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Kurzfassung

Knochenbriiche und deren operative Versorgung sind nicht nur eine korperliche, sondern
auch seelische Belastung fur den Patienten. Vor allem Kindern, deren Knochen im
Gegensatz zu jenen von Erwachsenen einen anderen Heilprozess aufweisen, soll die

Belastung einer Zweitoperation zur Entfernung des Implantates erspart bleiben.

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit befasst sich mit der Untersuchung von
mechanischen Eigenschaften verschiedenster bioresorbierbarer Implantatmaterialien, um
nachweisen zu konnen, dass auch jene Implantate, welche sich nach einer bestimmten Zeit
auflosen, die notige Anfangsstabilitdit bieten. Dafur standen Proben aus
Magnesiumlegierungen und Kunststoffen zur Verfugung. Um die Auswertungen
vergleichen zu koénnen, wurden auch Untersuchungen an Referenz- und Sham-Proben
durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten am Modell von Rattenknochen, da die Versuche an

Ratten relativ schnell und kostenginstig gemacht werden kénnen.

Hierflr wurden insbesondere Mikrohdrte- und Nanoharte-Messungen durchgefihrt, die
daraus resultierenden Messergebnisse statistisch ausgewertet und verglichen. Zur
automatischen Darstellung der Messergebnisse mittels Boxplot-Diagrammen wurde ein

Programm zur leichteren Bedienung erstellt.

Im Bezug auf die Harteverteilung hat sich herausgestellt, dass Proben mit Implantaten aus
ZX50 im Vergleich zu Titan und Referenzproben erheblich bessere Eigenschaften
bezuglich der Harte aufweisen und sich somit zur Herstellung von Knochenimplantaten
besser eignen. Es zeigte sich aulRerdem, dass die chemischen Bestandteile, welche mittels
EDX und LA-ICP-MS bestimmt wurden, die Knochenverfestigung und somit die Stabilitat

beglinstigen.



Abstract

Bone fractures and their surgery treatment are not only a physical but also a psychological
strain on the patient. Especially for children (whose healing process is different from that
of adults), it would be desirable to spare them a second surgery for removing the stabilising

implant.

This paper deals with bioresorbable implant materials and their mechanical characteristics
in comparison to reference samples in order to prove that the biodegrading implants show
the necessary initial stability. Magnesium as well as Titanium and synthetic samples were
studied. To provide comparative data, additional tests on reference and sham-samples were
performed. For the analysis, rat bones were used because of the good availability and the

acceptable costs.

Mainly micro and nano hardness measurements were performed. The results were

statistically evaluated and compared.

An easy-to-operate program was created to show the measurement results in boxplot
charts. Concerning the hardness it could be shown that, samples with ZX50 implants have
a much better distribution than titanium and reference samples and therefore are better
suitable for the production of bone implants. Additionally, it could be proofed that the
chemical components of the magnesium alloys favour osteoclerosis and consequently

stability.
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"Technik ist die Anstrengung, Anstrengungen zu ersparen."
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1 Einleitung

1.1 Motivation und Uberblick

In den letzten Jahren wurden vermehrt umfangreiche Forschungen zur Entwicklung
neuartiger Materialien fir die Orthopédie durchgefiihrt, wobei das Belastungsverhalten im
Vordergrund stand. Neben den (blichen Materialien fur Implantate, wie Titan oder nicht
rostendem Stahl, welche biokompatibel sein missen, im Korper verbleiben und ihren
Anfangszustand beibehalten, sollen sich neuentwickelte Materialien nach einer
festgelegten Zeit vollstandig auflésen und vom Korper abgebaut werden. Der Vorteil
gegenuber nicht bioresorbierbaren Stoffen ist, dass keine zweite Operation zum Entfernen
des Implantates mehr notig wére. Die Zweitoperation stellt nicht nur eine korperliche,
sondern auch eine psychische Belastung fir den Patienten dar. Zudem waren auch lange
Aufenthalte im Krankenhaus hinféllig, was aus sozialwirtschaftlicher Sicht von groRem
Interesse wére (vgl. MEISCHEL et al. 2015: 105).

Der Vorteil von bioresorbierbaren Polymeren ist zwar, dass die Zweitoperation entfallt und
so genanntes ,Stress shielding” verhindert wird, allerdings rufen sie gelegentlich
Fremdkorperreaktionen hervor und weisen limitierte mechanische Eigenschaften auf (vgl.
LINDTNER 2009: XV).

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der Untersuchung von Kinderknochen, welche
einen anderen Heilprozess im Vergleich zu Erwachsenen aufweisen, da davon
ausgegangen werden kann, dass der Bruch komplett verheilt. Die Aufgabe besteht darin,
die mechanischen Eigenschaften, sowie die vollstandige Regenerierung des
Kinderknochens gewahrleisten zu konnen. Dabei soll das implantierte, biologisch
abbaubare Material den Knochen stiitzen, bis dieser wieder vollstandig hergestellt und
einsatzfahig ist (vgl. RICHTER 2012: 2).

Die implantierten Materialien sollten &hnliche mechanische Eigenschaften wie der
Knochen besitzen. Vor allem die Steifigkeit sollte dhnlich sein, was bei Titanlegierungen
jedoch meist nicht der Fall ist. Daher werden intensive Forschungsarbeiten an
bioresorbierbarem Magnesium und Eisenlegierungen, sowie auch an abbaubaren
Polymeren als mogliches Material fir Implantate durchgefuhrt. Klinische Erfahrungen

zeigten, dass diese Materialen fir osteosynthetische Implantate ihre Stabilitdt bei



Erwachsenen fiir 18 Wochen und bei Kindern durch den kiirzeren Knochenheilungsprozess
vier bis sechs Wochen aufrechterhalten miissen, wobei auch eine kirzere Periode durchaus
akzeptabel wére (vgl. MEISCHEL et al. 2015: 105).

Ein neuartiges Implantat aus einer bioresorbierbaren Magnesium-Legierung soll die oben
genannten Nachteile Gberwinden und die hervorragenden mechanischen Eigenschaften von
metallischen Implantaten (Titanlegierungen), sowie die gute Bioresorbierbarkeit von
Polymeren verbinden (vgl. LINDTNER 2009: XV).

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit befasst sich mit folgenden Fragen:

e Wie st im Allgemeinen die Harteverteilung eines gesunden Knochens
(Referenzproben)?

e Wie beeinflussen metallische Implantate, bioresorbierbare Implantate oder auch nur
gebohrte Proben (Sham-Proben) diese Verteilung?

e Bestétigt eine zeitaufwendige und kostenintensive Messung der Nanoharte die
Ergebnisse der, im Vergleich dazu schnell durchfiihrbaren, Mikrohartemessung?

e Welche Rickschlusse kénnen auf die Knochenheilung und mechanische Stabilitat
getroffen werden?

e Kann durch zusatzliche Messung mechanischer Eigenschaften, wie zum Beispiel
des Elastizitatsmoduls, die Aussagekraft der Messungen spezifiziert werden?

e Welche Zukunftsperspektiven haben die gewonnen Ergebnisse und welche

weiteren Messungen waren sinnvoll?



1.2 Aufgabenstellung

Die Hauptaufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die Harteverteilung in Proben mit
Titanimplantaten, Kunststoffimplantaten und bioresorbierbaren Materialien, insbesondere
Magnesium-Legierungen, zu messen und anschlielend zu vergleichen. Dafur standen
Proben mit verschieden langen Implantationszeiten, im speziellen mit einer ein-, drei- und
sechsmonatigen Implantationszeit, zur Verfugung. Eine weitere Vergleichsmdglichkeit
sollten sogenannte Referenz- und Sham-Proben bieten. Bei den ersteren handelt es sich um
diejenigen Proben, die weder ein Implantat besitzen, noch angebohrt wurden. Mit Hilfe
dieser Referenzproben sollte die Verédnderung der Harte des Knochens mit zunehmendem
Alter des Tieres untersucht werden, sodass sie einen direkten Vergleich mit den Knochen
mit Implantaten liefern. Als Sham-Proben werden solche bezeichnet, die lediglich
angebohrt wurden, ohne dass ein Implantat in den Knochen eingebracht wurde. Diese Art
von Proben ist fur Mediziner von besonderer Bedeutung, da der Verlauf der
Knochenverdnderung bzw. Knochenheilung ohne Einwirkung von Stitz- bzw.

Fremdmaterial nachverfolgt und dargestellt werden kann.

Zudem wurden etwaige Fehlmessungen mittels eines Rasterelektronenmikroskops (REM)
identifiziert und fur die weitere Datenverarbeitung eliminiert. Um Rickschlisse auf
weitere mechanische Eigenschaften, wie unter anderem dem Elastizitdtsmodul, ziehen zu
konnen, wurde eine anschlieende Nanoindentierung durchgefiihrt, nachdem anhand
kombinierter Mikrohédrte und Nanoindentermessungen an Holz einige zugrundeliegende
Verformungsmechanismen erklart werden konnten (vgl. Stanzl-Tschegg et al. 2009). Die
Kraft-Eindringkurven der jeweiligen Proben wurden aufgezeichnet und anschlielend
ausgewertet, sowie die genaue Verteilung der Hérte im Nanobereich dargestellt. Da diese
Versuche sehr zeitaufwendig und kostenintensiv sind, wurden Messungen hauptséchlich

im Bereich des implantierten Pins durchgefihrt.
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1.3 Aufbau der Arbeit und Kapiteltbersicht

Der erste Teil der Arbeit setzt sich mit den medizinischen Grundlagen (Kapitel 2) und den
technischen Grundlagen (Kapitel 3) auseinander. Im Erstgenannten wird der Aufbau des
menschlichen Knochens, sowie dessen Heilung nach einem Bruch naher beschrieben.
Zudem wird das Thema der Osteosynthese (Implantierung) mit seinen VVor- und Nachteilen
erlautert. Im Kapitel 3 wird das Thema der Hérteprifung nach Vickers und der
Nanoindentierung behandelt und deren Vor- und Nachteile diskutiert.

Im zweiten, experimentellen, Teil (Kapitel 4) werden die fiir die Messungen verwendeten
Prufgerate beschrieben, sowie die Vorbereitung der zu untersuchenden Proben
thematisiert. Aulerdem wird auf die unterschiedlichen Proben, im speziellen
Referenzproben und Proben mit Implantaten, néher eingegangen und deren Materialien

und chemischen Zusammensetzungen aufgelistet.

Der dritte Teil der Arbeit umfasst die Auswertung der Messdaten (Kapitel 5). Die Daten
werden anschlieBend fur den direkten Vergleich (Kapitel 6) gegentber gestellt, um eine
aussagekraftige Zusammenfassung (Kapitel 7) mit Hilfe von Diagrammen zu erhalten.
Diese abschlieBende Schlussfolgerung mit zukunftsorientiertem Ausblick soll dazu
anregen, weitere Forschungsarbeiten im Bereich von bioresorbierbaren Materialien

durchzufihren.
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2 Medizinische Grundlagen

2.1 Der Knochenaufbau des Menschen

Im Durchschnitt besitzt der Mensch zwischen 208 und 214 Knochen, wobei der
Unterschied in der Anzahl auf naturliche anatomische Unterschiede zwischen den
Menschen zuriickzufihren ist. Wahrend manche Personen mehr Kochen an der
Wirbelsaule aufweisen, befinden sich bei anderen wiederum mehr Knochenstiicke am Fuf3.
Vergleicht man das Knochengerust eines Sauglings mit dem eines Erwachsenen, so fallt
auf, dass ein Neugeborenes circa um die Halfte mehr Knochen bzw. Knorpel besitzt, als
ein erwachsener Mensch. Diese Tatsache ist darauf zuruickzufiihren, dass im Laufe der
korperlichen Entwicklung, die Knochenanzahl aufgrund von Zusammenschlissen
einzelner Knochen, deutlich verringert wird (vgl. RICHTER 2012: 4).

Baumaterial der Knochen ist das sogenannte Knochengewebe. Dieses Gewebe ist,
abgesehen vom Zahnmaterial, die harteste Substanz des Korpers (vgl. SCHUNKE und
FALLER 2012: 80).

Der Knochen besteht aus einem organischen Teil, den Fibrillen und einem anorganischen
Teil, den Salzen, welche fir die Harte und Festigkeit hauptverantwortlich sind. Als
wichtigste sind hierbei Kalzium-, Magnesiumphosphate und Kalziumcarbonat zu nennen,
wobei auch Verbindungen von Kalzium, Kalium, Natrium mit Chlor und Fluor
vorkommen. Neben den anorganischen sind aber auch die organischen Bestandteile
maRgebend fiir die Festigkeit eines Knochens, da mit ungenlgend vorhandenen
organischen Bestandteilen die Elastizitat ebenfalls verloren geht. In Folge kann der
Knochen nicht mehr voll belastet werden und wird briichig. Das Verhaltnis zwischen
anorganischen und organischen Bestandteilen andert sich im Laufe des Lebens und betrégt
bei Neugeborenen etwa 50% zu 50% und beim Greis 70% zu 30%, wodurch die Abnahme
von Elastizitdt, ndmlich vor allem Biegsamkeit und Stol3festigkeit des Knochens im Alter
erklart wird (vgl. PLATZER 2013: 14).

Grundsatzlich haben Knochen zwei Hauptfunktionen. Zum einen dienen sie als
mechanisches Stltz- und Schutzgewebe, zum anderen als eine metabolische lonenbank,
vorwiegend fur Kalzium. Um die erste der beiden genannten Funktionen gewéhrleisten zu

konnen, ist der Knochen so aufgebaut, dass er mit einer minimalen Menge an Gewebe den
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Zug-, Druck- und Schwerkréften standhalten kann, denen er tagtdglich ausgesetzt ist (vgl.
FLEISCH 1984: 23-24). Die auBergewOhnliche Materialeigenschaft des Knochens,
namlich hohe Druck- und Zugfestigkeit bei relativ geringem Gewicht, begriindet sich in
seiner Feinstruktur. Im erwachsenen menschlichen Skelett liegt ausschlie3lich ein voll
ausdifferenzierter Lamellenknochen vor. Die Lamellenstruktur besteht darin, dass die
kollagenen Fibrillen in Schichten abgelagert werden, in denen sie parallel ausgerichtet
sind. Die Verlaufsrichtung der Fibrillen andert sich von Lamelle zu Lamelle und folglich
entsteht ein Schichtaufbau, der mit der Maserung von Fournieren in Sperrholzplatten
vergleichbar ist (vgl. SCHENK 1984: 12-13).

Um die Mikrostruktur des Lamellenknochens zu veranschaulichen dient Abbildung 1. Der
Réhrenknochen besteht aus sich regelméliig wiederholenden Bauelementen. Grundbaustein
dessen ist das zylindrisch gebaute Osteon (vgl. AUMULLER et al. 2010: 77). Jede Lamelle
besteht aus mehreren Teillamellen, welche durch gleichgerichtete Fibrillen-Matrizen
geformt werden. Diese Fibrillen-Matrizen bestehen wiederum aus kollagenen Fibrillen,
welche in einer fibrillaren Matrix eingebettet sind (vgl. REISINGER et al. 2010: 499-500).

(e) Volume element of
Tum mineralized collagen fibril ()

mineral platelets (mi)
~ 50nm x 253nm x Znm

non-collageneous
(¢) Single bone proteins
lamella
(a) Compact (d) Volume element of (f) Volume element of

bone (b) Osteons fibril-array (fa) extra-fibrillar matrix (ma)

Abbildung 1: Mikrostruktur eines Lamellenknochens (REISINGER et al. 2010: 500)

Die metabolische Funktion der Knochen ist im Grunde darauf ausgerichtet, die
Kalziumkonzentration im Blut konstant zu halten, welche durch die Nieren, den Darm und
den Knochen an sich beeinflusst werden. Im Falle eines Ungleichgewichtes zwischen der

Aufnahme durch den Darm und dem Verlust durch die Nieren nimmt der Knochen je nach
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Bedarf Kalzium auf oder gibt es ab. Tatsache ist, dass der Knochen ein sich stets im
Umbau befindliches organisches Gewebe ist und es ihm diese Eigenschaft erlaubt, seine
zwei Hauptfunktionen als Stltzgewebe und lonenbank zu erfillen (vgl. FLEISCH 1984:
23-24).

Der Aufbau eines Rattenknochens ist dem kréftigsten und Il&dngsten Knochen des
menschlichen Skeletts, dem Oberschenkelknochen (Femur), am &hnlichsten und wurde flr
die Untersuchungen im Zuge der vorliegenden Diplomarbeit als Modellknochen
herangezogen, um eine moglichst prézise Aussage uber die Veranderung der mechanischen
Eigenschaften von menschlichen Knochen tétigen zu kdnnen.

Bei diesem Knochen handelt es sich um einen R6hrenknochen, welcher wie in Abbildung
2 dargestellt, unterteilt werden kann. Die proximale und distale Epiphyse bilden die
Gelenksenden. Im Inneren des Knochenschafts, auch Diaphyse genannt, befindet sich die
Markhohle. Die Metaphyse (Wachstumszone) verbindet die Diaphyse mit der jeweiligen
Epiphyse. Als Apophyse werden groRere Knochenvorspriinge bezeichnet, an denen Sehnen

und Bander anschlieRen.

distale proximale
Epiphyse Diaphyse Epiphyse
e = : s Apophyse
Substantia
spongiosa
Gelenkknorpel knocherne Markhéhle Periost ~ Substantia  (Spongiosa) ! |
Epiphysenlinie mit Fettmark compacta  mitrotem, Gelenkknorpel

(Kompakta) blutbildendem kndcherne
Knochenmark  Epiphysenlinie

Abbildung 2: Bau eines Oberschenkelknochens am Beispiel des Femurs des Menschen (vgl. AUMULLER et al.
2010: 185)
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2.2 Knochenbruchheilung

Bei einem Knochenbruch kommt es im Frakturbereich sowohl zu Blutungen aus GefaRen,
als auch zu Schadigungen bis hin zum Absterben von Knochenzellen. Ziel einer
erfolgreichen Knochenbruchheilung ist die Bildung von neuem Knochengewebe und die
Regeneration der normalen Knochenanatomie. Wird ein Knochenbruch mit Gipsverband
oder einem Fixateur extern stabilisiert, so kommt es zur Bildung von neuem

Knochengewebe an den Frakturenden, welche in vier Phasen ablauft:
Phase 1 - Unmittelbare Verletzungsreaktion:

Nach dem Knochenbruch kommt es zu einer Blutung, welche sich entlang der
aufRersten Schicht des Knochengewebes (Kortikalis) tiber die Knochenhaut (Periost) und in
das umliegende Muskelgewebe ausbreitet (vgl. WINTERMANTEL und HA 2009: 168).
Sowohl im Bruchspalt, als auch rundherum bildet die Knochenhaut ein geféRreiches
Bindegewebe, welches anschliefend &hnlich einem Verband wirkt (vgl. RICHTER 2012:
10).

Phase 2 - Periostale Ossifikation:

Als Osteoblasten bezeichnet man die organische Knochengrundsubstanz, welche
fur die Bildung von neuem Knochengewebe verantwortlich ist. Diese Grundsubstanz baut
unterhalb des Periosts ein neues Knochengewebe auf (vgl. WINTERMANTEL und HA
2009: 163-168).

Phase 3 - Knorpelbildung:

Mesenchymale (undifferenzierte) Zellen (bernehmen die Eigenschaften von
Knorpelzellen und beginnen mit dem Aufbau einer knorpeligen Matrix (vgl.
WINTERMANTEL und HA 2009: 168).

Phase 4 - Herstellung der urspriinglichen Form:

Das im Verlauf der Frakturheilung gebildete temporare Gewebe, welches als Kallus
bezeichnet wird (vgl. WINTERMANTEL und HA 2015: 168), wird aufgebaut und der
Knochen nimmt seine urspringliche Form wieder an (vgl. RICHTER 2012: 10).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Knochenfrakturheilung (vgl. WINTERMANTEL und HA 2009:
168)

Die Heilung von Knochenbriichen dauert an verschiedenen Skelettabschnitten
unterschiedlich lange, allerdings ist eine ungestorte Frakturheilung nur dann moglich,
wenn eine hinreichende Reposition und ausreichende Ruhigstellung der Fragmente
gewahrleistet ist. Bei der sekundéren Frakturheilung, bei welcher der Frakturspalt nicht
vollstandig geschlossen und somit keine vollstandige Ruhigstellung méglich ist, kommt es
nach Ausrichtung der Fraktur zu einem langsamen Umbau zu Bindegewebe (vgl. GRIFKA
und KRAMER 2013: 32-33).

Von primarer Knochenbruchheilung spricht man, wenn die Fraktur operativ anatomisch
ausgerichtet und durch Osteosynthese vollstandig bewegungsfrei fixiert wird (vgl.
GRIFKA und KRAMER 2013: 33). Wird der Bruch mit Hilfe von Implantaten, wie
beispielsweise Osteosyntheseplatten, stabilisiert, kann der Heilungsverlauf anders aussehen
(vgl. WINTERMANTEL und HA 2009: 167-168). Mit dieser Methode wird die Dauer der
Heilung wesentlich verkirzt und dem Patienten eine sofortige Beweglichkeit der Fraktur
ermdglicht (vgl. RICHTER 2012: 10).
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2.3 Osteosynthese

Unter Osteosynthese versteht man eine operative Versorgung von Knochenbriichen und
anderen Knochenverletzungen mit eingebrachtem Fremdmaterial. Grundlegendes Ziel
dieser Methode ist es, die zueinander gehdrigen Knochenbruchstlicke zu stabilisieren, bis
der Bruch verheilt ist, um eine moglichst frihe Wiederherstellung der Bewegungs- und
Belastungsfunktion in anatomisch richtiger, also mechanisch idealer Stellung, zu
gewahrleisten. Zudem soll eine etwaige Gelenksfehlstellung durch verlagerte Fragmente

korrigiert werden.

Die Vorteile der Osteosynthese als innere Stabilisierung, im Gegensatz zu &uReren
MaRnahmen, wie beispielsweise Gips, liegen darin, dass an der Stelle mit der Fraktur
(Knochenbruch) bereits friihzeitig die Bewegung trainiert werden (libungsstabile
Osteosynthese) bzw. der Korperteil sogar voller Belastung ausgesetzt werden kann
(belastungsstabile  Osteosynthese). Uber die  klassischen  verletzungsbedingten
Knochenbriichen hinaus kommt die Osteosynthese in weiteren Bereichen der modernen
Orthopédie zum Einsatz. Unter anderem wird diese Methode zur Fixierung einer
korrigierenden Knochendurchtrennung (Osteotomie) bei Fehlstellungen eingesetzt.
Aullerdem wird sie flr Versteifungen jeglicher Art an Gelenken (Arthrodesen) oder an der
Wirbelsdule (Spondylodesen), nach der Entfernung von Knochentumoren zur
anschlieenden Stabilisierung oder auch zur prophylaktischen Knochenstabilisierung bei
Glasknochenkrankheit angewendet. Grundsatzlich birgt das Osteosyntheseverfahren
sowohl Vor- als auch Nachteile. Mit Hilfe dieses Verfahrens ist es mdglich, eine gezielte
und genaue anatomische Wiederherstellung des Knochens zu erreichen. Grofteils kann bei
offenen Briichen dadurch eine Knochen- und Weichteilentziindung vermieden werden.
Allerdings besteht bei der Osteosynthese ein erhohtes Infektionsrisiko, da ein
geschlossener Knochenbruch durch die Operation in einen offenen umgewandelt wird,

sodass das Eindringen von Keimen mdglich ist (vgl. KITTLAS 2015).
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2.4 Biokompatibilitat und Bioresorbierbarkeit

Fur die Eigenschaft bezlglich biologischer Akzeptanz und der biologischen
Leistungsfahigkeit (Biological Performance) von Materialien, welche in der Medizin
eingesetzt werden, dient der Begriff Biokompatibilitat. Dieser bedeutet Biovertraglichkeit,
das heifl3t, dass das Material wenig reaktionsfreudig gegentiber chemischen Einflussen ist.
Die Aufgabe eines biokompatiblen Implantats ist es, das umgebende Gewebe nicht negativ
zu beeinflussen, gleichzeitig aber die geforderten Eigenschaften zu erfiillen und eine
gewisse mechanische Verankerung aufzubauen. Allerdings kommt nicht nur ein einzelner
Mechanismus zum Einsatz, sondern vielmehr kommt es zu verschiedenen, Mechanismen,
welche die Interaktion von Gewebe und Material beeinflussen (vgl. ROEDHAMMER
2000: 20).

Biokompatibilitat kann also auch als Sicherheit eines Materials im biologischen Milieu
definiert werden. In der Praxis werden Materialien gefordert, die eine weite Spanne von
Anwendungen abdecken, hoch korrosionsfest sind und keine toxischen Elemente freisetzen
(vgl. LINDIGKEIT 0.J.: 1).

Unter Bioresorbierbarkeit versteht man ein langsames Zersetzen bis hin zu einer
vollstandigen Auflosung der Implantatmaterialien (vgl. MERETE MEDICAL GmbH
2016). Um die Bioresorbierbarkeit zu quantifizieren, gibt es verschiedene Methoden. Zur
Bestimmung der Volumen- und Oberflachenverdnderungen der einzelnen Materialien wird
unter anderem die Methode der Rdntgencomputertomography (engl. "X-ray computed
tomography"; uCT) angewandt (vgl. KRAUS et al. 2011: 1231). Sie ist eine gut etablierte
Visualisierungstechnik in der Medizin und zerstorungsfreien Priifung. Diese
Darstellungstechnik ist ein unverzichtbares Werkzeug in Wissenschaft und Technik, um
komplexe chemische, biologische oder physikalische Prozesse abzubilden. Die folgende
Grafik veranschaulicht das Prinzip der 3D-uCT Aufzeichnung (vgl. BIEBERLE et al.
2011: 1).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der uCT Messung (vgl. BIEBERLE et al. 2011: 2)

Eine Elektronenkanone erzeugt einen Elektronenstrahl mit einer Spannung von 150 kV,
welcher auf einen langgestreckten "Wolframtarget” mit stufenartiger Geometrie trifft. Ein
Teil der abgelenkten Rontgenstrahlung durchdringt das Objekt und wird durch einen
Réntgendetektor, welcher sich auf der gegeniiberliegenden Seite befindet, registriert. Die
gesamte Apparatur wird in einer grofRen Vakuumkammer betrieben (vgl. BIEBERLE et al.
2011: 1).

Abbildung 5 zeigt 2D pCT-Aufnahmen und 3D-Rekonstruktionen von Proben mit
Implantaten aus ZX50 und WZ21 mit zunehmender Implantationszeit. In Abbildung 6 wird
nur der zeitliche Abbau der beiden Implantatmaterialien (in Form von Pins) dargestellt.

Die Veranderung von Pinvolumen und Pinoberflache ist in Abbildung 7 angefiihrt.
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Abbildung 5: uCT Aufnahmen von Rattenknochen mit Implantaten aus ZX50 und WZ21 (vgl. KRAUS et al.
2011: 1234-1235)

wz21

ZX50

Abbildung 6: Resorbierbarkeit von Implantaten aus WZ21 und ZX50 - uCT Aufnahme (vgl. KRAUS et al. 2012:
1233)
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Abbildung 7: a) Pinvolumen und b) Pinoberflache der Magnesiumimplantate mit zunehmender Implantationszeit
(vgl. KRAUS et al. 2012: 1233)

Die unterschiedlichen Abbauraten zeigen, dass beispielsweise Implantate aus ZX50 bereits
nach einer Woche an Volumen verlieren, wohingegen jene aus WZ21 deutlich langer ihr
Volumen behalten (vgl. KRAUS et al. 2012: 1232-1233). Zudem ist zu erkennen, dass die
Oberflache des Pins aus ZX50 schnell und kontinuierlich abnimmt, die Oberflache des
Pins aus WZz21 allerdings kurzzeitig zunimmt und nach 24 Wochen anndhernd ihren

Ausgangswert annimmt.

Von Castellani et al. (vgl. CASTELLANI et al. 2010) und Hanzi et al. (vgl. HANZI et al.
2009) wurde untersucht, welcher Mechanismus bzw. welche Mechanismen fur die
Volumenabnahme hauptverantwortlich sind. Dabei stellte sich heraus, dass

Oberflachenkorrosion diese Abnahme maRgebend beeinflusst.
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3 Technische Grundlagen und Messmethoden

3.1 Der Begriff der Harte und Harteprufverfahren

Als Harte bezeichnet man den Widerstand eines Stoffes gegen das Eindringen eines
anderen Korpers, welcher harter als der Prifling selbst ist. Da die Tiefe des Eindringens
dieses Fremdkdrpers, sowie auch die Gestalt sowohl von der Art, als auch von der Grolie
der Belastung abh&ngen, ist es obligatorisch, bei der Angabe des Hartewertes immer
zusatzlich das Harteprifverfahren zu nennen (vgl. BARGEL und SCHULZE 2012: 143).

Die Harte ist neben Festigkeit, Duktilitdt, Elastizitat, Steifigkeit und Dichte eine
mafigebende Werkstoffeigenschaft und in der Materialwissenschaft von grof3er Bedeutung
(vgl. CHEMIE.DE 2016).

Grundsétzlich werden Hartepriifverfahren in drei Bereiche eingeteilt, welche Abbildung 8

Zu entnehmen sind.

Hartepriafverfahren
QUASISTATISCH DYNAMISCH RITZVERFAHREN
» Brinell * Plastische Verformung * Mohns
» Vickers Kugelschlagharteprifung » partens
» Rockwell » Elastische Verformung
Rucksprungharteprifung

Abbildung 8: Einteilung der Harteprifverfahren (vgl. HORMANN 2014: 5)

Aus technischer Sicht sind hauptsachlich die Verfahren mit statischer Belastung von
Bedeutung, da die Prifkraft stoRfrei aufgebracht wird, auf die Probe fiir eine vorab
festgelegte Zeit ruhend einwirkt und die Oberflache des Pruflings nur gering beschédigt
wird. Fir die Ermittlung des Hartewerts eignen sich zwei verschiedene Verfahren. Zum
einen kann die Flache des Harteeindruckes gemessen und der Quotient aus Priifkraft und

Eindruckflache errechnet werden, zum anderen wird bei bekannter Prifkraft die
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Eindringtiefe gemessen und nach entsprechender Eichung unmittelbar in den dafur
entsprechenden Héartewert umgewandelt. Wéhrend beim statischen Priifverfahren nach
Rockwell die Messung der Eindringtiefe zur Bestimmung der Harte ermittelt wird, ist es
bei den Verfahren nach Brinell und Vickers ublich, die Eindruckflache zu vermessen und
rechnerisch auszuwerten. Beim Brinell-Verfahren besteht dieser Eindringkdrper aus einer
Stahlkugel mit bekanntem Durchmesser, beim Verfahren nach Vickers aus einer
Diamantpyramide mit gegebenem Offnungswinkel. Da die Hartewerte bei diesen
Methoden (blicherweise nur als reine Zahlenwerte ohne Einheit angegeben werden, muss
hinter der ermittelten oder berechneten Zahl das Kurzzeichen des jeweiligen
Prifverfahrens genannt werden. Folglich ist nur dann ein Vergleich der Héartewerte
maoglich, wenn bei gleichem Verfahren und unter gleichen Bedingungen untersucht wurde
(vgl. BARGEL und SCHULZE 2012: 144-147).

3.2 Quasistatische Eindringharteprifung nach Vickers

Gegenliber dem Verfahren nach Brinell ist es beim Verfahren nach Vickers durch die
bessere Auswertbarkeit des Priifkdrpereindruckes moglich, die Harte auch mit sehr
geringen Kréften prufen zu konnen. Eine wesentlich geringere Mindestdicke des
Prufkérpers flir die Harteprifung ist notwendig. Auch erlaubt das Prifverfahren nach
Vickers die Hartetberprufung von sowohl sehr weichen, als auch von sehr harten
Materialien (vgl. HEINE 2015: 224-225).

Abhangig von der aufgebrachten Prifkraft unterscheidet man die, in Abbildung 9

angefihrten, Messbereiche.

0,098 N 1,96 N 49,05 N 980.7 N
I 1 1 B
HV 0,01 HV 0,2 HV 5 HV 100

| I Kleinkraftbereich —o|<— Normalkraftbereich —-I

Mikroharteprifung Makroharteprufung
DIN EN ISO 4516 DIN EN ISO 6507

Abbildung 9: Prifkraftbereiche (vgl. HEINE 2015: 225)
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Grundsatzlich besteht der Eindringkdrper aus einem Diamanten, welcher die Form einer
Pyramide mit quadratischer Grundfliche und einem Offaungswinkel (o) von 136°
aufweist. Die Prifung besteht darin, die Pyramide in die zu prifende Probe eindringen zu
lassen (vgl. BUCKLE 1965: 11). Der Eindruck im Prifkérper nimmt dadurch die Gestalt
einer quadratischen Hohlpyramide an, welche ebenfalls einen Offnungswinkel (o) von
136° aufweist (vgl. REICHERT 1953: 6). Abbildung 10 zeigt einen derartigen Eindruck

und die zu vermessenden Diagonalen zur Bestimmung der Hérte.

136°

Abbildung 10: Prifkérper und Eindruck nach Vickers (vgl. HEINE 2015: 226)

Bei dem Hartepriufverfahren nach Ludwik-Vickers ist die aufgewendete Kraft als Gewicht
meist unmittelbar bekannt und die Grolie der Mantelflache des entstandenen Eindruckes
kann auf Grund von Messungen berechnet werden. Um eine Berechnung der
Gesamtmantelflache mit ausreichender Genauigkeit durchfiihren zu kénnen, ist es wichtig,
die Gestalt des Eindruckkdrpers genauestens zu kennen (vgl. REICHERT 1953: 5-6).

Abbildung 11 zeigt einen Profilschnitt durch einen Vickers-Eindruck, dessen
kreuzschraffierter Bereich die elastische Verformung unter Prufkraft enthélt. Bei
Stahlproben geringer Harte ist die bleibende (plastische) Verformung etwa um das
zehnfache groRer als die elastische. Bei Proben hoher Hérte betragt das Verhaltnis immer
noch 2,5:1 zugunsten der bleibenden Verformung (vgl. POLZIN 2014: 48-50).
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Abbildung 11: Schnitt durch einen Vickers-Eindruck im Bereich elastischer Verformung (vgl. POLZIN 2014: 50)

Mit Hilfe des mathematischen Zusammenhangs zwischen Diagonale der Grundflache und

Mantelflache der Pyramide, sowie einem gegebenen Spitzenwinkel (o) des Diamanten von
136°, kann die Mantelflache M wie folgt berechnet werden (vgl. REICHERT 1953: 5-6):
da? d? d?

M = = = L)

2 % sing 2 * sin 68° 1,8544

Die fur die Auswertung notwendige Vickers-Harte HV berechnet sich als Quotient der auf
den Eindruckkdrper wirkenden Kraft F in Newton und dessen Mantelflaiche M in
Quadratmillimetern (vgl. REICHERT 1953: 5-6):

F F F
HV = = =0,189 x — 2
g*M 9,81 * —1’;15244 az ( )

Bei diesem Berechnungsverfahren wurde angenommen, dass der Eindruckkorper selbst so
hart ist, dass er durch den Eindruckvorgang nicht deformiert wird (vgl. REICHERT 1953:
5-6).

3.3 Die Mikroharte

Bei der Mikro-Hartepriifung, die urspringlich fur Metalle entwickelt wurde, werden kleine
einwirkende Kréfte bzw. Gewichte verwendet, damit die Eindriicke so klein werden, dass
laut den alten Vorschriften jeder Eindruck nur einen einzelnen Kristall des Prifkorpers
trifft. Im Normalfall waren die Kristalle so klein, dass sie mit bloBem Auge nicht
erkennbar sind, wodurch dieses Prifverfahren mit Hilfe eines Mikroskops durchgefiihrt
wird (vgl. REICHERT 1953: 8).
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Meist wird aber von geringen aufgewendeten Kréften bzw. Gewichten direkt auf die
Mikrohdrte geschlossen. Vom wissenschaftlichen Standpunkt aus erscheint es verninftig,
die Mikroharteprifung als jene zu betrachten, die sich auf die Korner oder individuellen
Bestandteile der mikroskopischen Struktur der Prifsticke bezieht. Somit waére das
entscheidende Kriterium, um von Mikroharte sprechen zu kdnnen, dass die Diagonalen des
Eindruckes unterhalb der KorngrdRe der untersuchten Probe bleiben. Da das Geflige der
Probe meistens zu fein ist, kann diese Bedingung selbst bei kleinsten Priufkréften oft nicht
erfullt werden (Martensit, Sorbit usw.), sodass ein groRerer Bereich, der das Material
kennzeichnet erfasst wird. Auch ist in manchen Fallen ist das Sichtbarmachen des
mikroskopischen Gefiiges der Probe nicht moglich (vgl. BUCKLE 1965: 11).

Abbildung 9 zeigt die Abgrenzung zwischen Mikro- und Makrohdrteprifung, wobei sich
der Makrohartebereich wiederum in einen Kleinkraftbereich und einen Normalkraftbereich
unterteilt (vgl. HEINE 2015: 240).

Um im Mikrobereich priifen zu kénnen, ist eine VVorbehandlung der Oberflache notig.
Neben dem Polieren der Oberflache muss diese zudem frei von Staub und Schmierstoffen
sein, sowie senkrecht zur Wirkrichtung der Prifkraft ausgerichtet sein (vgl. HEINE 2015:
240).

Bezliglich der oben beschriebenen Grenzen wurden die Probenuntersuchungen in der
vorliegenden Arbeit im Kleinlastbereich mit einer einwirkenden Prifkraft von 2 kgf
(entspricht 19,61 N) anstatt 1 kgf, wie flr die Mikrohérte angegeben, durchgefiihrt, da eine
Aussage Uber die Harteverteilung im Knochengewebe getroffen werden soll, das nicht
mittels einer Kiristallstruktur charakterisiert wird. Im wahren Mikrohartebereich ware

zudem das Abmessen der Pyramidendiagonalen sehr ungenau.

3.4 Nanoindentierung

Um die mechanischen Eigenschaften komplexer und heterogener Werkstoffe lokal
bestimmen zu kdnnen, ist heutzutage die Nanoindentierung eine wichtige Methode. Mit
Hilfe von Nanoindentierungsverfahren werden neben der Harte als wichtigste GrofRe auch
weitere mechanische Eigenschaften, wie Elastizitdtsmodul und tribologische Eigenschaften
bestimmt oder auch Einflisse der Dehnrate, Ermidung und Kriechen untersucht. Diese

Technik der Materialuntersuchung eignet sich sehr gut flr alle Materialien. Der Bereich
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reicht von sehr weichen Materialien, wie Knorpeln mit einem Elastizitdtsmodul von
einigen 100 kPa, bis hin zu sehr harten Werkstoffen, wie beispielsweise Metallen und
Keramiken, welche einen Elastizitatsmodul von bis zu 1 TPa aufweisen (vgl. BIERMANN
und KRUGER 2015: 299).

Grundséatzlich basiert die Nanoindentierung auf einer quantitativen Auswertung von
sogenannten Kraft-Eindringkurven, welche einerseits einfacher und andererseits
zuverldssiger als die Vermessung des Eindruckes eines Prufkdrpers ist. Neben Systemen,
die reine Nanoindentierungssysteme darstellen, gibt es auch andere, die als direkte
Verbindung mit einem Rasterkraftmikroskop  fungieren. Ein  Vorteil des
Rasterkraftmikroskops oder einer &hnlichen Abbildungsgerdtes ist es, dass die
Probenoberflache vor und nach dem Indentieren dargestellt werden kann. Wird die gleiche
Spitze fur die Indentierung sowie fur die Abbildung benutzt, so konnen interessante
Positionen der Probe gezielt ausgewahlt werden. Dieses erweiterte Verfahren wird daher
als NI-AFM (nanoindentierende Rasterkraftmikroskopie - engl. nanoindentic atomic force
microscopy) bezeichnet (vgl. BIERMANN und KRUGER 2015: 300).

Abbildung 12 stellt das Prinzip des NI-AFM Verfahrens am Beispiel einer lamellaren
TiAl-Legierung dar, von welcher mittels Diamantspitze ein Topografie-Bild erstellt wurde
und anschlieBend mit derselben Spitze die Nanoindentereindriicke an den
unterschiedlichen Lamellen ausgeflhrt und die mechanischen Eigenschaften aus den dabei
aufgenommenen Kraft-Eindringkurven berechnet wurden. Um hohe Auflésungen
garantieren zu kénnen, ist es von besonderer Wichtigkeit, die gleiche Spitze zum Abbilden
und Indentieren zu benutzen (vgl. BIERMANN und KRUGER 2015: 300).
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Abbildung 12: Prinzip der NI-AFM (vgl. BIERMANN und KRUGER 2015: 301)

Eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den theoretischen Kontaktmodellen und den
Kraft-Eindringkurven wird bei idealen Oberflachen, welche isotrope Eigenschaften
aufweisen und optimal poliert wurden, erzielt. Quarzglas ist ein Stoff, welcher dieser
Anforderung gerecht wird und daher Ublicherweise als Kalibriermaterial verwendet wird
(vgl. BIERMANN und KRUGER 2015: 303).

Die Maximalkraft bei dieser sogenannten tiefenregistrierenden Harteprifung ist mit
800 uN im Vergleich zu den konventionellen Hérteprufverfahren deutlich kleiner. Auch
werden bei Nanoindentierungen nicht wie bei Vickers die Mantelflache des Eindruckes,
sondern die  projizierte  Kontaktfliche aus der Kontakttiefe (ber die
Spitzengeometriefunktion unter Last betrachtet, wobei die Bestimmung dieser eine der
Hauptschwierigkeiten der Nanoindentierung darstellt (vgl. BIERMANN und KRUGER
2015: 299-305).

Das Prifgerat, welches von der Universitéat fir Bodenkultur Wien fur die Messungen der
Nanohérte zur Verfugung gestellt wurde, verwendet zur Darstellung der Eindriicke ein
Rasterelektronenmikroskop (REM). Funktion und Aufbau werden in Kapitel 4 genauer

beschrieben.
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Abbildung 13: Kraft-Eindringkurve mit Be- und Entlastungsast (vgl. BIERMANN und KRUGER 2015)

Abbildung 13 zeigt eine typische Kraft-Eindringkurve einer registrierenden Hartemessung
mit Be- und Entlastungsast. Die Hérte lasst sich durch die Bestimmung der Kontaktflache,
welche durch die maximale Eindringtiefe und die Spitzengeometrie gegeben ist,
berechnen. Uber einen Algorithmus werden neben der Harte auch der Elastizitatsmodul
und weitere mechanisch wichtige Materialeigenschaften, wie Kriechen und viskoelastische
Parameter, bestimmt (vgl. BIERMANN und KRUGER 2015: 304).
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4 Experimentelle Untersuchungen

4.1 Probenaufbereitung

Fir diese Arbeit wurden mannliche ,Sprague-Dawley®” Ratten mit einem
Anfangskorpergewicht von 120-200 g und einem Alter von sechs Wochen verwendet. Die
Tierversuche wurden durch die ,Austrian Ministry of Science and Research” (BMWF-
66.010/0113-11/10b/2009) anerkannt, und die ethischen Anspriiche in Bezug auf
Tierversuche wurden berucksichtigt. Die Ratten wurden an der Medizinischen Universitat
Graz aufgezogen, und indem jeweils nur vier Ratten in einem Kafig untergebracht wurden,
konnte ein tiergerechtes Heranwachsen gewahrleistet werden. Der freie Zugang zu Futter
und Wasser war ebenso sichergestellt (vgl. MEISCHEL et al. 2015: 106).

Die hinteren Oberschenkel (Femur) der Tiere wurden vor der Implantierung mit einem
Bohrer (vgl. RICHTER 2012: 26) mit Durchmesser 1,5 mm (vgl. MEISCHEL et al. 2015:
106) angebohrt, um das spatere Einpflanzen des Implantates, welches von der lateralen hin
zur medialen Seite eingeflhrt wird, zu vereinfachen (vgl. RICHTER 2012: 26). Auch nur
gebohrte Knochen wurden als Referenzproben (Sham-Proben) auf ihre Harteverteilung hin
untersucht und sollten eine Vergleichsgrundlage zu den Proben mit Implantaten bieten. Die
in Form von Stiften eingepflanzten Implantate (Pins) weisen einen Durchmesser von 1 mm

und eine L&nge von 7-8 mm auf.

Um eine Aussage Uber die Resorbierbarkeit der Implantate und eine Verédnderung der
Hérteverteilung im Bereich des implantierten Pins mit der Zeit tatigen zu kénnen, wurden
Proben mit unterschiedlichen Implantationszeiten, genauer genommen in den
Zeitabstanden von ein, drei und sechs Monaten, verwendet. Die Ratten trugen den
Prufkdrper so lange in sich, bis sie zum gegebenen Zeitpunkt eingeschléfert werden. Nach
Herauslosen der hinteren Oberschenkelknochen werden diese prifbereit gemacht, indem
Uberschiissiges Gewebematerial in Pinndhe entfernt (vgl. RICHTER 2012: 26) und der
Knochen anschlieend in Technovit eingebettet wird (vgl. CASTELLANI et al. 2010:
434).
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Abbildung 14: a) 3D-Modell eines herausgeldsten Knochens mit einem Pin aus P3Z30H mit 12 wdchiger
Implantationszeit b) selber Knochen und Pin vor dem Herauslésen (vgl. MEISCHEL et al. 2015: 108)

Die weitere Probenaufbereitung bestand darin, die eingebetteten Proben in L&ngsrichtung
mittig zu durchtrennen und anschlieend planparallel zu schleifen, um ein senkrechtes
Eindringen des Prufkorpers bei der Hartemessung und ein genaues Ablesen des Mikro-
bzw. Nanoindenter-Eindruckes gewéhrleisten zu kdnnen (vgl. KRAUS et al. 2011: 1232).

4.2 Prifeinrichtungen und Prifbedingungen

Die Uberpriifung der Mikro- und Nanohérte, sowie auch alle weiteren Messungen (REM,
Energiedispersive Rontgenspektroskopie EDX) zur Uberpriifung der mechanischen
Eigenschaften der verschieden lange implantierten Materialien erfolgte an der Universitét

fur Bodenkultur Wien in Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Ing. Martin Meischel.

4.2.1 Mikrohartetberprifung

Zur Bestimmung der Mikroharte entlang des Knochens und im Bereich des implantierten
Pins stand ein Messgerdt der Marke ,Innovatest Nexus 4000” zur Verfugung (siehe
Abbildung 15).

31



OINNOVATEST

= g

Abbildung 15: Innovatest Nexus 4000 (vgl. INNOVATEST o.J.: 2)

Hierbei handelt es sich um ein High-end Messgerat der Marke Innovatest, womit sich die
Hérte nach Vickers, Knoop und Brinell mit aufgewendeten Prufkréften von HV0,02 bis
HV50 nachweisen lasst (vgl. INNOVATEST o0.J.: 2). In Abbildung 16 sind der Kreuztisch
und der Revolverkopf des Innovatest Nexus 4000 zu erkennen. Mittels Mikrometer-
schrauben lasst sich die Probe am Kreuztisch in der x-y-Ebene bewegen, die Veranderung
des Abstandes zu den Linsen erfolgt Gber die grofle Verstellschraube. Der Revolverkopf
bietet Platz fir drei Objektive mit unterschiedlichen VergrélRerungen und ist zusétzlich mit
einer Eindruckpyramide bestiickt (vgl. HORMANN 2014: 9).

a)

Abbildung 16: Innovatest Nexus 4000 - a) Kreuztisch mit Mikrometerschrauben b) Revolverkopf (vgl.
INNOVATEST 0.J.: 4)

Ublicherweise verwenden Hartemessgerate ein so genanntes mechanisches Totgewicht
oder ungenaue Federkraft-Mechanismen, um die Prifkraft aufzuwenden. Mit der Closed-
Loop-Technologie, welche in Abbildung 17 zu erkennen ist, und dem Force-Feedback-

System verfiigt das Gerat tber die Mdglichkeit, die angelegte Kraft standig zu messen und
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zu regeln, wodurch eine nahezu unbegrenzte Auswahl an Testlasten zur Verfligung steht.
Mit Hilfe weiterer Algorithmen wird auch ein so genannter Overshoot verhindert (vgl.
INNOVATEST o0.J.: 3).

CLOSED LOOP VS DEAD WEIGHT

Selected

Foree)| _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

A v ==
_ /i
e

Force

HIGH SPEED MEASUREMENT

Abbildung 17: Closed Loop des Innovatest Nexus 4000 (vgl. INNOVATEST o.J.: 3)

>

4.2.2 Nanoindentierung und -harteprifung

Mit Hilfe eines vakuumtauglichen Nanoindenters von ,ASMEC”, welcher auf dem
Konstruktionsprinzip des Normalmesskopfes des universellen Nanomechanischen Testers
(UNAT) basiert, erfolgte der Nachweis der Nanoharte der Proben. Diese kippbare Einheit,
welche zur Messung von normalen Kraften und Verschiebungen verwendet wird, kann im
Inneren eines Rasterelektronenmikroskops befestigt werden (siehe Abbildung 18), sodass
sich die Deformationsvorgange wéhrend eines Experimentes mit hoher Auflésung direkt
beobachten lassen. Die Messungen sind kraft- und weggesteuert im Closed-Loop-Mode
(jeder einzelne Messpunkt wird geregelt) oder im Open-Loop-Mode (nur Maximalkraft/-

weg werden geregelt) moglich (vgl. ASMEC o.J.a: 1).
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SE Detektor Elektronenstrahl

BSE Detektor

Nanoindenter und Probenhalter

Abbildung 18: a) REM b) Probenraum mit Nanoindentereinheit

Die Krafterzeugung erfolgt durch ein piezoelektrisches Element, die Kraft- und
Wegmessung wird durch induktive Wegaufnehmer realisiert (vgl. ASMEC o.J.a: 1). Das
System besteht aus einem Messkopf mit Sensoren und Aktuator, einem Piezo-Tischsystem
zur Probenverschiebung in x-y-Richtung, sowie einem steifen z-Tisch zur Verschiebung
des Messkopfes in Richtung Probe. Mit Hilfe der Bedienungssoftware sind vordefinierte
Anwendungen wie die Messung von Eindruckharte und Eindruckmodul, rein elastische
Messungen mit Kugeleindringkdrpern, Ermidungstests oder Zugversuche mdglich. Die
Messkurven und Ergebnisse werden graphisch dargestellt, gemittelt und exportiert (vgl.
ASMEC 0.J.b: 1-2).

4.3 Materialien

Bereits im Jahre 1565 entstand in der Geschichte der Chirurgie das erste Metallimplantat.
Mit einer speziellen Goldplatte wurde versucht, eine Velumspalte zu korrigieren. Auf
Grund der grofRen Unsicherheit Gber den Heilerfolg von Metallimplantaten wurden 100
Jahre spater Gold-Eisen- und Bronzedrahte bei offenen Verletzungen eingesetzt, wobei
zeitgleich von franzdsischen Chirurgen Knochenfrakturen mittels Messingdrahten fixiert

wurden. Im Laufe der Zeit entstanden immer mehr brauchbare Legierungen und mit Hilfe
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von Maschinen konnten deutlich bessere Implantate hergestellt werden (vgl. MENSCHIG
1974: 1, 17).

Ein chirurgisches Implantat im lebenden Gewebe des Menschen stellt immer einen
Fremdkorper dar. Dieser tritt auf verschiedenste Weise in Wechselwirkung mit seiner
Umgebung (vgl. STEINEMANN 2011: 198), und so sind die Anforderungen an
medizinische Werkstoffe sehr komplex und vielféltig (vgl. FRAUNHOFER IFAM o0.J.: 1-
2).

Nach heutigen Erkenntnissen werden Anforderungen gegenuber Belastungen, wie hohe
Festigkeit mit ausreichender Dehnung, hohe Biegefestigkeit und auch maximale
Korrosionsbestédndigkeit gegentiber Korperflissigkeiten an das Implantat gestellt. Zudem
darf das Implantat keinerlei schadigende Wirkung auf das Korpergewebe austiben (vgl.
MENSCHIG 1974: 49).

Auch metallische Implantatwerkstoffe wie Titan unterliegen strengen Sicherheitsrichtlinien
und so stellen Reinheit, mechanische Eigenschaften, Oberflichenqualitdt und Porositat
grundlegende Kriterien fir die Entscheidung fir oder gegen die Verwendung solcher
Metalle in der Medizintechnik dar. Speziell Titan ist in diesem Zusammenhang ein
besonderer ~ Werkstoff. ~ Auf  Grund  seiner  mechanischen  Belastbarkeit,
Korrosionsbestédndigkeit und hoher Biokompatibilitdt ist er ideal fiir medizinische
Anwendungen. Daher werden Titan und Titanlegierungen nicht nur fur Dentalimplantate,
sondern auch flr lasttragende, orthopadische Implantate im menschlichen Koérper
verwendet (vgl. FRAUNHOFER IFAM o0.J.: 1-2). Seit geraumer Zeit wird Titan in hohem
MaRe in der Chirurgie, vor allem in der Knochenchirurgie eingesetzt. Kinstliche Huft- und
Kniegelenke aus jenem Material wurden erfolgreich implantiert (vgl. LINDIGKEIT 0.J.:
1). Anzumerken ist jedoch, dass die Herstellung dieses speziellen Metalls immer eine
Herausforderung darstellt. Die Anspriiche an Titan als medizinischer Werkstoff sind sehr
hoch, und speziell die hohe Affinitdt zu Sauerstoff muss berlcksichtigt werden, da
Sauerstoff die Duktilitat der Bauteile stark herabsetzen kann (vgl. FRAUNHOFER IFAM
0.J.: 1-2). Tabelle 1 stellt die chemische Zusammensetzung der verschiedenen Titantypen

dar, die mechanischen Eigenschaften vom Typ 4 sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Typ Materialnummer Chemische Zusammensetzung [Massen %]

Fe @) N C H Ti
Til 3.7025 015 0212 005 0,06 0,013 99,5% Ti
Ti2 3.7035 0,20 018 005 0,06 0,013 99,5% Ti
Ti3 3.7055 025 025 005 0,06 0,013 99,5% Ti
Ti4d 3.7065 03 035 005 0,06 0,013 99,5% Ti

Tabelle 1: Chemische Zusammensetzung von reinem Titan nach DIN 17850 (vgl. LINDIGKEIT 0.J.: 5)

Grundsétzlich ist Titan ein sehr leichtes und hartes Metall, welches am neunt h&ufigsten in
der Erdkruste, vor allem in Mineralien, wie Rutenit (TiOy), llmenit (FeTiO3) und CaTiSiOs
vorkommt. Im menschlichen Korper geht dieses Metall weniger chemische Reaktionen ein
als die meisten anderen (vgl. WOLNER et al. 2006: 34-40). Somit ist es ein sehr wichtiges
Material fur Huftgelenke und Implantate. Weitere Anwendungsbereiche sind der
Flugzeugbau, Raketen und verschiedene Profile, sowie Propeller und Bootsunterbauten, da
Titan nur wenig durch Korrosion von Meerwasser angegriffen wird und sich auf Grund des
geringen Gewichtes (45% leichter als Stahl und 60% schwerer als Aluminium) und der
hohen Temperaturbestédndigkeit besonders eignet (vgl. LENNTECH B.V. 2016).

Typ Zugfestigkeit R, E-Modul Vickers Harte Bruchdehnung
(MPa) (GPa) (HV 10)
Ti4d 600 110 200 12

Tabelle 2: Festigkeitseigenschaften von reinem Titan (vgl. LINDIGKEIT o0.J.: 6)

Untersuchungen zufolge weisen Titan und Titandioxid niedrige Toxizitat auf. Labortiere,
wie beispielsweise Ratten, erlitten Schadigungen der Lunge, nachdem sie Titanstaub
einatmeten. Bei Menschen kann eine (UberméRige Belastung zu geringfligigen
Beeintrachtigungen der Lunge filhren. Husten, Schmerzen und Krampfe im Brustraum,
sowie Atemprobleme kdnnten die Folge sein (vgl. LENNTECH B.V. 2016).

Bei den fir die Uberpriifung der mechanischen Eigenschaften zur Verfiigung stehenden
Implantaten handelt es sich allerdings nicht um reines Titan, sondern um eine
Titanlegierung (Ti-6Al-7Nb), deren mechanische Eigenschaften in Tabelle 4 aufgelistet

sind.
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Derzeit verwendete Titan- und Edelstahl-Implantate weisen spezifische Nachteile, wie so
genanntes ,Stress Shielding”, wegen ihrer im Vergleich zum Knochen hohen Steifigkeit,
auf. Vor allem Polymere kdnnen auf Grund von begrenzten mechanischen Eigenschaften
nicht fir tragende Elemente als Implantate verwendet werden. Zudem kann es zu
unerwiinschten Gewebereaktionen fuhren. Daher sind neue Implantatmaterialien, welche
sich durch die Beibehaltung ihrer Festigkeit, sowie durch ihren biologische Abbau und ihre
Biokompatibilitat auszeichnen, erwiinscht und werden umfangreich auf ihre Eigenschaften
hin getestet. Der Fokus liegt dabei speziell auf bioresorbierbaren Magnesium-Legierungen,
welche nicht nur wegen der guten Bioresorbierbarkeit, sondern auch wegen des relativ
ahnlichen Elastizitdtsmoduls zu dem des Knochens, als vielversprechende Kandidaten fiir
den Einsatz in der Medizintechnik gelten (vgl. CASTELLANI et al. 2011: 432-433). Diese
Affinitat, sowie weitere mechanische Eigenschaften sind in Tabelle 3 zu erkennen.

p (g.cm?) E-Modul (MPa)  Bruchzihigkeit
(MPa.m*?)
Menschenknochen 18-21 3-20 3-6
Magnesium 1,74-2,0 41 - 45 15-40
Titan 4-5 116 44 - 66
Tabelle 3: Mechanische Eigenschaften von menschlichem Knochenmaterial, Magnesium und Titan (vgl. OGIER
2014: 19)

Auf Grund ihrer ausgezeichneten mechanischen Eigenschaften eignen sich Magnesium-
Legierungen besser fur lasttragende Anwendungen in der Medizin. Die ehemals geringe
Korrosionsbestdndigkeit von Magnesium wurde durch geeignete Legierungs-
zusammensetzungen verbessert. Daruber hinaus wurde bekannt, dass Magnesium-
Legierungen neben der guten Biokompatibilitat auch eine stimulierende Wirkung auf neue
Knochenbildung austiben (vgl. CASTELLANI et al. 2011: 432-433).

Im Vergleich zu Titan weisen Magnesiumlegierungen einen kleineren Elastizitdtsmodul
und somit eine bessere Ubereinstimmung mit dem des Knochens auf. Ein weiterer Vorteil
gegenuber Titan ist, dass die diskutierten Magnesiumlegierungen bioresorbierbar sind,
sodass das Wachstum des Kindes nicht gehemmt wird. Bestimmte Anforderungen, wie
eine hohe Anfangsfestigkeit mit anschlieBendem, absehbarem Abbau, bis hin zur

vollstandigen Auflosung des Implantates, ohne toxische Uberreste, miissen vom
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potentiellen bioresorbierbaren Material erfullt werden. Angesichts dieser Eigenschaften
wird es moglich, ,Stress Shielding”, das zu Knochenschwund fiihren kann, zu vermeiden
(vgl. TSCHEGG et al. 2010: 1-2).

Im Zuge dessen wurden in der vorliegenden Arbeit Knochen mit Implantaten aus Titan,
Magnesium (WE43, ZX50, WZz21, ZE52), Kunststoff (PLGA), welche in Tabelle 4
aufgelistet sind, und einige Referenzproben (Kontroll- und Shamproben), fir Messungen
der Harteverteilung, untersucht. Um die Verénderung der mechanischen Eigenschaften mit
zunehmender Implantationszeit veranschaulichen zu kénnen, wurden Proben mit ein-, drei-

und sechsmonatiger Implantationszeit Uberprift und ihre Daten ausgewertet.

Material Chemische E-Modul  Zugfestigkeit Quelle
Zusammensetzung (Gpa) (MPa)
(Wt%)
Ti6AI7Nb 110 550 (vgl. CASTELLANI et
al. 2011: 433)
WE43 Mg-Y-Nd-HRE 45 280 (vgl. CASTELLANI et
al. 2011: 433)
ZX50 5% Zn, 0.25% Ca, 0.15% 45 295 (vgl. CELAREK et al.
Mn 2012: 1504)
Wz21 2% Y, 1.0% Zn, 0.25% 45 250 (vgl. CELAREK et al.
Ca, 0.15% Mn 2012: 1504)
ZEb2 Mg-Zn5-Yb2-Zr0.5- (vgl. DRAXLER et al.
Ca0.25-Mn0.15 2015)
PLGA poly(lacticco-glycolic 4.6 (vgl. TSCHEGG et al.
acid) 2010: 2)

Tabelle 4: Ubersicht der Implantatmaterialien
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5 Auswertung der Messergebnisse

5.1 Verwendete Programme

Um eine Auswertung der Messdaten zu ermoglichen, wurden mehrere visuelle
Darstellungsprogramme  verwendet. Zur Vermessung der Harteeindriicke und
anschlieBenden Berechnung der Entfernung zum Implantat, wurde ImageJ (vgl. RUEDEN
2016) verwendet. Die ausgewerteten Daten wurden in Excel-Tabellen weiter verarbeitet
und die Boxplot-Diagramme mit einem selbstgeschriebenen Python-Programm erstellt. Die
Bearbeitung der Mikroskopaufnahmen, sowie jener des Rasterelektronenmikroskops
erfolgte mit dem Programm Mosaic] (vgl. THEVENAZ 2010), welches ein

Zusammensetzen der einzelnen Teilbilder der Aufnahmen ermdéglicht.

5.2 Probenbezeichnung

Die Probenbezeichnung, welche in den Abbildungen bzw. deren Beschriftung erkennbar
ist, erfolgt immer nach demselben Konzept. Vorangereiht ist das Material des Implantates,
mittig die Implantationszeit und abschlieBend die Probennummer zu erkennen. Die Probe
»T1_3M_3104” bezeichnet ein Implantat aus Titan mit dreimonatiger Implantationszeit.
Auf Grund der Tatsache, dass im Archiv mehrere solcher Titanproben hinterlegt sind, ist
zusétzlich die Probennummer zur spateren Identifikation von groRer Bedeutung. Bei den
Referenzproben werden anstatt der Probennummer die Bezeichnungen rechter und linker
Oberschenkelknochen zu erkennen sein. Alle Proben wurden bei selben
Umgebungsbedingungen und mit den gleichen Apparaturen getestet, somit ist ein direkter

Vergleich der Daten moglich.

5.3 Messung der Harte und Einteilung der Messbereiche

Die Messung der Harte erfolgt in Knochenmitte der jeweiligen Probe und entlang des
Knochens, in gleichmélRigen Abstanden. Dabei entstehen durch den Eindringkérper des
Vickers-Hartemessgerdtes mehr oder weniger groRe, pyramidenférmige Eindriicke, deren
Diagonalen vermessen werden, um den daraus resultierenden Hartewert mit Hilfe der in
Kapitel 3.2 beschriebenen Formeln bestimmen zu kdénnen. Abbildung 19 zeigt eine

derartige Verteilung der Harteeindriicke unter mikroskopischer Betrachtung einer Probe
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mit einem Implantat aus WZ21. Neben dem Knochenmaterial, dem Implantat und den
Hérteeindricken ist auch der Markraum des Knochens deutlich sichtbar. Die schematisch
dargestellte rote Kurve zeigt lediglich den Verlauf der Hartemessung entlang des
Knochens.

Abbildung 19: Probe mit Implantat aus WZ21 - Verlauf der Hartemessung

Um die ermittelten Messwerte statistisch auswerten zu kénnen, wird die Probe parallel
zum implantierten Pin in Sektionen mit jeweils 1 mm Breite unterteilt, dies ist in
Abbildung 20 dargestellt. Auf Grund der Tatsache, dass bei jeder Probe die Einteilung auf
selbe Art und Weise erfolgte, ist ein direkter Vergleich der Daten mdglich. Folglich kann
die Verdnderung der Harte mit zunehmender Implantationszeit dargestellt werden.
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Abbildung 20: Probe mit Implantat aus WZ21 mit einmonatiger Implantationszeit (Probe 4188)

5.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messdaten erfolgt mit sogenannten Boxplot-Whisker-
Plots. Diese eignen sich besonders gut fir den Vergleich und die Darstellung metrischer
Variablen, welche keine Normalverteilung aufweisen. Diese Art der Darstellung ist sowohl
fur die Auswertung von Subgruppen, als auch fiir Stichproben geeignet.

Abbildung 21 zeigt einen Box-Whisker-Plot, dessen Basislinie als Median der Verteilung
bezeichnet wird. Die Box um den Median herum gibt einen Wertebereich von 50% wieder
und wird durch die Untergrenze, dem 25%-Perzentil, und der Obergrenze, dem 75%-
Perzentil, begrenzt. Die oberen und unteren waagrechten Striche werden als Whiskers
bezeichnet und geben an, in welchem Wertebereich die Daten grundsatzlich streuen,

weisen also den Minimal- und den Maximalwert der Verteilung auf.

Zeigt die Wertetabelle Werte, welche mehr als 1,5 Boxldangen vom 75% bzw. 25%-
Perzentil entfernt sind, so werden diese als AusreilRer bezeichnet und im Plot dargestellt.
Werte, deren Entfernung mehr als 3 Boxlangen aufweisen, nennt man extreme Ausreiler
und auch diese werden einzeln eingezeichnet (vgl. AUFHAUSER und ROHRLING 2013:
145).
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Abbildung 21: Schematische Darstellung eines Box-Whisker-Plots (vgl. AUFHAUSER und ROHRLING 2013:
146)

Mit Hilfe dieser Darstellungsart resultiert aus den Messwerten jeder Probe ein in
Diagramm 1 dargestelltes Boxplot-Diagramm. Die Hypothese einer Hartezunahme des
Knochens mit zunehmender Entfernung vom Implantat kann auf den ersten Blick bestétigt
werden. Der Verringerung der Harte bei Abstdanden gréRer als 6 mm vom Pin ist darauf
zurlickzufuhren, dass diese Messungen teilweise nicht mehr im Roéhrenknochen
durchgefuhrt wurden. Diese Werte werden im Laufe der Datenverarbeitung eliminiert und

nicht weiter bertcksichtigt.
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Diagramm 1: Harteverteilung links- und rechtsseitig des Pins

Bei einigen Proben war jedoch das Implantat rechts- oder linksbindig in den
Réhrenknochen eingearbeitet, sodass nur eine einseitige Darstellung der Hérteverteilung
moglich war. Um auch solche Proben mit den anderen vergleichen zu kdénnen, werden
kombinierte Boxplots erstellt. Da kombinierte Boxplots, bei denen die Bereiche links- und
rechtsseitig des Pins zusammengefasst werden, bessere Vergleichsmdglichkeiten bieten,
werden diese flr weitere Aussagen und Vergleiche zwischen den Proben mit den
verschiedenen Implantaten und Implantationszeiten herangezogen. Diagramm 2 zeigt, dass

die Harte mit zunehmender Entfernung zum Implantat zunimmt.

ZE52 3M 2lre
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] Se—NyYe—

a0t

Hirte (HV)

20}

<‘] <‘2 <‘3 <‘4 <‘ 5 <I6 <‘7 >I7
Entfernung (mm)

Diagramm 2: Kombinierte Harteverteilung der Probe ZE52_3M_21re

43



Far alle Gberpriften Proben sind diese Art von Boxplots, die die Hartezunahme des
Knochens mit der Entfernung zum Pin beschreiben, im Anhang aufgelistet. Diesen kann
auch entnommen werden, dass die Harte entlang des Knochens mit langerer
Implantationszeit ansteigt. Die fur den Vergleich der Héartewerte zwischen einmonatiger,
dreimonatiger und sechsmonatiger Implantationszeit relevanten Diagramme werden fur
weitere Ruckschlisse herangezogen. In Kapitel 6 werden diese aufgelistet und naher
beschrieben, wobei auch auf den direkten Vergleich der unterschiedlichen Proben

eingegangen wird.

5.5 Ausschluss von Messpunkten

Auf Grund von Messungen, welche nicht im Knochengewebe durchgefiihrt wurden,
kommt es bei den Messungen immer wieder zu Fehlmessungen, welche sich in den
Boxplot-Diagrammen als Ausreier bemerkbar machen, oder aber auch die KenngréRen
der statistischen Auswertung beeinflussen. Zu Fehlmessungen dieser Art zahlen unter
anderem Hartemessungen an der Grenzschicht zwischen Knochen und Markraum,
Messungen im Markraum selbst, Eindriicke in anderen organischen Materialien im
Knochen, aber auch Messungen, welche im Einbettungsmaterial erfolgten. Abbildung 22
zeigt einen im Lichtmikroskop aufgenommenen, etwaigen Messfehler, welcher genauer

untersucht wurden.

Abbildung 22: Mdgliche Fehlmessung

Diese Eindriicke werden mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskops (REM) identifiziert
und analysiert, um Aufschluss dariiber zu geben, ob der jeweilige Messwert der Datenreihe

entzogen werden sollte, oder nicht.

44



Die Anwendung der Elektronenmikroskopie ermdglicht einerseits die hochauflosende
Abbildung von Gitterdefekten in metallischen und nichtleitenden Materialien, andererseits
die Analyse kristallografischer und elementspezifischer Eigenschaften (vgl. BIERMANN
und KRUGER 2015: 217).

Durch das Auftreffen des Elektronenstrahls auf einen Festkorper kommt es zu
Wechselwirkungsprodukten, wie beispielsweise Sekundarelektronen oder Rickstreu-
elektronen, mit deren Hilfe wesentliche Informationen Uber das Probenmaterial gewonnen
werden konnen. Sekundarelektronen (SE) sind Elektronen, welche durch unelastische
Streuung der Primérelektronen an den Atomen des Probenmaterials aus der
Elektronenhiille herausgeldst werden und somit zu einer lonisierung der Atome beitragen.
Ruckstreuelektronen (BSE; engl. backscattered electrons) sind solche, welche nach einer
elastischen Streuung im Probenmaterial dieses wieder verlassen (vgl. BIERMANN und
KRUGER 2015: 219-220).

Der Riuckstreuelektronenkoeffizient hangt im Gegensatz zu den Sekundarelektronen
signifikant von der Ordnungszahl des untersuchten Materials und vom Winkel zwischen
Primarelektronenstrahl und Netzebenenanordnung im Material ab (vgl. BIERMANN und
KRUGER 2015: 223).

Abbildung 23: REM-Aufnahme a) SE, b) BSE

Backscatter-Aufnahmen machen einen deutlichen Unterschied der Materialien sichtbar.
Beim hellen Material in Abbildung 23 handelt es sich um Knochenmaterial, in dem die

Hartelberprifung vonstattengehen soll, der dunkle Bereich charakterisiert den Markraum.
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Bei Vergrollerung der REM-Bilder, welche in Abbildung 24 dargestellt sind, wird
erkennbar, dass der vorliegende Hérteeindruck deutlich auRerhalb des Knochenmaterials
liegt, somit fur die weitere Datenverarbeitung nicht aussagekréftig ist, das Ergebnis
verfalscht und dieser Messpunkt daher nicht fiir die statistische Auswertung bertcksichtigt

wird.

gt /4 ‘
g

Abbildung 24: VergréfRerung der REM-Aufnahme a) SE, b) BSE

Nach Eliminierung aller Fehlmessungen und Aktualisierung der Messdaten kénnen fur alle
Proben aussagekréftige und vergleichbare Boxplotdiagramme erstellt werden, mit deren
Hilfe die Hypothesen einer Hartezunahme des Knochens mit zunehmender Entfernung
vom Implantat, sowie auch einer Héartezunahme mit zunehmender Implantationszeit

bestétigt werden kann.

5.6 Nanohértetberprifung

Um die Messungen der Mikrohérteprifung bestarken zu koénnen, wurde mittels
Nanoindentierung die Nanohérte gemessen. Dabei wurde nur der fiir die Auswertung
wichtige Bereich in der Nahe der Implantate untersucht und die daraus resultierenden
Kraft-Eindringkurven aufgezeichnet. Diese Kurven geben zudem Auskunft tber weitere
wichtige mechanische Eigenschaften, wie der Verteilung des Elastizitatsmoduls.
Diagramm 3 zeigt eine derartige Kraft-Eindringkurve, welche aus einigen tausend
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Messpunkten automatisch erstellt wurde. Die folgende Kurve bezieht sich auf den in
Abbildung 25 dargestellten, blauen Messbereich.

1.0

=
oo

0.6}

Kraft (mN)

=
=

0.0 : :
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16
Entfernung (pm)

Diagramm 3: Krafteindringkurve der Probe WZ21 3M_4172

Nanoeindriicke wurden in verschiedenen Bereichen in Pinndhe der Proben angebracht. Die
Einteilung erfolgte willklrlich, sollte aber mdglichst grof3flachig verteilt sein, um die
Unterschiede der mechanischen Eigenschaften darstellen zu kénnen. Abbildung 25 zeigt
eine derartige Einteilung zur Untersuchung der Nanoharte, sowie weiterer mechanischer
Eigenschaften. Bei dieser Probe ist ein breiter, heller Bereich zu erkennen, der dadurch
zustande kam, weil sowohl der Pin, als auch ein Teil des Einbettungsmaterials im Zuge der

Probenvorbereitung herausgebrochen sind.
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Abbildung 25: Bereiche der Nanoindentierung der Probe WZ21 _3M_4172

Abbildung 26: a) Vickers-Harteverteilung in kp/mm?2 und b) E-Modul Verteilung in GPa der Probe
WZ21_3M_4172
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Abbildung 26 zeigt die Vickers-Harteverteilung, sowie auch der Verteilung des
Elastizitdtsmoduls in den jeweiligen, in Abbildung 25 schematisch dargestellten,
Messbereichen. Da die Messungen der Kraft-Eindringkurven und des Elastizitatmoduls
sehr zeitaufwendig und kostenintensiv sind, wurden weder alle Proben, noch der gesamte
Probenbereich Uberprift. Ein weiterer Grund dafur, dass auf die Messung der Nanoharte
beim Grofiteil der Proben verzichtet wurde, liegt in der bestatigten Aussagekraft der
Mikrohéartemessungen, weshalb die viel schneller durchfiihrbare Mikrohdrtemessung fur
aussagekraftige Rickschlusse ausreichend ist. Mikrohdrtemessungen wurden an allen
Proben durchgefuhrt und die unterschiedlichen Implantatmaterialien verglichen.
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6 Ergebnisse der Hartemessungen

6.1 Referenzproben

Referenzproben dienen lediglich zum Vergleich der gemessenen Harteverteilungen, um
eine aussagekréftige Schlussfolgerung tatigen zu koénnen. Im speziellen wurden drei
unbehandelte Proben, welche im Zeitraum zwischen ein und sechs Monaten eingebettet
wurden, auf ihre Harte hin getestet, um die Hypothese der Knochenverfestigung mit
zunehmendem Alter bestdtigen zu konnen. Da diese Proben kein Implantat enthalten,
bezieht sich die in den Boxplots im Anhang dargestellte Entfernung auf die Knochenmitte.

REF -6 bis 6 mm
100}
BOF « -
.

Z 6o} ¥
z
=
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T - P

20}
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™ M oM

Diagramm 4: Vickershérte mit zunehmender Implantationszeit - Referenzproben

Eine weitere Vergleichsgrundlage bieten sogenannte Sham-Knochenproben. Diese werden
wie die Knochen, in welche anschlieBend Implantate eingebracht werden, gebohrt,
allerdings keine Fremdkdrper implantiert. Diese Art von Proben ist fir Mediziner von
besonderer Bedeutung, da der Verlauf der Knochenheilung bzw. Knochenverdnderung
ohne Einwirkung von Fremdmaterialien nachverfolgt werden kann. Bei diesen Proben

bezieht sich die Entfernung auf den Mittelpunkt der durchgefiihrten Bohrung.
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SHAM -6 bis 6 mm
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Diagramm 5: Vickersharte mit zunehmender Implantationszeit - Shamproben

6.2 Proben mit Implantaten aus Titan

Im Zuge der Untersuchungen wurden sechs Proben mit Titanimplantaten (Ti-6Al-7Nb) auf
ihre mechanischen Eigenschaften hin getestet, wobei von jeweils zwei Proben mit ein-,

drei- und sechsmonatiger Implantationszeit die Harteverteilung untersucht wurde.

Im Anhang A (Al) sind die Harte von Proben mit Titanimplantaten nach unterschiedlich
langer Implantationszeit dargestellt. Bei genauerer Betrachtung sind die Harteeindriicke
erkennbar. Das in den Knochen eingesetzte metallische Implantat ist bei einigen Proben
nicht mehr sichtbar, da es im Zuge der Probenvorbereitung herausgebrochen ist. Mittels
des Langsschnittes durch den Rd&hrenknochen kommt das sich darin befindliche
Knochenmark und das umliegende Knochengewebe zum Vorschein. Nach Eliminierung
der Werte, die nicht im Knochenmaterial selbst gemessen wurden, ergibt sich das folgende

Boxplot Diagramm der Héarteverteilung:
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Titan -6 bis 6 mm

100}

)] +

60f - - - - -

Hirte (HV)

a0t

20}

Diagramm 6: Vickersharte mit zunehmender Implantationszeit - Proben mit Implantaten aus Titan

Die in Diagramm 6 dargestellten Boxen setzen sich jeweils aus den Messwerten aus zwei
Proben mit Implantationszeiten von ein, drei und sechs Monaten zusammen. Dabei ist die
deutliche Zunahme der Vickersharte von einmonatiger auf dreimonatige und wiederum auf

sechsmonatige Implantationszeit zu beobachten.

6.3 Proben mit Implantaten aus Magnesiumlegierungen

Wie bereits in Kapitel 4.3 beschrieben, wurden Proben mit verschiedenen
Magnesiumimplantaten, im speziellen WE43, ZX50, WZ21 und ZE52 untersucht. Auch
hier sollte der Nachweis der gleichmaBigen Harteverteilung entlang des Knochens
durchgefuhrt und die Vermutung einer Hartezunahme in Pinndhe bestatigt werden. Die
folgenden Diagramme zeigen die Harteverteilungen der jeweiligen Proben und bestatigen

die angenommene Hypothese.
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ZE52 -6 bis 6 mm
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Diagramm 7: Vickersharte mit zunehmender Implantationszeit - Proben mit Implantaten aus ZE52

WE43 -6 bis 6 mm
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Diagramm 8: Vickershéarte mit zunehmender Implantationszeit - Proben mit Implantaten aus WE43

53



WZ21 -6 bis 6 mm
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Diagramm 9: Vickershéarte mit zunehmender Implantationszeit - Proben mit Implantaten aus WZ21
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Diagramm 10: Vickershérte mit zunehmender Implantationszeit - Proben mit Implantaten aus ZX50

Auch bei den Proben mit magnesiumhaltigen Implantaten ist, ahnlich wie bei den
vorhergehenden Auswertungen der Proben mit Titanimplantaten, ein deutlicher
Hérteanstieg mit zunehmender Implantationszeit zu erkennen. Die Hartezunahme der
verschiedenen Proben mit magnesiumhaltigen Pins sind in Diagramm 7, Diagramm 8,
Diagramm 9 und Diagramm 10 dargestellt. Den grofiten relativen Anstieg weisen dabei die

Proben mit Implantaten aus ZX50 auf.
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Da der Nachweis der Bioresorbierbarkeit mittels uCT Uberpriifungen nicht Bestandteil
dieser Forschungsarbeit ist, wurde in erster Linie eine lichtmikroskopische Analyse
durchgefiihrt. Dadurch soll auf einfachste Art und Weise ein erster Ruckschluss auf das

Auflosungsvermogen der verschiedenen Materialien gezogen werden.

a) b) c)

Abbildung 27: Implantat aus WE43 nach a) einmonatiger b) dreimonatiger c) sechsmonatiger Implantationszeit

a) b) c)

Abbildung 28: Implantat aus ZE52 nach a) einmonatiger b) dreimonatiger c) sechsmonatiger Implantationszeit

Ein Vergleich der Abbildung 27 und Abbildung 28 zeigt, dass sich diejenigen Proben mit
Implantaten aus WE43 optisch kaum verdndert haben. Im Gegensatz dazu ist die
Resorbierbarkeit der Implantate aus ZE52, bereits nach wenigen Monaten deutlich
fortgeschritten und mit freiem Auge erkennbar. Da allerdings bei einigen Proben das
Implantat im Zuge der Probenvorbereitung herausgebrochen ist, kdnnen die Ergebnisse der

optischen Analyse der Bioresorbierbarkeit aller Proben nicht garantiert werden.

Um eine qualitative Aussage Uber die Bioresorbierbarkeit der verschiedenen
Implantatmaterialien tatigen zu kénnen, waren Messmethoden wie pCT-Messungen und
Proben mit l&ngeren Implantationszeiten notwendig. Da diese nicht zur Verfligung standen,
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kann in Bezug auf die Bioresorbierbarkeit keine nachweislich richtige Aussage getatigt

werden.

6.4 Proben mit Implantaten aus Kunststoffen

Bei diesen Messungen wurden Implantate aus PLGA nach Implantationszeiten von ein bis
sechs Monaten untersucht. Diagramm 11 zeigt eine deutliche Zunahme der Harte mit
voranschreitender Implantationszeit. Somit kann die Hypothese der Hartezunahme mit
zunehmender Entfernung vom Implantat fiir alle untersuchten Proben bestétigt werden.

PLGA -6 bis 6 mm

100+

80}

Hirte (HV)
2

N
=

20 +

Diagramm 11: Vickershérte mit zunehmender Implantationszeit - Proben mit Implantaten aus PLGA

Um signifikante Unterschiede in den Harteverteilungen festzuhalten, werden die Proben im
folgenden Kapitel miteinander verglichen. Durch diesen direkten Vergleich der Messungen
soll charakterisiert werden, welche Materialien in Bezug auf die Referenzproben eine

ausreichend hohe Endfestigkeit des Knochens erreichen.

56



6.5 Direkter Vergleich der Proben

Da die Messungen, welche eine Entfernung von mehr als 7 mm zum Implantat aufweisen,
teilweise nicht mehr im Bereich des Ro6hrenknochens liegen, ist fur die
Vergleichsdiagramme der betragsmélige Abstand bis 6 mm von grofRer Bedeutung. Ein
weiterer Grund fir diese Einschréankung ist, dass ein direkter Vergleich der unterschiedlich
grofRen Proben nur dann mdglich ist, wenn auch der gleiche Bereich betrachtet werden
kann. Diagramm 12 zeigt den Anstieg der Harte von einmonatiger auf dreimonatige
Implantationszeit, Diagramm 13 den Anstieg von dreimonatiger auf sechsmonatige. Dabei
ist allerdings zu beachten, dass keine Referenzproben mit einmonatiger, sowie keine
Sham-Proben und Proben mit Implantaten aus WZ21 mit sechsmonatiger Implantationszeit
zur Uberpriifung zur Verfiigung standen. Bei allen anderen Proben wurden die
Zeitintervalle ein, drei und sechs Monate einer Uberpriifung unterzogen.

100

. mTEm

20 —

Mikrohirte (HV)

SHAM Titan WE43 ZX50 W22l ZES2 PLGA

Diagramm 12: Anstieg der Harte von einer Implantationszeit von einem auf drei Monate
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Diagramm 13: Anstieg der Harte von einer Implantationszeit von drei auf sechs Monate
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Diagramm 12 und Diagramm 13 zeigen eine deutliche Steigerung der Harte mit
zunehmender Implantationszeit. Die stérkste relative Zunahme in den ersten sechs
Monaten erzielen dabei die Proben mit Implantaten aus ZX50, allerdings erreichen Proben
mit Implantaten aus Titan und ZX50 die hochste Endfestigkeit. Von den
Magnesiumlegierungen erweist sich ZX50 in Bezug auf die Hé&rtezunahme als am
geeignetsten, WE43 und WZ21 hingegen als schlechtestes Material in Bezug auf die
relative Zunahme. Fir weitere Rickschliissen missen jedoch auch die Biokompatibilitat
und die Auswirkungen der einzelnen Bestandteile der jeweiligen Implantatmaterialien in
Betracht gezogen werden, um auch Rickschlisse auf Vertraglichkeit und

Auflosungsvermdgen ziehen zu kénnen.

Vergleicht man die Mediane der Hartemessung der verschiedenen Implantatmaterialien, so
ist zu erkennen, dass mit zunehmender Implantationszeit die Harte der Knochen ansteigt.
Ein weiteres Merkmal ist, dass Proben mit Implantaten aus ZX50 sogar einen hdheren
Endwert der Harte aufweisen, als die Uberpriften Referenzknochen. Dies ist
maoglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass Magnesium das Knochenwachstum und die
Knochenentwicklung fordert. Da weder Referenzproben mit dreimonatiger, noch Proben
mit Implantaten aus WZ21 mit sechsmonatiger Implantationszeit zur Verfligung standen,
weist Diagramm 14 zwei Licken auf.

1M M 6M
a0 -

80 -

Ref Titan WES3Z ZX50 WZM ZES2 PLGA | Ref Titan WE43 Zx50 W221 2E52 PLGA | Ref Titan WE43 ZXS50 WZ21 ZES2 PLGA
Material

Median der Mikrohiirtemessung [HV)
P i - )

[
o

Diagramm 14: Héarte (Median) verschiedener Proben
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Um Spurenelemente der einzelnen Komponenten, welche im Knochen zurlickbleiben,

nachzuweisen, kdnnte man sich der Methode der Massenspektrometrie bedienen.

Bei der ,Laser Ablation Inductive Coupled Mass Spectrometry” (LA-ICP-MS) beruht das
Messprinzip auf einem Multielementverfahren, welches neben einer sehr hohen
Empfindlichkeit auch eine Ortsauflosung von wenigen pum ermdglicht. Der Ablauf wird
grundlegend in drei wichtige Bereiche gegliedert. Im ersten Schritt, dem Probenabtrag,
wird die Probe durch einen Laser abgetragen (ablatiert). Im zweiten Abschnitt, dem ICP,
wird das abgetragene Aerosol der Probe atomisiert sowie zusatzlich ionisiert, um
anschlielend im dritten Schritt nach dem Verhéltnis von Masse zu Ladung aufgetrennt zu
werden. Bei der LA-ICP-MS Technik werden kurze Laserpulse auf eine Probe abgegeben;
dadurch kommt es zu einer Interaktion zwischen Photon und Probenoberflache, wodurch
ein feines Aerosol erzeugt werden kann. Mit Hilfe des Lasers kdnnen sehr genau definierte
Stellen abgetragen werden. Auf Grund des sehr geringen Durchmessers des Ablationsspots
von einigen um z&hlt diese Methode zu den anndhernd zerstérungsfreien Analysetechniken
(vgl. ANDERL 0.J.: 22-24).
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7 Zusammenfassung und zukinftige Untersuchungen

Dieser Abschnitt befasst sich mit der Zusammenfihrung der praktischen Umsetzung mit
den Erkenntnissen aus der theoretischen Ausarbeitung, um die anfangs definierten
Forschungsfragen zu beantworten.

Im Zuge der praktischen Arbeit konnte die anfangs angenommene Hypothese der
Knochenhé&rtezunahme mit zunehmender Entfernung zum implantierten Pin bei allen
Proben bestatigt werden. Insbesondere bei den Referenzknochen ist ein kontinuierlicher
Anstieg der Harte bemerkbar, der sich dadurch erklaren I&sst, dass die Harte des Knochens
mit zunehmendem Alter des Tieres ansteigt. Im Vergleich zu den Sham-Proben zeigte sich,
dass Proben mit Implantaten einen schnelleren Anstieg der Hérte von einmonatiger auf
dreimonatige Implantationszeit aufweisen. Dabei erreichten vor allem magnesiumhaltige
Implantate aus ZX50 und WE43 sehr hohe Endwerte.

Die kostenintensiven und zeitaufwendigen Messungen der Nanohérte konnten zudem die

Ergebnisse der schneller durchflihrbaren Mikrohértemessung untermauern.

Im direkten Vergleich stellte sich auBerdem heraus, dass die Proben mit Implantaten aus
Wz21, WE43 und Titan eine sehr hohe Anfangsharte aufweisen, welche fur eine gute
Stabilisierung der Fraktur von Vorteil sein kdnnte und somit die Knochenheilung
beglnstigt. Auf Grund dessen, dass die Harte nach sechsmonatiger Implantationszeit bei
Proben mit Implantaten aus ZX50 hoher liegt, als jene der Referenzproben kann davon
ausgegangen werden, dass die resorbierten Bestandteile dieser Implantate die

Knochenhartezunahme fordern.

Ziel dieser Forschungsarbeit war es, Titanimplantate fur die Osteosynthese bei Kindern
durch bioresorbierbare Materialien zu ersetzen, um die kérperliche und seelische Belastung
auf Grund eines zweiten chirurgischen Eingriffes zur Entfernen des Implantates zu
reduzieren. Da Proben mit Implantaten aus ZX50 im Vergleich zu den anderen sich sowohl

durch eine relativ hohe Anfangsharte, sowie auch durch Erreichen einer sehr hohen
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Endfestigkeit auszeichnen, sollte der Fokus weiterer Forschungsarbeiten auf diesem

Material liegen.

Da allerdings auch die Bioresorbierbarkeit der anderen Werkstoffe von grof3er Bedeutung
ist, kann keine eindeutige Empfehlung fir einen bestimmtes Stoff abgegeben werden. Zu
beachten ist dabei auch, dass ein zu schnelles Aufldsen von magnesiumhaltigen
Implantaten zu einer massiven Ableitung von Wasserstoffgas flihren kann. Um abschétzen
zu konnen, nach welcher Zeit die Implantate zu korrodieren beginnen, bzw. sich komplett
auflosen, mussten weitere Messmethoden, wie HCT-Messungen durchgefuhrt werden. Jene
Materialien, welche sich langsam und stabil genug abbauen sind dabei zu bevorzugen, um

einen schnellen Heilungsprozess zu ermdglichen.

Da auch die Auswirkungen der verschiedenen Abbauelemente der Implantatmaterialien
sich unterschiedlich auf den Knochen auswirken, wére es ratsam, die Spurenelemente mit
zunehmender Implantationszeit darzustellen. Dazu sind Messungen mittels EDX oder LA-
ICP-MS zu empfehlen. Durch diese Art der Massenspektrometrie ist es mdglich, die
verschiedensten  Abbaukomponenten nachzuweisen und die Auswirkungen der
unterschiedlichen Bestandteile der Implantatmaterialien auf den Knochen zu

charakterisieren.
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Anhang A

A Probenbilder

Al Referenz- und Sham-Proben

A2 Proben mit Implantaten aus Titan

A3 Proben mit Implantaten aus Magnesium
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A4 Proben mit Implantaten aus Kunststoff




Anhang B

B Harteverteilungen der einzelnen Proben
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B2 Proben mit Implantaten aus Titan
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B3 Proben mit Implantaten aus Magnesium
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