % nach 4 Wochen und bis zu 65 % nach 8 Wochen resorbiert.
Zusatzlich konnte im Wundbereich nach 4 Wochen bis zu 14 % und nach 8 Wochen
bis zu 37 % neue Knochenbildung nachgewiesen werden.

AbschlielRend wurden die antibakteriellen Eigenschaften von
Hydroxyapatit/Lysozym-Kompositen geprift, um sicherstellen zu kénnen, dass der
Gefriergelierprozess die Biomolekul-Aktivitdt nicht beeintrachtigt. Dafir wurden
Komposite mit 0,5 bis 2,5 Gew.% Lysozym hergestellt und in Kontakt mit Bakterien
gebracht. Bei M. luteus Bakterien fihrte der Kontakt mit den Kompositen zu einem
vollstandigen Absterben, welches umso schneller von statten ging je hoher die
Lysozym-Konzentration in den Kompositen war. Da gezeigt werden konnte, dass
Lysozym nur allmahlich von den Kompositen Gber einen Zeitraum von bis zu 9 Tagen
abgegeben wird, sind die Komposite interessant als Depots fiir die direkte Abgabe von

antibakteriellen und knochenwachstumsanregenden Wirkstoffen im Wundbereich.
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