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GEFASS-GEWEBE-TRANSPORT VON

WIRKSTOFFEN BESCHICHTETER IMPLANTATE:
PHANOMENOLOGISCHE MODELLIERUNG

JAN KRIEGER, CHRISTIAN DAMIANI, CHRISTIAN HUBNER, STEPHAN KLEIN

Einleitung

Das Teilprojekt A des gemeinsamen Forschungskollegs LUMEN
der Universitit zu Liibeck und der Fachhochschule Liibeck
ist durch die Frage motiviert, wie zukiinftige Entwicklungen
von Beschichtungen fiir orthopadische Implantate einfacher,
schneller und kostengiinstiger durchgefiihrt werden kénnen.
Der Ansatz hier ist, den Aufwand des Zulassungsprozesses
zu reduzieren, indem fiir Hersteller von orthopddischen
Implantaten eine Methode entwickelt wird, die die benétigte
Anzahl der sehr zeit- und kostenintensiven Tierversuche
reduziert [1].

Hierzuwurde im Rahmen des Projektes ein Priifstand entwickelt,
an dem verschiedene kiinstliche Materialien auf ihre Befihigung
untersucht werden, biologisches Gewebe zu simulieren.

Mit diesen Materialien sollen im néchsten Schritt Situationen
nachgebildet werden wie sie z.B. bei der Einheilung von
orthopddischen Implantaten vorkommen. Auf diese Art und
Weise konnen z.B. Freisetzungscharakteristika von Arzneistoffen
oder Beschichtungsmethoden untersucht werden, ohne dass es
notwendig ist, Tierversuche durchzufiihren.

Eine Voraussetzung hierfiir ist, dass die entscheidenden
Parameter der entwickelten Materialien (Diffusionswiderstand,
pH-Wert, Durchmesser, Temperatur), die zur Substitution der
biologischen Gewebe verwendet werden, mit diesen moglichst
gut {ibereinstimmen.

Grundlagen

Beschichtete Implantate geben Wirkstoffe in jhre Umgebung
ab, welche Heilungs- und Anwachsprozesse unterstiitzen
[2] oder die
Mikroorganismen unterdriicken [3]. Obwohl die Mechanismen

Besiedlung der Implantatoberfliche mit
der Arzneistofffreisetzung und des Transportes in das
umliegende Gewebe nur in Grundziigen bekannt sind, haben
beschichtete orthopadische Implantate bereits ein breites
Anwendungsspektrum in der Zahnheilkunde, der Orthopadie
und bei Stents gefunden [4, 5, 6]. In-vitro Untersuchungen
zur Wirkstoftfreisetzung korrelieren nur schlecht mit der
in-vivo Freisetzung [7]. Standardverfahren zur Untersuchung
lediglich
makroskopisch, eine Ubertragung auf die Realitdt und die

der Freisetzung bestimmen die Stoffmengen

Optimierung der Beschichtungen und Stoffmengen ist hierdurch
praktisch nicht moglich.
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In diesem Projekt wird die Freisetzung der Wirkstoffe von der
Implantatoberfliche, die anschlieende Diftusion durch eine
Barriere (Blutgerinnsel, Bindegewebe, Knochenmatrix, etc.)
und schliefSlich der fluidische (Ab)transport der freigesetzten
Stoffe durch kapillare Gefilen betrachtet und mit Hilfe eines
Priifstandes simuliert. Kernstiick der Untersuchungsmethode ist
eine kiinstliche Diffusionsbarriere, die in dem Aufbau die Rolle
des biologischen Gewebes tibernimmt, welches in direktem
Kontakt mit der Implantatoberfliche steht. Hierzu werden
zurzeit verschiedene Materialien wie Hydrogele Im Priifstand
vermessen und die Diffusionswiderstandswerte mit Werten
von biologischem Gewebe wie frischem Blut, geronnenen Blut
oder Bindegewebe verglichen. Auf diese Art und Weise wird
eine Datenbank mit Materialien und Randparametern wie
Durchmesser, Temperatur oder pH-Werterstellt, die es zukiinftig
erlauben soll, die Wirkstofffreisetzung und ausbreitung in-vitro
mit wesentlich besserer in-vivo Korrelation zu bestimmen und
somit die Anzahl der benétigten Tierversuche zu reduzieren.

Material und Methoden
Kernstiick des Priifstands ist eine Durchflusszelle mit
wechselbarem Einsatz. Jenach gewdhlter Untersuchungsmethode

beschichtete oder  die
Wirkstoffdiffusion aus einem Reservoir untersucht werden.
Abbildung 1 beiden
schematisch. In Variante a) wird ein Implantatdummy im
Vorfeld mit dem Testwirkstoff beschichtet und anschlielend mit

der Hydrogelmembran vom Blutfluss abgetrennt. In Variante b)

koénnen Implantatdummies

zeigt  die Freisetzungsprinzipien

erfolgt die Diffusion des Testwirkstoffes aus einem Reservoir
durch die aufgelegte Hydrogelmembran in den Blutfluss.

Implantatdummy
Beschichtung
Hydrogelmembran
Blutfluss

Reservoir
Fluoresceinlosung
Hydrogelmembran
Blutfluss

Abbildung 1. Der Probenaufbau ist abhédngig von der gewihlten Untersu-
chungsmethode. a) Diffusion von einer beschichteten Implantatoberfliche.
b) Diffusion aus einem Wirkstoffreservoir. Bei beiden Varianten erfolgt die
Diffusion des Testwirkstoffes durch eine Hydrogelmembran, die in dem

Versuchsaufbau biologisches Gewebe simuliert.



Als Testwirkstoff wird in beiden Varianten Fluorescein
verwendet, da sich dieses sehr gut spektroskopisch detektieren
lasst. Die Detektionsmethode wird weiter unten im Detail
beschrieben. Die Fluoresceinlosung aus Variante b) basiert
auf phosphatgepufferter Losung (PBS) und hat je nach
Verdiinnungsstufe eine Konzentration von zwischen 1
und 100 pM. Fiir den simulierten Blutfluss wird ebenfalls
phosphatgepufferte Losung (10 ml im Schlauchsystem)
verwendet. Die Durchflusszelle ist im Schnitt in Abbildung 2

dargestellt, Abbildung 3 zeigt ein Foto.

Kopfplatte — |_—— Stromungskanal

Einlass Hydrogelmembran

Auslass

|

Reservoire

Substrattrager — | Bodenplatte

Feder ——

Abbildung 2. CAD-Skizze der Durchflusszelle. Kopf- und Bodenplatte lassen
sich vom Hauptkorper abnehmen um den Substrattriger einzufiigen. Dieser
wird von einer Feder in Position gehalten und nach oben von der Hydrogel-
membran abgeschlossen. Die Hydrogelmembran hat direkten Kontakt zum
Stromungskanal. Die Diffusion der Testwirkstoffe erfolgt aus dem Reservoir
bzw. der Oberfliche des Implantatdummies (hier nicht dargestellt) durch
die Hydrogelmembran in den Stromungskanal. Durch diesen zirkuliert iiber

Schlduche am Einlass und Auslass das Zirkulationsmedium (10 ml PBS).

Kopfplatte —— Stromungskanal

Hydrogelmembran

Einl
inlass ~—_ (nicht abgebildet)

Reservoire

Substrattrager \
Feder ~_

Auslass

Bodenplatte

Abbildung 3. Foto der Durchflusszelle im demontierten Zustand. Der Subst-
rattriger (hier in der Variante b)) kann von unten in den Hauptkorper einge-
schoben werden und wird anschlieffend durch die Feder und die Bodenplatte

fixiert. Die Hydrogelmembran ist auf dem Foto nicht dargestellt.

Abgebildet ist die Variante b) mit separatem Reservoir. Dieses
wird nach oben von der Hydrogelmembran abgeschlossen
und kann von unten in den Hauptkérper eingefithrt werden.
Die Bodenplatte und die Feder fixieren den Substrattrager. Die
Kopfplatte ist ebenfalls abnehmbar, um die Durchflusszelle
zwischen den Experimenten leichter reinigen zu kénnen. Der
Stromungskanal ist durch einen O-Ring abgedichtet und endet
an zwei Schlauchtiillen mit %“-28 Feingewinde, die als Einlass
und Auslass dienen.

Bei der Befiillung des Reservoirs mit dem Testwirkstoff

(Fluoresceinlosung) muss darauf geachtet werden, das
Reservoir komplett zu befiillen, um sicher zu stellen, dass der
Testwirkstoff auch Kontakt mit der Hydrogelmembran hat.
Die Hydrogelmembran wird durch zwei Lippen nach oben
hin fixiert. Damit wird verhindert, dass sie von der Feder in
den Stromungskanal gedriickt wird. Das Fenster zwischen
Hydrogelmembran und Stromungskanal, durch das der

Diffusionstransport erfolgen kann, ist ca. 2,3 cm?® grof3.

Der Substrattrigeristsokonstruiert, dasser Hydrogelmembranen
unterschiedlicher Dicke aufnehmen kann (Minimum 1 mm),
um somit biologische Membranen unterschiedlicher Dicke zu
simulieren.

Um die Hydrogelmembran in ihren Eigenschaften zu variieren,
konnen allerdings noch weitere Parameter verdndert werden.
So kann z.B. im Herstellungsprozess das Ausgangsmaterial
(Monomermischung) oder das Mischungsverhaltnis verdndert
werden. Die Hydrogelmembranen bestehen immer aus einer
Monomermischung die mit einem UV-Initiator vermischt wird.
Im Anschluss wird das Gemisch in eine Form gegossen und im
UV-Ofen bei 18 W Heizleistung 60 min polymerisiert. Bevor die
ausgehirtete Hydrogelplatte verwendet werden kann muss sie
24 Stunden in destilliertem Wasser quellen. Anschlieffend kann
die benétigte Grofle einfach ausgestanzt werden. Ein Foto der

Hydrogelplatte vor dem Aushértungsprozess im UV-Ofen ist in
Abbildung 4 zu sehen.

Abbildung 4. Links: Substrattriger mit aufgelegter 2 mm Hydrogelmembran
und 2mm Hydrogelmembran. Der Durchmesser betrigt jeweils 23 mm, die
Dicke jeweils 2 mm. Rechts: Das Monomer-UV-Initiator Gemisch wird wie
hier abgebildet in eine Form gegossen und anschlieflend im 18 W UV-Ofen
60 Min polymerisiert. Am Anschluss muss die Hydrogelplatte 24 Stunden

in destilliertem Wasser quellen. Die Stiicke, die fiir Messungen gebraucht

werden, konnen dann ausgestanzt werden.

Der Durchmesser der Hydrogelmembranen, die auf den
Substrattrager aufgelegt werden, betrdgt immer 23 mm.
Abbildung 4 (rechts) zeigt einen Substrattrager mit 2 mm
Hydrogelmembran.

Die Detektionsmethode des diffundierten Testwirkstoffes
basiert auf der Messung von Fluoreszenz. Aus diesem Grund
muss z.Z. Fluorescein als Testwirkstoff verwendet werden.
Die Unterscheidung des Diffusionsverhaltens von Fluorescein

von tatsichlich verwendeten Arzneistoffen wie Gentamicin
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unterscheidet wird noch untersucht. Fir die Zukunft ist aber
geplant in einer Kooperation mit dem Institut fiir Physik der
Universitdt zu Litbeck, an dem unter anderem das LUMEN
Teilprojekt C bearbeitet wird, tatsichlich verwendete Wirkstofte
mit fluoreszierenden Molekiilen zu markieren und so deren
Transport durch die Diffusionsbarriere zu messen.

lichtundurchlissige Kammer

Pumpe

®

Schlauch..mm

LED Lichtquelle E=== Kiivette ch‘l'thﬂuss'
470 nm i
Faserverbindeir
Heizelement
Spektro-
meter O
~ 37°C

Abbildung 5. Oben: Skizze des Versuchsaufbaus. Die Durchflusszelle ist

Teil des geschlossenen Kreislaufs. Die Detektion des Fluoresceins erfolgt
mit Hilfe einer LED Lichtquelle mit 470 nm Wellenlinge, die die Molekiile
zur Fluoreszenz anregt, und eines Spektrometers. Der gesamte Aufbau ist
gegen Licht und Wirme isoliert. Unten: Foto des Versuchaufbaus. Griin die
LED-Lichtquelle, rot das Spektrometer. Im Vordergrund gut zu erkennen ist
die Durchflusszelle mit angeschlossenen Schlduchen. Im Hintergrund die

Regelung fiir die Temperaturkontrolle.

Der Priifstand ist als geschlossenes System konstruiert. Dies
bedeutet, dass das Medium, welches als Blutersatzstoff eingesetzt
wird (10 ml PBS), durch die Durchflusszelle zirkuliert. Ebenfalls
Teil des Kreislaufs ist die Durchflusskiivette, die zusammen mit
einer UV-Lichtquelle (AvaLight 475, Avantes, Niederlande) und

28 Iimpuls@® FACHHOCHSCHULE LUBECK

einem Spektrometer zur Detektion der Fluoresceinmolekiile
dient. Die UV-Lichtquelle regt im Durchflussmedium die
Fluoresceinmolekiile zur Fluoreszenz an. Das Fluoreszenzlicht
wird 90° versetzt zur Lichtquelle iiber eine Faser zum
Spektrometer (Avantes 2048-L, Avantes, Niederlande) geleitet.
Uber einen PC werden die Intensititsdaten des Spektrometers
gesammelt und konnen spater als Intensitdtskurve tber der
Zeit dargestellt werden. Um eine Verfilschung der erhobenen
Daten durch Streulicht von auflen zu vermeiden, befindet
sich der gesamte Aufbau in einer UV-VIS undurchlissigen
Kammer. Diese sorgt im Zusammenspiel mit einem geregelten
Heizelement auflerdem fiir eine konstante Temperatur von 37
°C innerhalt der Kammer. Der gesamte Aufbau ist als Skizze
(oben) und als Foto (unten) in Abbildung 5 zu sehen

Ergebnisse

Mit dem Priifstand wurden bereits Messungen an verschiedenen
Hydrogelmembranen durchgefithrt. In Abbildung 6 ist das
Diffusionsprofil von 500 pl 1uM PB-Fluoresceinlosung
durch eine 2 mm dicke Hydrogelmembran dargestellt. Die
Kurve zeigt einen sigmoiden Verlauf was darauf hinweist,
dass die Hydrogelmembran ca. 4,5 Stunden bendtigt bis
sie mit Fluorescein gesittigt ist und erst dann ihr volles
Transportpotential entfaltet. Der Wendepunkt der Kurve ist
nach ca. 6 Stunden. Nach 20 Stunden ist ein Gleichgewicht
zwischen Reservoir und Zirkulationsmedium erreicht. Die
Fluoresceinkonzentration steigt nicht weiter.

3500
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2500
2000
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1000
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Abbildung 6. Freisetzungskurve von 500 ul 1uM PB-Fluoresceinlosung
durch eine 2 mm dicke Hydrogelschicht in 10 ml PBS Zirkulationsmedium.
Die Integrationszeit betrug bei der Messung 3 Sekunden, das Averaging 2.
Die Messzeit betrug nahezu 24 Stunden. Die Temperregelung war nicht im

Betrieb.

Ausblick

Um die Diffusionswerte der Hydrogelmembranen mit denen
von biologischem Gewebe vergleichen zu konnen, ist es auf
Grund der sehr schlechten Datenlage in der Literatur notwendig,
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selbst die Diffusionseigenschaften der wichtigsten Arzneistofte
und Testwirkstoffe (Fluorescein) durch biologisches Gewebe
zu bestimmen. Hierzu wird zurzeit eine neue Durchflusszelle
entwickelt, die es unter anderem erlaubt, die Diffusion von
Wirkstoften durch Plittchen aus geronnenem Blut zu messen.

+ ——— Epoxidharz

Blutgerinnsel

Aluminiumoxid-
Schaum

Abbildung 7. Links: Um die mechanische Stabilitéit der Blutgerinnsel zu
erhohen, werden diese um einen Kern aus Aluminiumoxid-Schaum herum
aufgebaut. Eine weitere Ummantelung mit Epoxidharz sorgt dafiir, dass

der Priifkorper in die Durchflusszelle eingespannt werden kann, ohne das
Blutgerinnsel mechanisch zu beanspruchen oder zu beschidigen. Rechts:
Beispielbild von Aluminiumoxid-Schaum-Proben, die den selbst hergestell-

ten Blutgerinnseln Struktur geben und sie damit mechanisch stabilisieren.

Um die Arbeit mit den fragilen Blutgerinnseln zu erleichtern,
wird hierzu eine Stiitzstruktur aus inertem Aluminiumoxid-
Schaum verwendet, in deren Poren Blutkonserven zur
Gerinnung gebracht werden. Das Prinzip und ein Beispielfoto
des Aluminiumoxid-Schaums ist in Abbildung 7 dargestellt. Die
neue Durchflusszelle befindet sich in der Fertigung. Ein CAD-

Modell ist in Abbildung 8 dargestellt.

Kopfplatte
Aluminium-Schaum

Einlass Stromungskanal
Zugang zum
Wirkstoff-
Reservoir

Auslass

Bodenplatte

Abbildung 8. Weiterentwickelte Durchflusszelle, die auch fiir Diffusionsver-
suche an biologischen Proben konstruiert ist. Im Inneren ist das eingesetzte

Bluteerinnsel mit Aluminiumoxid-Schaum-Kern erkennbar.
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bildlich gesprochen, vom Kopf zu den Fiiflen, indem sie nach
Kopfverletzungen und Verletzungen der Wirbelsdure, nach
Thoraxverletzungen und solchen des Abdomens schliefllich
mit Verletzungen der Extremititen enden. Jedes Kapitel ist
zudem in sich strukturiert. Stets folgt einer Beschreibung der
jeweiligen Anatomie eine Analyse der Verletzungen und, wo
moglich, ein Abschnitt zur Privention. Den Schlufi bilden
jeweils eine Zusammenfassung mit Aufgaben und ein zumeist
umfangreiches Literaturverzeichnis. Am Ende des Buches
finden sich die Losungen der gestellten Aufgaben sowie ein
vergleichsweise kurz gehaltenes Sachverzeichnis. Der untadelige
Text wird, fast iiberfliissig zu betonen, durch eine Vielzahl sehr
anschaulicher Bilder und Graphiken unterstiitzt. Selbst der
Einband unterscheidet sich wohltuend von so mancher heute
leider immer Oofter anzutreffenden Seitenverpackung. Fest,
robust und dauerhaft tritt dieser Band dem Leser entgegen, der
ihn getrost nach hause tragen kann in der Gewif3heit, eine Fiille
an Inhalt schwarz auf weif zu besitzen.
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