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KURZZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Herstellung und Charakterisierung
organisch-anorganischer Kompositmaterialien auf der Basis von Polysacchariden fiir
die Anwendung als Biomaterialien. Der Schwerpunkt liegt dabei auf den
Einsatzmoglichkeiten der Polysialinsdure, einem korpereigenen Polysaccharid.
Polysialinsdure spielt in der embryonalen Entwicklung eine entscheidende Rolle,
kommt aber auch in pathogenen Bakterien wie Escherichia coli vor.

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit den physiko-chemischen
Eigenschaften der Polysialinsdure. Dabei wird insbesondere auf das Verhalten in
Losung eingegangen. Der Einfluss verschiedener Salze auf das Aggregationsverhalten
von Polysialinsdure wird diskutiert. Ferner werden Riickschliisse auf ihr Verhalten im
Korper getroffen.

In weiteren Abschnitten werden die Einsatzmoglichkeiten der Polysialinsdure
auf dem Gebiet der Biomaterialien untersucht. FEin Beispiel ist die
Oberflachenfunktionalisierung von Nanopartikeln. Als Modellsubstanz wurden hier
Silica-Nanopartikel verwandt, an die {iber einen Linker Polysialinsdure angebunden
wird. Mogliche Anwendungsgebiete fiir so funktionalisierte Partikel sind das drug
delivery im Gehirn und die kiinstliche Hyperthermie zur Krebstherapie.

Ein weiteres Beispiel ist die Verwendung von Polysialinsdure-Hydroxylapatit-
Kompositen als Knochenersatzmaterial. Im Rahmen dieser Arbeit werden solche
Materialien hergestellt und charakterisiert. Die Cytotoxizitit und die enzymatische
Abbaubarkeit der Komposite werden iiberpriift. Thre mechanischen Eigenschaften
werden getestet und mit denen von Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen verglichen.
Auf der Grundlage dieser Untersuchungen erfolgt eine Bewertung der
Einsatzmoglichkeiten als biodegradables Knochenersatzmaterial.

Im Rahmen der Arbeiten auf dem Gebiet der Knochenersatzmaterialien entstand
die Idee zur Entwicklung von Kombiimplantaten. Dabei handelt es sich um eine
neuartige Form biodegradabler Implantate. Die Kombiimplantate bestehen aus einer
Magnesiumhiille und einem Kompositkern. Als potentielles Einsatzgebiet kommt

primir die Anwendung als Knochennagel in Frage.

Schlagworter: Biomaterialien, Polysialinséure, drug delivery, Knochenersatz-
materialien, Komposite



ABSTRACT

The present work deals with organic-inorganic composites based on polysaccharides for
the application as biomaterials. It focuses on polysialic acid, which is a polysaccharide
produced by the human body. Polysialic acid plays a major part in the embryonic
development of the nervous system. It also occurs in some pathogenic bacteria such as
Escherichia coli.

The first part of this work addresses the physico-chemical properties of
polysialic acid. Particular attention is devoted to its behaviour in solution. The influence
of different salts on the aggregation behaviour of polysialic acid is discussed.
Furthermore, conclusions are drawn regarding its behaviour within the body.

Further parts of this thesis deal with possible applications of polysialic acid in
the field of biomaterials, for instance by way of modifying the surface of nanoparticles.
Experimental studies were carried out using silica nanoparticles as a model substance to
which polysialic acid was covalently attached via a linker. Potential applications for the
particles thus functionalised are drug delivery to the brain and artificial hyperthermia
for cancer therapy.

Polysialic acid—hydroxylapatite-composites may be used as bone replacement
materials. Such materials are produced and characterised as part of this thesis. The
cytoctoxicity and enzymatic degradation of the composites is assessed. Their
mechanical stability is tested and compared with the stability of chitosan-
hydroxylapatite-composites. An assessment of possible applications as biodegradable
bone replacement materials is carried out based on the results of these tests.

During the course of research activities on bone replacement materials, the idea
of ‘combined implants’ was conceived. These are a new type of biodegradable implants.
‘Combined implants’ consist of a magnesium shell filled with composite material. The

most likely field of application is the use as bone nails.

Keywords: biomaterials, polysialic acid, drug delivery, bone replacement, composites
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Aggregation 001-MY056 von Chun Kwang-Young [1].

1. EINLEITUNG

Polysaccharide besitzen in der Natur eine immense Bedeutung. Die Cellulose ist das
hiufigste Polysaccharid und gleichzeitig auch die hiufigste organische Verbindung auf
der Erde. Polysaccharide besitzen auch fiir den Menschen eine grofe Bedeutung.
Einerseits erfiillen sie physiologisch wichtige Funktionen und spielen in der Biochemie
des Korpers eine bedeutende Rolle. Andererseits finden sie in den unterschiedlichsten
technischen Bereichen Verwendung. Neben groftechnischen Anwendungen, zum
Beispiel in der Papierindustrie und der Abwasserreinigung, haben sich in den letzten
Jahren auch viele hochspezialisierte Anwendungen ergeben. Auch im Bereich der
Biomaterialien finden sie mehr und mehr Verwendung. Biomaterialien ersetzen im
Korper Funktionen, die aufgrund von Krankheit oder Unfdllen ausgefallen sind.
Dariiber hinaus werden sie in der Medizin zu therapeutischen Zwecken eingesetzt. In
letzter Zeit wurde eine Vielzahl neuer Materialien entwickelt, die in den
unterschiedlichsten Bereichen des Korpers Anwendung finden. Als Beispiel sind
biodegradierbare Implantate zu nennen. Diese haben die Aufgabe, Korperfunktionen
tempordr zu ersetzten und sich anschlieBend auflésen. Biodegradierbare Materialien
kommen unter anderem im Bereich des Knochenersatzes oder als Stents zum Einsatz.
Auf dem Gebiet der Knochenersatzmaterialien wurde in den letzten Jahren eine
Vielzahl neuer Materialien entwickelt. Neben Keramiken, Polymeren und Metallen
werden auch Kompositmaterialien erprobt. Der Einsatz all dieser bisher entwickelten

Materialien ist jedoch problematisch, da sie im Kd&rper unkontrolliert und somit héaufig
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zu schnell abgebaut werden. Das hat zur Folge, dass diese ausschlieflich an Stellen
eingesetzt werden konnen, die keiner mechanischen Belastung unterliegen. Die
Kontrolle des Abbauprozesses von biodegradablen Biomaterialien stellt eine zentrale
Anforderung an die nichste Generation von Implantatmaterialien dar. Dariiber hinaus
ist die Verbesserung der derzeit haufig unzureichenden mechanischen Eigenschaften der
eingesetzten Materialien anzustreben. Besitzen diese ein zu hohes Elastizitdtsmodul,
kann das durch ,,stress shielding* zum Auflésen des umgebenden Knochens fiihren: Die
Belastung wird iiberwiegend vom Implantat getragen, der ungeniigend belastete
Knochen wird abgebaut. Ist das Elastizitdtsmodul zu niedrig, halten die Materialien den
auftretenden mechanischen Belastungen nicht stand. Dariiber hinaus muss es Ziel sein,
die Knochenneubildung anzuregen und die Einheilung der Implantate zu verbessern.

Ein weiteres FEinsatzgebiet fiir Biomaterialien ist das drug delivery. Dabei
werden Wirkstoffe kontrolliert {iber einen lingeren Zeitraum im Korper freigesetzt.
Typischerweise werden dazu Nanopartikel eingesetzt, die mit Wirkstoffen beladen
wurden. In diesem Zusammenhang stellt der Wirkstofftransport ins Gehirn eine
besondere Herausforderung dar. Das Gehirn ist durch die Blut-Hirn-Schranke speziell
geschiitzt. Diese Barriere gilt es auch fiir die Nanopartikel zu iiberwinden. Eine
Verbesserung des Transports der Nanopartikel kann in der Medizin von grolem Nutzen
sein. So ist neben dem drug delivery auch die kiinstliche Hyperthermie ein potentielles
Anwendungsfeld [2].

Polysialinsdure ist ein korpereigenes Polysaccharid. Es besitzt eine sehr gute
Biovertrdglichkeit und ist daher fiir die Herstellung von Biomaterialien besonders gut
geeignet. Im menschlichen Korper nimmt Polysialinsdure eine wichtige Rolle bei der
embryonalen Entwicklung des zentralen Nervensystems ein. Sie ist an der Regulation
der Zell-Zell-Interaktion im Gehirn beteiligt [3]. Thr hoher Raumbedarf fiihrt zu einer
Erweiterung des Zell-Zell-Abstandes. Polysialinsdure ist ein Polyelektrolyt. Diese
Polymerklasse wird dadurch charakterisiert, dass ihre Monomereinheiten ionisierbare
Gruppen tragen. Durch die daraus resultierende AbstoBung der gleichnamigen
Ladungen der einzelnen Monomereinheiten ergibt sich der hohe Raumbedarf. Anders
als viele andere Biopolymere wie Chitosan oder Hyaluronsdure gibt es fiir
Polysialinsdure im adulten Korper keinen Metabolismus. Dies stellt einen zusétzlichen
Vorteil fiir die Anwendung als Biomaterial dar. Polysialinsdure ldsst sich allerdings
durch das aus einem Phagen stammende Enzym Endosialidase abbauen. So sollte

Polysialinsdure im Korper stabil sein, sich aber durch die Gabe von Endosialidase
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gezielt abbauen lassen. Die Forschergruppe 548 der DFG ,,Polysia“ erforscht die
Herstellung, die Eigenschaften und Funktion sowie die medizinische Anwendbarkeit
der Polysialinsdure. In diesen Rahmen ordnet sich auch diese Arbeit ein. Zum einen
wird auf die physiko-chemischen Eigenschaften der Polysialinsdure eingegangen und
zum anderen werden potentielle Anwendungen der Polysialinsdure im Bereich der
Biomaterialien erdrtert.

Bei den Untersuchungen zu den physiko-chemischen Eigenschaften gilt ein
besonderes Augenmerk dem Verhalten der Polysialinsdure in Losung. Mit Hilfe von
Lichtstreumethoden wird in dieser Arbeit das Aggregationsverhalten von
Polysialinsdure in wissrigen Losungen in Gegenwart verschiedener Salze untersucht,
um dadurch Riickschliisse auf das Verhalten im Korper treffen zu konnen.

Neben dem Aggregationsverhalten stehen in dieser Arbeit aber potentielle
Anwendungen der Polysialinsdure als Biomaterial im Vordergrund. Ein Ansatz zu
medizinischen Anwendungen ldsst sich der Natur entlehnen. Die Bakterien Escherichia
coli K1 und Neisseria meningitidis besitzen beide eine umgebende Schutzhiille, auch
Glycocalix genannt, die in diesen Féllen aus Polysialinsdure besteht [4, 5]. Diese Hiille
ermoglicht es den Bakterien, in das durch die Blut-Hirn-Schranke speziell geschiitzte
menschliche Gehirn einzudringen und dort Entziindungen zu verursachen [6]. Dies
gelingt, weil die die Bakterien umgebende Polysialinsdure vom Immunsystem nicht als
Fremdkorper erkannt wird, so dass die Bakterien nicht bekdmpft werden. Die Fahigkeit
der Bakterien, mittels einer Polysialinsdurehiille die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden,
wird als Anregung genommen, auch Nanopartikel mit einer Polysialinsdurehiille
auszustatten (Abb. 1-1). Dazu wird Polysialinsdure iiber einen Linker chemisch an
Silica-Nanopartikel gebunden. Ziel ist es, auf diese Weise ein neues System zum
Transport von Wirkstoffen ins Gehirn zu entwickeln, welches dort eine kontinuierliche
Abgabe des Wirkstoffs ermoglicht. Eine weitere denkbare Anwendung ist der Transport
von magnetischen Nanopartikeln in das Gehirn. Dort kdnnten diese zur Krebstherapie

mittels kiinstlicher Hyperthermie eingesetzt werden.
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(b)

Abb. 1-1. (a) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Escherichia coli-Bakteriums. Der
diffuse &duBlere Rand ist die Glycocalix aus Polysialinsdure. (b) Schema eines funktionalisierten
Nanopartikels. Der Kern des Nanopartikels ist in hellblau, der Linker in griin und die Polysialinsdure in
gelb dargestellt.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Weiterentwicklung von
Knochenersatzmaterialien. Es gibt eine Vielzahl von medizinischen Indikationen, die
einen Ersatz des natiirlichen Knochens erforderlich machen. Typische Beispiele sind
komplizierte Frakturen sowie der Knochenersatz nach der Explantation von
Knochentumoren. Oft wird das Implantatmaterial im Korper nur fiir einen bestimmten
Zeitraum benoétigt. In solchen Féllen ist der FEinsatz von biodegradierbaren
Implantatmaterialien sinnvoll. Diese Materialien 16sen sich mit der Zeit auf und werden
dann durch natiirlichen Knochen ersetzt. In diesem Bereich werden, wie schon erlédutert,
unterschiedliche Werkstoffe eingesetzt. Ein Beispiel sind Kompositmaterialien. Bei
Kompositen handelt es sich wie beim natiirlichen Knochen um organisch-anorganische
Verbundwerkstoffe. Ein Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit Polysaccharid-
Hydroxylapatit-Kompositen. Dabei werden hier unter anderem Chitosan—
Hydroxylapatit-Komposite vorgestellt. Diese wurden schon in der Literatur beschrieben
[7, 8]. Im Rahmen dieser Arbeit werden ihre mechanischen Eigenschaften getestet und
mit den Eigenschaften des natiirlichen Knochens sowie anderer Komposite verglichen.
Chitosan ist die zweithdufigste organische Verbindung der Erde. Neben einer guten
Verfiigbarkeit besitzt es eine gute Biovertrdglichkeit und wird vom menschlichen
Korper abgebaut. Dieser Abbau erfolgt allerdings unkontrolliert, so dass

Chitosanwerkstoffe schon nach vergleichsweise kurzer Zeit vom Korper resorbiert
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werden. In diesem Zeitraum kann der Korper das Implantat nicht durch natiirlichen
Knochen ersetzen. Das fiihrt dazu, dass die Chitosan—Hydroxylapatit-Komposite nicht
an mechanisch beanspruchten Stellen im Korper eingesetzt werden konnen.

Auch im Bereich der Knochenersatzmaterielien wird in dieser Arbeit die
Moglichkeit zum Einsatz von Polysialinsdure in Form von Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Kompositmaterialien diskutiert, die ja als korpereigenes Material eine
optimale immunologische Vertraglichkeit besitzt und dort stabil ist, andererseits aber
auch gezielt abgebaut werden kann. Polysialinsdure besitzt damit gegeniiber anderen
Polysacchariden wie Chitosan oder Hyaluronsdure entscheidende Vorteile, da diese
unkontrolliert durch einen korpereigenen Metabolismus abgebaut werden. In dieser
Arbeit wird die Herstellung und Charakterisierung dieser neuen Art von
Kompositmaterialien vorgestellt.

Organisch-anorganische Kompositmaterialien sind zwar bioresorbierbar und
ahmen die Eigenschaften des natiirlichen Knochens nach, jedoch halten sie den
mechanischen Belastungen bei der Implantation und im Korper meist nur unzureichend
stand. Dariiber hinaus bedarf es einer zusitzlichen Fixierung der Implantate.
Metallische Implantate besitzen im Vergleich dazu bessere mechanische Eigenschaften.
Die meisten als Implantatmaterialien einsetzbaren Metalle sind jedoch nicht
biodegradierbar. Neben Eisen weist lediglich Magnesium diese Eigenschaft auf und
fordert zudem die Knochenneubildung [9]. Bei seiner Korrosion entstehen jedoch grofle
Mengen an Wasserstoff im Korper. Um die Vorteile von metallischem Magnesium mit
denen der organisch-anorganischen Komposite zu verbinden, wurde hier im Rahmen
des Sonderforschungsbereichs 599 , Biomedizintechnik eine neue Form der
biodegradierbaren Implantate entwickelt: die Kombiimplantate. Diese bestehen aus
einer Magnesiumhtille, die ein organisch-anorganisches Komposit als Kern umgibt. Die

Erfindung wurde zum Patent angemeldet.
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In diesem Teil sollen die theoretischen Grundlagen der Arbeit erldutert werden. Dariiber

hinaus soll der Stand der Technik wiedergegeben werden.

2.1 Biomineralien — Vorbilder aus der Natur

Der Begriff ,Biomineralisation’ beschreibt die Bildung von anorganischen Substanzen
durch Lebewesen. Heute sind iiber 70 verschiedene Biomineralien bekannt. Sie
bestehen zumeist aus einem anorganischen und einem organischen Bestandteil, wobei
das Verhiltnis der beiden Komponenten sehr stark variieren kann. Biomineralien
besitzen oft einen hochgradig hierarchischen Autbau, der sich in einer geordneten
Struktur auf mehreren Groflenskalen manifestiert. Dieser Aufbau trdgt zu ihren
hervorragenden mechanischen Eigenschaften bei [10]. Zu den wichtigsten
Biomineralien zdhlen amorphes Siliciumdioxid, Calciumcarbonat und, wegen seiner
grofen Bedeutung fiir den Menschen, Hydroxylapatit [11]. Letzterer ist
Hauptbestandteil des Knochens (Abb. 2-1). Im Folgenden soll nun auf den Knochen

nédher eingegangen werden.

Abb. 2-1. Photographie eines Oberschenkelknochens im Querschnitt aus [12].
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Als Knochen bezeichnet man das harte, skelettbildende Stiitzgewebe der Wirbeltiere. Er
besteht zu circa 70 % aus anorganischen und zu 30 % aus organischen Bestandteilen.
Der wichtigste organische Bestandteil des Knochens mit etwa 85-90 % ist das
Kollagen I, ein Strukturprotein. Seine Polypeptidketten bilden eine Tripelhelixstruktur.
Dariiber hinaus enthélt der Knochen noch ungefihr 200 weitere Proteine, wie
Osteocalcin, Knochenproteoglycan und Sialoprotein.

Der anorganische Anteil des Knochens besteht zu 95 % aus Hydroxylapatit
(HAP). Hydroxylapatit Cas(PO4);OH ist das stabilste Calciumphosphat. Im reinen
Zustand handelt es sich um einen weilen Festkorper. Im neutralen Medium ist HAP
schwer 16slich. Chemisch reiner Hydroxylapatit kristallisiert in monokliner Form. Diese
wird aber oberhalb von 250 °C in die hexagonale Form umgewandelt. Die hexagonale
Form wird auch durch den Einbau von Fremdionen, wie z.B. Fluorid an Stelle von
Hydroxid, stabilisiert, so dass diese Modifikation auch bei Raumtemperatur gebildet
werden kann. In Hydroxylapatit konnen eine Vielzahl von Fremdionen eingebaut
werden. Alle Gitterplatze sind so flexibel, dass sie zum Teil substituiert werden konnen.
Das Calcium kann durch Natrium, Kalium, Magnesium oder Strontium, das Phosphat
durch Carbonat und das Hydroxid durch Fluorid oder Chlorid ersetzt werden. Der
,biologische Hydroxylapatit’ ist immer nichtstochiometrisch aufgebaut. Er enthélt stets
zwischen 5-8 Gewichtsprozent Carbonat [13]. Carbonat inhibiert die Hydroxylapatit-
Kristallisation [14]. Bei der Knochenneubildung scheint amorphes Silica eine wichtige
Rolle zu spielen [15].

Knochen besitzt, wie viele andere Biomineralien auch, einen komplexen
hierarchischen Aufbau [16]. Im erwachsenen Korper gibt es zwei verschiedene
Knochenformen: die Corticalis und die Spongiosa. Zur Corticalis gehoren beim
Menschen etwa 80 % des gesamten Knochenvolumens. Sie ist eine kompakte Struktur
von hoher Dichte, die vor allem an der KnochenauBlenseite zu finden ist. Die
grundlegende Struktureinheit ist hierbei das Osteon, auch Haver’sches System genannt
(Abb. 2-2). Es besitzt einen zylinderformigen Aufbau und eine rdumliche Ausdehnung
von 0.25mm x 10 — 50 mm. In der Mitte dieses Zylinders verlduft der Haver’sche
Kanal, durch den Blut und Nervenbahnen verlaufen. Uber seitliche Verzweigungen, die
Volkmann’schen Kanile, sind die einzelnen Osteone miteinander verbunden. Der
Zylinder selbst ist aus Knochenlamellen, den Haver’schen Lamellen, aufgebaut. Diese
sind etwa 3-7 um dick. Zwischen diesen Lamellen sind Osteozyten eingebettet, auf die

im Folgenden noch einmal eingegangen wird. Die Lamellen selbst bestehen wiederum
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aus Kollagenfasern, auch Fibrillen genannt, die etwa 15 um lang und 50 -70 nm dick
sind [17]. In diese ist nanokristalliner, carbonathaltiger Apatit eingelagert. Die
Apatitkristalle sind zwischen 2 und 3 nm dick und etwa zehnmal so lang und breit [18].
Die Kristallite sind parallel zur Faser entlang der kristallographischen c-Achse
angeordnet. Thre geringe GroBe, die sich im Nanometerbereich bewegt, spiegelt sich
auch im Rontgendiffraktogramm wieder. Die Reflexe sind gegeniiber synthetischem,

kristallinem HAP deutlich verbreitert.

Abb. 2-2. Lichtmikroskopische Aufnahme eines eingefarbeten Querschnitts durch ein Osteon aus [12].

Neuere Festkorper NMR-Studien von Wise et al. zeigen, dass der Hydroxylapatit nicht
direkt mit dem Kollagen verbunden ist, sondern iiber Polysaccharide angebunden, die
den Proteoglycanen und den Glycosaminoglycanen éhnlich sind. Es steht zu vermuten,
dass Polysaccharide auch bei der Knochenbildung eine wichtige Rolle spielen und dass
dieser Prozess nicht ausschlieBlich {iber Proteine gesteuert wird [18].

Die Spongiosa befindet sich im Inneren des Knochens und besitzt eine
vergleichsweise geringe Dichte. Sie stellt eine Art Geriiststruktur dar (Abb. 2-3). Die
fein verzweigten Knochenstrukturen, auch Trabekel genannt, machen nur etwa 20 %
des Knochenvolumens aus. Spongiosa hat aber aufgrund ihrer Porositit ein 10 mal
grofleres Verhéltnis von Oberfliche zu Volumen als Corticalis. Die hohe Porositét ist

wichtig flir den Stoffaustausch und die Zugéinglichkeit der Zellen.
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Knochen weist interessante mechanische Eigenschaften auf. Betrachtet man zunéchst
die einzelnen Komponenten, aus denen der Knochen besteht, so stellt man fest, dass sie
fiir sich genommen nicht den hohen mechanischen Anforderungen an den Knochen
gerecht werden. Hydroxylapatit besitzt zwar eine hohe Festigkeit, ist aber gleichzeitig
sehr sprode. Bei Belastungen, wie Springen, wiirde ein Knochen aus reinem HAP sehr
schnell zerspringen. Andererseits wiirde ein Knochen aus reinem Kollagen zwar
geniigend Flexibilitdt mitbringen, um nicht sofort zu brechen, aber viel zu weich sein,
um die erforderlichen Stiitzfunktionen zu erfiillen. Diese Probleme treten im Knochen
hingegen nicht auf. Er ist ein Verbundwerkstoff oder Kompositmaterial, in dem die
positiven Eigenschaften der beiden Ausgangsmaterialien miteinander verkniipft werden
bzw. neue Eigenschaften entstehen. Dabei sorgt das Kollagen fiir eine ausreichende
Elastizitit und der Hydroxylapatit fiir die entsprechende Hirte. Vergleicht man
Knochen mit Materialien entsprechender Elastizitdt, so besitzen diese eine sehr viel
geringere Hirte [19]. Zur Vergleichbarkeit von Materialien wird das Elastizitdtsmodul
(E-Modul) herangezogen. Das E-Modul ist ein Materialkennwert, der den
Zusammenhang zwischen Spannung und Dehnung bei der Verformung eines festen
Korpers bei linearem Verhalten beschreibt. Spongiosa hat ein E-Modul zwischen 1-0.34
GPa und Corticalis zwischen ein E-Modul 15 und 20 GPa.

Abb. 2-3. Computertomographie von Spongiosa aus [12].

10
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Neben der Stiitzfunktion erfiillt der Knochen auch die Aufgabe eines Depots fiir
essentielle Ionen, wie Calcium, Phosphat, Kalium, Natrium, Magnesium, Fluorid,
Chlorid und Carbonat [14, 20, 21].

Der Knochen ist kein starres Gebilde. Er unterliegt einem stindigen Ab- und
Wiederaufbau. Dieser Prozess wird Remodelling genannt. An diesem Prozess sind vor
allem drei Zelltypen beteiligt: Osteoclasten, Osteoblasten und Osteozyten. Die
Osteoclasten bauen den Knochen ab. Dazu sitzen sie an der Knochenoberfliche und
bilden dort ein Kompartiment aus, in das hinein Sdure ausgeschieden wird, die den im
Knochen enthaltenen Hydroxylapatit aufldst. Darliber hinaus bauen Kollagenasen das
Kollagen ab. Die Osteoblasten bilden stidndig neuen Knochen. Zunéchst bilden sie den
ummineralisierten Osteoid, der vornehmlich aus Kollagen I besteht, anschlieend
steuern sie dessen Mineralisierung. Mit zunehmendem Knochenwachstum werden die
Osteoblasten vom aufgebauten Knochen umbhiillt. 20 % dieser Zellen wandeln sich dann
in Osteozyten um. Die Aufgabe der Osteozyten ist immer noch Gegenstand der
Forschung. Man nimmt an, dass sie das Remodelling steuern. Sie sind durch
Plasmakandle mit den Zellen der Knochenoberfldche verbunden.

Durch Entziindungen im Korper entsteht ebenfalls ein saures Milieu. Das kann
zum Knochenabbau fiihren, da der Hydroxylapatit bei sauren Bedingungen nicht stabil
ist. Knochenabbau sowie die Mdglichkeit, Knochen durch Krebserkrankungen oder
Unfille zu verlieren, kann den Ersatz des natiirlichen Knochens erforderlich machen.
Der Stand der Technik in diesem Bereich wird in Abschnitt 2.4 behandelt.

Um die Biomineralisation von Knochen nachzuahmen, wurden von Busch
Mineralisationsexperimente von Hydroxylapatit in einem Kollagengel durchgefiihrt.
Dabei beobachtete sie unterschiedliche Wachstumsstadien von Kristallen. Beginnend
mit einem stdbchenférmigen Kristall kommt es zur Ausbildung von hantelférmigen
Kristallen, deren Enden bei weiterem Wachstum zusammenwachsen und kugelformige

Gebilde bilden [22].

11
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2.2 Polysaccharide — vielfdltige Materialien in der Natur und der
Medizin

In der Natur kommt eine groBle Anzahl von Polysacchariden vor, die dort auf
vielfdltigste Weise eingesetzt werden. Polysaccharide sind Zuckerpolymere, die in
jedem lebenden Organismus vorkommen. Sie erfiillen eine Vielzahl von Funktionen,
von der Energiequelle bis zu strukturgebenden Materialien. Dariiber hinaus nehmen sie
aber auch speziellere Aufgaben wahr, wie z.B. Heparin bei der Blutgerinnung [23]. Das
hdufigste natiirliche Polysaccharid ist die Cellulose, die zugleich die haufigste
organische Verbindung der Erde ist. Ihr Anteil an der Biomasse betrigt 50 % [24].

Grundsitzlich lassen sich Polysaccharide in drei Klassen -einteilen: die
strukturgebenden, die lagerbildenden und die gelbildenden Polysaccharide. Im
Vergleich zu anderen Biopolymeren besitzen Polysaccharide eine hohe Anzahl von
funktionellen Gruppen und eine hohe konformative Rigiditit [25, 26]. Polysaccharide,
besonders wenn sie wasserloslich sind, gehoren oft zur Klasse der Polelektrolyte, deren
Eigenschaften in Abschnitt 2.3 erldutert werden. Diese ionischen Polysaccharide finden
besonders hdufig industrielle Anwendung. Sie sind, wenn sie als monovalente Salze
vorliegen, gewohnlich sehr gut Ioslich. Es gibt auch einige spezifische
Wechselwirkungen, wie im Fall von K-Carragen und Kalium. In Gegenwart divalenter
Kationen, wie Calcium, kommt es hdufig zur Ausbildung eines Gels [27].

Natiirliche Polysaccharide finden schon seit langem Anwendungen in der Medizin.
Hierbei sind vor allem Chitosan und Hyaluronsdure zu nennen, deren Eigenschaften im
Folgenden erldutert werden. Ein potentiell fir den Einsatz in der Medizin
hochinteressantes Polysaccharid ist die Polysialinsdure, deren Eigenschaften ebenfalls

im Folgenden erldutert werden.

2.2.1 Chitosan

Chitin ist ein in der Natur vorkommendes Polysaccharid. Es ist nach Cellulose das
zweithadufigste natiirliche Polymer und kommt vor allem in Tieren und Pilzen vor.
Chitin ist ein Hauptbestandteil der Panzer von Krabben und Krebsen, der festen

Bestandteile von Tintenfischen sowie von Insektenpanzern. Dadurch ergibt sich eine
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hohe Verfiigbarkeit des Materials. Chitin besteht aus p(1,4) verknilipften N-
Acetylglycosamin-Einheiten [28,29]. In der Regel gewinnt man es durch
Demineralisierung von Krabbenschalen, die als Abfall in der Fischindustrie anfallen.
Dazu werden die Schalen zunichst in 5 % Natronlauge gekocht, um eventuell noch
vorhandene Fleischreste zu entfernen. AnschlieBend wird die Schale mit kalter 2 %iger
Salzsdure demineralisiert. [30].

Durch die alkalische Deacetylierung von Chitin ldsst sich ein im Sauren
l16sliches Polysaccharid, das Chitosan (Abb. 2-4) gewinnen. Die Deacetylierung verlauft
zumeist unvollstindig, etwa 10-20 % aller Monomereinheiten tragen noch eine
Acetylgruppe [29]. Der Grad der Deacetylierung ldsst sich mit Hilfe einer Kombination
verschiedener NMR-Spektroskopietechniken (flissig '"H NMR, C Festkérper NMR
und N CP-MAS Festkorper NMR) feststellen [31]. Chitosan mit einem
Deacetylierungsgrad von 100 % ldsst sich aus einigen Pilzen gewinnen [26].
Kommerziell erhiltliches Chitosan weist grole Unterschiede im Molekulargewicht und
seiner Kristallinitdt auf. So unterscheiden sich die Rontgen-Diffraktogramme einer
Chitosanprobe aus Krabbenschalen von der einer Chitosanprobe aus Tintenfischen.
Chitosan zeigt im Rontgen-Diffraktogramm aber grundsitzlich einen breiten Peak bei

20 °20[32].

OH

OH

Abb. 2-4. Strukturformel von Chitosan.

Im neutralen wissrigen Medium ist Chitosan unldslich. Es kann aber durch
Derivatisierung in eine auch im Neutralen 16sliche Form {iberfiihrt werden [33, 34].
Chitosan 16st sich im sauren wéssrigen Medium. Kommerziell erhiltliche Chitosane
fallen bei einem pH oberhalb von 6 aus [35, 26].

Die Aminogruppe des Chitosans ist stark elektronegativ geladen und kann protoniert

werden. Dadurch ist Chitosan einerseits positiv geladen und damit polar, besitzt aber
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andererseits durch die noch N-acetylierten Aminogruppen auch hydrophobe
Eigenschaften. Es hat also einen amphiphilen Charakter [26]. Die Monomere sind durch
eine diequatoriale glycosidische Bindung miteinander verkniipft. Dadurch ist die
Rotation von Monomereinheiten gegeneinander geometrisch eingeschriankt. Diese
Steifigkeit filhrt zu eher gestreckten Ketten. Daraus resultiert auch eine hohe
intrinsische Viskositdt von Chitosanldsungen. Kjoniksen et al. beschreiben die Bildung
von Aggregaten, die mit sinkender Temperatur, steigender Konzentration und
steigender Hydrophobizitidt des Chitosans zunehmen. Die Hydrophobizitit nimmt mit
der Anzahl der verbliebenen N-Acetylgruppen zu [36-40].

Chitosan besitzt ein breit gefiachertes Anwendungsspektrum. Es kann durch
seine Fahigkeit zur Komplexierung von Schwermetallionen zur Reinigung von
Abwissern eingesetzt werden [41-43]. In Kliranlagen findet es als Flockungsmittel
Anwendung. In der Nahrungsmittel- bzw. Didtmittelindustrie wird Chitosan als
Fettblocker eingesetzt. Dariliber hinaus ist der Einsatz von Chitosannanopartikeln in
Zahnpasta als Wirkstofftransporter und —depot moglich [44]. Chitosan kann auch zur
Darstellung von pordsen Silicahybridnanopartikeln oder zur Bereitstellung von
Palladium in Losung eingesetzt werden. Das ermdglicht auch den Einsatz als
Katalysatortrager [45, 46].

Chitosan ist biokompatibel, biodegradabel, biologisch aktiv und besitzt eine
geringe Toxizitdt [36, 47, 48]. Diese Vorziige lassen es als gutes Ausgangsmaterial fiir
die Herstellung von Implantatmaterialien erscheinen. In Verbindung mit Hydroxylapatit
findet Chitosan als Knochenersatzmaterial Anwendung (siche Abschnitt 2.4
Knochenersatzmaterialien). Durch chemische Modifizierung ldsst es sich zudem als
medikamentenhaltige Wundabdeckung und als ,drug-release’-System einsetzen [49-
52].

Chitosan wird im Korper durch Lysozyme enzymatisch abgebaut. Dabei ist zu
beachten, dass der Abbauprozess vom Deacetylierungsgrad des Chitosans abhingig ist.
Chitosan mit einem hohen Deacetylierungsgrad besitzt eine hohere Verweilzeit im

Korper als Chitosan mit einem niedrigen Deacetylierungsgrad [53].
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2.2.2 Hyaluronsdure

Hyaluronséure (Abb. 2-5) ist ein korpereigenes Biopolymer, welches vor allem in
Gelenken vorkommt. Dort erfiillt sie vor allem die Aufgabe eines Lubrikationsmittels.
Gewonnen wird Hyaluronsdure aus Hahnenkdmmen, aus den Glaskdrpern in
Rinderaugen oder aus Nabelschniiren [54, 55]. Diese Verfahren sind allerdings teuer
und die so gewonnene Hyaluronsdure ist oft mit Proteinen verunreinigt. Fiir die
industrielle Anwendung wird Hyaluronsdure heute aus Bakterienkulturen von
Streptococcus zooepidemicus gewonnen [56]. Dieses Verfahren ermoglicht eine
preiswerte Produktion bei hoher Reinheit.

Hyaluronsdure ist ein linearer Polyelektrolyt aus alternierenden [1,4D-
Glucuronsdure- und B1,3 N-Acetyl-D-glucosamin-Einheiten. Die Kettenldnge kann
10 000 oder mehr Disaccharideinheiten betragen. Ein gestrecktes Polymer besitzt damit
eine Lange von 10 um [57]. Im festen Zustand nimmt Hyaluronséure eine einfach- oder
doppelhelicale Struktur ein. Welche Struktur eingenommen wird, ist vom jeweiligen
Gegenion abhéngig. Ein reines Natriumsalz nimmt eine kompakte helicale Struktur ein.
In der Gegenwart von Calcium hat die Hyaluronsdure die Struktur einer einfachen Helix,
kann aber unter bestimmten Umstinden eine Doppelhelixstruktur einnehmen [55].
Dabei wirken Calciumionen als Briicke zwischen zwei antiparallelen Polymerketten; es

werden Carboxyl-Calcium-Carboxyl Koordinationen ausgebildet [58].

OH

, HoOC

O
HO

Abb. 2-5. Strukturformel von Hyaluronséure.

In physiologischer Losung ist die Struktur von internen Wasserstoftbriickenbindungen
und Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel bestimmt. Die axialen
Wasserstoffatome bilden eine unpolare, vergleichsweise hydrophobe Oberflache,
wihrend die dquatorialen Seitenketten eine polare hydrophile Fliche bilden. Dadurch

wird eine verdrehte bandartige Struktur erzeugt, die auch als Doméne bezeichnet wird
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(siehe auch Abschnitt 2.3) (Abb. 2-6 (a)). Diese Dominen bestehen im Falle der
Hyaluronséure aus einer einzelnen Polymerkette. Innerhalb der Dominen ist die
Hyaluronsdurekonzentration vergleichsweise gering. Sie nehmen in einer salzarmen
Losung ein grofes Volumen ein. Das fithrt dazu, dass in einer Lésung mit einer
Konzentration von 1 g/L sich die Dominen iiberlappen. Innerhalb dieser Doménen
konnen kleine Molekiile wie Wasser und Elektrolyte frei diffundieren. Die Diffusion
von grofleren Molekiilen, wie Proteinen, ist gechemmt. Allerdings diffundieren solche
Hyaluronséduredomédnen selbst durch die Losung. So bilden sich immer wieder Poren
aus, durch die dann auch die Proteine diffundieren konnen. Das fiihrt dazu, dass zwar
alle Molekiile durch ein Hyaluronsdurenetzwerk diffundieren konnen, sie aber durch
thre unterschiedlichen hydrodynamischen Radien unterschiedliche Diffusions-

hemmungen erfahren (Abb. 2-6 (b)) [56, 57].

(a) (b)

Abb. 2-6. Modell einer Hyaluronsduredoméne vom Molekiil in Losung. (a) Hyaluronsduredoméne in
salzarmer, verdiinnter Losung. Die blaue Flichen sind hydrophil und die roten hydophob dargestellt. (b)
Querschnitt durch die Doméne. Die Kreise repriasentieren Hohlraume, die zur Diffusion anderer Molekiile
zur Verfligung stehen. Die Abbildungen stammen aus [57].

Hyaluronséure besitzt ein hohes Wasserbindungsvermogen und hat viskoelastische
Eigenschaften, die von den jeweiligen auftretenden Scherkridften abhidngen. Die
Viskoelastizitdt nimmt bei hohen Scherkriften ab und bei niedrigen zu. Bei geringen
Scherkriften liegt Hyaluronsdure in der oben erlduterten Doménenstruktur vor. Durch
diese wird die Losung sehr viskos. Bei starken Scherkréften richten sich die

Polymerketten entlang der FlieBrichtung aus. Dadurch sinkt der FlieBwiderstand und
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somit die Viskositit erheblich. Diese Eigenschaft erlaubt eine optimale Ddmpfung und
Schmierung von Gelenken. Im Korper kommt Hyaluronsdure als deprotoniertes
Polyanion vor. Sie ist Hauptbestandteil der extrazelluldren Matrix, in der die meisten
Gewebe differenzieren [57, 59]. Dariiber hinaus besitzt Hyaluronsdure (HYA) eine
antientziindliche Wirkung [60]. Die Hauptanwendungsgebiete fiir Hyaluronséure liegen
in der Augenchirurgie, bei der Behandlung von Arthrose und in der Kosmetikindustrie
[55]. Hyaluronsdure findet schon seit den 80er Jahren des vorigen Jahrhunderts
Anwendung als Material zur Herstellung von Intra-Occular-Linsen [61]. Die

Einsatzmdglichkeiten als Knochenersatzmaterial werden in Abschnitt 2.4 erldutert.

223 Polysialinsdure

Polysialinsduren (PSAs) sind Zelloberflichenpolysaccharide, die sowohl in
Eukaryonten als auch in Prokaryonten vorkommen. Diese Polysaccharide sind
Polymere der Sialinsdure. Sialinsduren sind die Derivate des C9 Zuckers Neuraminséure.
Sie tragen alle an der C1 Position eine Carboxylgruppe und an Position 5 eine
Aminogruppe [62]. Von den iiber 40 Derivaten bilden aber nur einige Polymerketten
[63-65]. Diese linearen Kohlenhydrate werden von N-Acetylneuraminsiure (NeuSAc),
N-Glycolylneuraminsidure (Neu5Gc) und 3-Desoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonuloson-

sdure (KDN) gebildet (Abb. 2-7).

OH
OH HO HO OH
HO
COOH COOH
COOH OH OH
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Abb. 2-7. Polymerbildende Derivate der Sialinsdure. (a) N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac), (b) N-
Glycolylneuraminsédure (Neu5Gc) und (c) 3-Desoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulosonsiure (KDN).

Bei N-Acetylneuraminsdure kann die Verkniipfung der Monomereinheiten auf zwei
verschiedene Weisen erfolgen. Die Zuckerketten konnen entweder o2,8- oder a2,9-
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verkniipft sein. Neben diesen beiden Polymeren gibt es auch die Moglichkeit einer
alternierenden Verkniipfung [66]. Diese Arbeit beschiftigt sich ausschlieBlich mit dem
a2,8-verkniipften Polymer der NeuSAc (Abb. 2-8).

o)

OH

HO

AcHN

HO

Abb. 2-8. Strukturformel der a2,8-verkniipften Polysialinsdure.

Der Polymerisationsgrad variiert zumeist zwischen 8 und 400 Monomereinheiten [66,
67]. Kommerziell erhéltlich ist das Natriumsalz der Séure, das auch Colominsédure (CA)
genannt wird. Diese wird aus Bakterienkulturen von Escherichia coli K1 (Abb. 2-9)

gewonnen [4-6].

Abb. 2-9. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Escherichia coli aus [68]. Die aus
Polysialinsdure bestehende Glycocalix ist als d&ulerer Rand zu erkennen.
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Weitere PSA produzierende Bakterien sind Neisseria meningitides und Pasteurella
haemolytica [67, 69-72]. In allen Fillen befindet sich die PSA vornehmlich an der
duBeren Oberfliche der Zellwand. Dort ist sie mit einem Phospholipidanker an die
Zellmembran gebunden [66]. Diese Zuckerschicht an der Bakterienoberfliche wird
auch Glycocalix genannt und formt eine Art Schutzmantel [73]. Escherichia coli bildet
einige Stunden nach der Geburt Kolonien im Verdauungstrakt eines Neugeborenen. In
der Regel koexistieren E. coli und sein Wirt iiber Jahre hinweg und ziehen
gegenseitigen Nutzen voneinander. E. coli kann allerdings ernsthafte Erkrankungen wie
Diarrhé verursachen, wenn es in die Blutbahn gelangt. Insbesondere bei E. coli Kl
besteht die Gefahr, dass das Bakterium die Blut-Hirnschranke iiberwindet. Dabei kann
es zu einer Hirnhautentziindung oder einer Sepsis kommen [6]. Neisseria meningitides
kann als hirninvasives Bakterium ebenfalls diese Erkrankungen verursachen. Der
menschliche Korper hat Schwierigkeiten bei der Immunabwehr dieser Bakterien. Die
Ursache dafiir liegt in deren Glycocalix aus PSA. Da PSA auch bei Séugetieren
vorkommt, wird das Bakterium nicht als Fremdkorper erkannt und kann nicht vom
Immunsystem bekdmpft werden [67, 72].

Wie oben schon erwihnt, kommt PSA nicht nur in Prokaryonten, sondern auch
in Eukaryonten vor. Dabei ist besonders die Rolle der PSA in hoheren Vertebraten und
dabei insbesondere bei Sdugetieren zu beachten [66]. PSA ist bei ihnen an bestimmte
Proteine gebunden [74]. Eine wichtige Rolle spielt PSA bei der Entwicklung des
zentralen Nervensystems. Die Polysialinsdure ist an das neuronale Zelladhisions-
molekiil (NCAM), ein Zelloberflichenglycoprotein, gebunden [75-77]. Seine
polysialysierte Form gilt als Hauptregulator fiir die Zell-Zell-Interaktion im
Nervensystem. Polysialinsdure wirkt als anti-adhésiver Faktor, der durch das Erlauben
von Plastizitit die Zell-Zell-Interaktion moduliert [3]. Die anti-adhdsive Funktion von
PSA beruht vermutlich auf einer sterischen Hinderung. Polysialinsdure ist ein
Polyelektrolyt (vergl. Abschnitt 2.3), der aufgrund seiner sich abstolenden negativen
Ladungen einen groBBen Platzbedarf besitzt. Dadurch wird die Zelladhédsion verhindert
(Abb. 2-10). Der hohe sterische Anspruch der Polysialinsdure ldsst sich aber nur bei
niedrigen Salzkonzentationen beobachten. Bei steigenden Salzkonzentrationen bricht
die rdumliche Ausdehnung zusammen (siehe. Abschnitt 2.3 Polyelektrolyte) [78, 79].
Yang et al. bestimmten die Erweiterung des Zell-Zell-Abstandes durch die
Polysialisierung von NCAM auf {iber 10 nm. Zur Bestimmung des Zell-Zell-Abstandes

wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen an Neuroblastomen in einer Agar-
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Agar Matrix in Gegenwart diverser Salze vorgenommen [80]. Zudem ist der
Polymerisationsgrad der PSA fiir die Regulierung der Funktion von NCAM
verantwortlich [81, 82].

Der Einfluss der Polysialinsdure auf die Zelladhdsion ist mit polyelektrolyte
brushes zu vergleichen (siehe Abschnitt 2.3). Thr Aufbau kann als kiinstliche Zellwand
verstanden werden. Die an der Oberfliche gebundenen Polyelektrolyte &ndern ihre
rdumliche Ausdehnung mit der sie umgebenden Salzkonzentraion in Losung. Bei
niedrigen Salzkonzentrationen haben sie eine grole Ausdehnung und bei hdheren
Salzkonzentrationen eine geringere. Dieser Effekt ldsst sich auch bei polysialisiertem

NCAM beobachten [79].

T it e e (0l pmsa
M et e 1 g

sy 1

(a) (b)

NCAM PSA Zellmembran

Abb. 2-10. Zell-Zell-Interaktion von NCAM und der polysialisierten Form von NCAM nach [3]. (a) Zell-
Zell-Interaktion ohne Polysialinsdure. Die Zellen adhérieren. (b) Zell-Zell-Interaktion mit Polysialinsdure.
Die Zellenadhdsion wird vermieden.

Polysialinsdure nimmt zudem eine wichtige Polle bei der Zellmigration, der Leitung
von Axonen, der Ausbildung von Synapsen und der Verzweigung von Axonen ein [66,
83]. Im menschlichen Kdérper kommt Polysialinsdure neben der Anbindung an das
neurale Zelladhdsionsmolekiil auch in humaner Milch, der Niere, dem Herz, der
Pankreas und in Natriummembrankanélen vor [84-87].

Ca’" Ionen treten mit NCAM in Interaktion [88,89]. Dabei scheint eine

Variation der Ca®" Ionenkonzentration die Ausrichtung neu gebildeter Axone zu
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beeinflussen [90]. Calcium scheint auch fiir die Steuerung der Zellaggregation an
NCAM verantwortlich. Dazu gibt es aber auch widerspriichliche Quellen [91]. Wenn
man die Stabilitdtskonstanten von Alkali- bzw. Erdalkalimetallkationen mit NeuS5Ac
betrachtet, féllt auf, dass die Erdalkalimetallkationen im Gegensatz zu den
Alkalimetallkationen stirker zur Komplexbildung neigen. Dabei fillt ins Auge, dass die
Stabiltitkonstante des Ca®*-Komplexes 2.5 mal groBer ist als die der entsprechenden
Mg®" Verbindung [92]. Allerdings zeigen Circular-Dichroismus-Studien (CD) bei der
Zugabe von Ca>" oder Mg”" zur Colominsiure iiber einen weiten Temperaturbereich
keine Anderung der Konformation an. Das deutet darauf hin, dass sich im Polymer
keine Chelatkomplexe bilden, bei denen sich groBere konformative Anderungen
ergiben [93]. Die Fahigkeit, Calcium zu binden, ist stark vom Polymerisationsgrad der
Polysialinsdure abhingig. Die Affinitdt zu Calcium ist bei langerkettiger (mehr als 20
Monomereinheiten) Polysialinsdure dreimal hoher als bei kurzkettiger. Shimoda et al.
weisen eine deutliche Verdnderung des CD-Spektrums von liangerkettiger Colominsdure
in Gegenwart von Calcium nach [94].

Uber die strukturellen Eigenschaften von PSA in wissrigen Losungen existieren
widerspriichliche Studien. Aufgrund der ersten 2D-NOE-NMR und DQF-COSY-
Untersuchungen wird filir eine ausreichend lange Polymerkette eine helicale
Sekundérstruktur  vorgeschlagen [95]. Nachfolgende Studien definierten eine
Neunerhelix als grundlegende Struktureinheit [96]. Eine Neuner-Einheit wird auch von
Antikdrpern benétigt, um die PSA zu erkennen [97]. Neuere “C- und '"H-NMR-
Untersuchungen zeigen, dass CA in Losung eher die Form eines zufélligen Knéduels als
eine rigide Konformation einnimmt. Die Messungen fanden in Gegenwart von 0.025 M
Natriumhydrogenphosphat und 0.0005 M Ethylendiamin statt [67]. Toikka et al. zeigten
mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie, dass Polysialinsdure-Oligomere dazu neigen,
faserartige Strukturen auszubilden (Abb. 2-11). Zur Probenpriparation wurden
Polysialinsdure-Oligomere in einer Calciumchloridlosung gelost und auf einem
Probentrager getrocknet. Sie traten ab einer Kettenldnge von zwdlf Monomereinheiten
auf. Die Ausbildung von Filamenten ldsst sich auch an der polysialysierten Form von

NCAM beobachten [98].
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Abb. 2-11. Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von Polysialinsdure-Filamenten. Der Maf3stab unten
links entspricht 200 nm. Die Zahlen oben links geben den Polymerisationsgrad an. Ab einer Kettenldnge
von 12 Monomereinheiten lassen sich Polysialinsdure-Fasern erkennen, aus [98].

Polysialinsdure besitzt mit steigendem Polymerisationsgrad eine sinkende Stabilitét. Es
wird sogar eine Autoprotolyse fiir PSA beschrieben. So nimmt auch bei gefrorenen
Proben der Polymerisationsgrad mit der Zeit ab [99].

Gulari et al. untersuchten das Kapselpolysaccharid von Neisseria meningitidis
unter anderem mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung. Die Messungen fanden in
einer mit Natriumacetat gepufferten Kaliumchlorid Losung statt. Zum Vergleich wurde
reines Wasser herangezogen. Die Autoren bestimmten ein Molekulargewicht von
145 000 g/mol. Dariiber hinaus beobachteten sie zwei unterschiedliche Partikelspezies
mit einem hydrodynamischen Radius von 5 bzw. 30 nm. Ob vor diesen Untersuchungen
der Lipidanker abgetrennt wurde, ist fraglich [100].

Polysialinsdure kann spezifisch vom Enzym Endosialidase abgebaut werden [66].
Endosialidase, die von einem E. coli K1 infizierenden Phagen stammt, ist das einzige
bekannte spezifisch PSA-abbauende Enzym [101]. Dieses Enzym ist im menschlichen
Korper nicht vorhanden. Im adulten Korper gibt es keinen Metabolismus fiir PSA.
Anders als andere Polysaccharide wie Chitosan und Hyaluronsdure wird diese also nicht
abgebaut. Diese Tatsache, in Kombination mit der Moglichkeit, PSA mit Endosialidase

gezielt abzubauen, macht diese grundsdtzlich zu einem interessanten Material fiir die
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Herstellung von Knochenersatzmaterialien, wie in Kapitel 6 dieser Arbeit beschrieben
wird. Polysialinsdure besitzt generell ein hohes Anwendungspotential in der
Medizintechnik. So ist ein Einsatz fiir die Nervenregeneration denkbar [102]. Haile et al.
haben zu diesem Zweck mit in vitro Zellkulturversuchen begonnen. Dabei konnte
gezeigt werden, dass PSA keinen negativen Einfluss auf die Zellproliferation und
Differenzierung hat [103]. Weitere Einsatzmoglichkeiten sind die Hyperthermie zur
Behandlung von Hirntumoren oder das drug delivery, wie in Kapitel 5 dieser Arbeit
beschrieben wird. Die Anwendung als Triagersubstanz fiir Proteine und andere
Pharmazeutika wurde von Gregoriadis et al. beschrieben [104]. Dariiber hinaus kann
Polysialinsdure in der Kapillarelektrophorese zu Trennung von Enantiomeren eingesetzt

werden [105].

2.2.4 Kristallisation von Polysacchariden

In den letzten Jahren ist das Interesse an der dreidimensionalen Struktur von
Polysacchariden stark angestiegen. Das hédngt neben ihrer grolen Bedeutung in der
Natur und ihres groflen Variantenreichtums auch mit der wachsenden Bedeutung als
biodegradable Polymere in der Medizin zusammen [25]. Generell lassen sich die
Strukturen allein durch ihre sterische Hinderung in vier Klassen unterteilen: Typ A —
ausgedehnt und bandartig, Typ B — flexibel mit einem helicalen Autbau, Typ C - starr
und gefaltet und Typ D - sehr flexibel und sehr weit ausgedehnt [106]. Die hohe Anzahl
an Funktionen ermdoglicht es den Polysacchariden, im festen Zustand eine gro3e Anzahl
an Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden. Diese Tatsache zusammen mit der
konformativen Rigiditdt der Ketten fiihrt zu einer Tendenz zur Selbstanordnung. Diese
Selbstanordnung fiihrt zur Ausbildung von geordneten Bereichen im festen Zustand.
Die Kristallstrukturen der Polysaccharide zeichnen sich durch ein weit verzweigtes
Netzwerk von Wasserstoftbriickenbindungen aus. Bei den Polysacchariden ist es
besonders schwierig, Einkristalle von ausreichender GroBe zu erhalten. FEine
Moglichkeit, das Problem zu umgehen, ist das Ziichten von Fasern. In ihnen sind die
Kristalle alle entlang einer Achse ausgerichtet. So wurden viele Kristallstrukturen, wie
die von Chitosan und Hyaluronsiure, gelost [25]. Hydratisiertes Chitosan kristallisiert
in einer orthorhombischen Elementarzelle mit a = 8.95(4), b= 16.97(6) (Faserachse), ¢ =
10.34(4) A in der Raumgruppe P2,2,2;. Die Kettenstruktur besteht aus einer
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Doppelhelix. Die Elementarzelle enthdlt 8§ Wassermolekiile [107]. Mit Hilfe der
Rontgendiffraktometrie ldsst sich auch der Deacetylierungsgrad bestimmen [108]. Fiir
Hyaluronsdure sind mehrere feste Phasen bekannt. Eine Natriumhyaluronat-Phase ist
hexagonal mit «@=1.17 nm [109]. Eine weitere Phase ist das tetragonale
Kaliumhyaluronat mit ¢ = » = 1.714 nm und ¢ = 3.28 nm (Faserachse) [110]. Die
Kristallstruktur des dritten in dieser Arbeit behandelten Polysaccharids, der
Polysialinsdure, ist unbekannt. Man kennt lediglich die Kristallstuktur des Monomers.
Es kristallisiert als Dihydrat in der monoklinen Raumgruppe P2; mit a = 8.306(4), b =
12.708(7) ¢ = 8.237(4) A und = 112.3(1)°. In der Elementarzelle befinden sich zwei
Zuckermolekiile [111].

Eine weitere Moglichkeit, die Kristallstruktur zu 16sen, besteht darin, von einem
polykristallinen Pulver ein Rontgen-Pulverdiffraktogramm zu vermessen und dann die
Struktur mit Hilfe der Strukturmodellierung zu l6sen. Ein Beispiel hierfiir ist die

Strukturlosung von Arabinan, einem pflanzlichen Polysaccharid [112].

24



Kapitel 2 | Allgemeiner Teil

2.3 Polyelektrolyte

Polyelektrolyte sind Polymere, deren Monomereinheiten eine ionische Gruppe
wie z.B. eine Carboxylatgruppe tragen. Viele Polysaccharide besitzen solche sauren
oder auch protonierbare Gruppen. Neben Polysialinsdure und Hyaluronséure gehort
auch Chitosan in diese Verbindungsklasse, da die Aminfunktion in sauren wissrigen
Losungen zum Teil protoniert vorliegt [26]. Das Verhalten der Polyelektrolyte
unterscheidet sich stark von dem neutraler Polymere. Die Gegenwart von Ladungen
entlang der Polymerkette fiihrt zu komplexen intra- und intermolekularen
Wechselwirkungen. Diese wiederum wirken sich stark auf das statische und dynamische
Verhalten der Stoffe aus [113]. Ein weiterer wichtiger Unterschied zu ungeladenen
Polymeren ist, dass Polyelektrolyte iiber sehr viel groBere Entfernungen {iber
elektrostatische Wechselwirkungen miteinander interagieren als ungeladene Polymere
[114]. Zudem sind Polyelektrolytlosungen Multikomponenten-Systeme. Neben dem
Polymer sind das Losungsmittel, Gegenionen, welche die Ladungen abschirmen sollen,
sowie gegebenenfalls noch so genannte Co-lonen zu beachten. Das fiihrt bei der
Anwendung von Lichtstreumethoden zu einer Verkomplizierung der Systeme, da
mehrere verschiedene Partikel bzw. Streuer zu Lichtstreueffekten beitragen [115, 116].

Polyelektrolyte weisen ein spezielles Aggregationsverhalten auf. Man
unterscheidet dabei das Verhalten in salzfreien, salzarmen und salzreichen Losungen. In
salzfreien Losungen herrscht folgendes Verhalten vor: Die entlang der Polymerkette
aufgereihten gleichnamigen Ladungen der Monomereinheiten sind bestrebt, einander
auszuweichen. Dadurch liegen Polyelektrolyte bei hoher Verdiinnung in reinem Wasser
in der Regel eher gestreckt vor (Abb. 2-12). In diesem Fall kann man sie als geladene
Zylinder betrachten [117, 118]. Es gibt aber auch Modelle, in denen Polyelektrolyte
eher durch eine entlang einer unendlichen Kette delokalisierte Ladung oder als flexible
Polymerkette mit diskreten Ladungen beschrieben werden. Die Zuordnung zu diesen
drei beschriebenen Fillen kann anhand der dimensionslosen Ladungsdichte & erfolgen
[119]. Das Aggregationsverhalten in salzhaltigen Losungen wird im folgenden

Abschnitt beschrieben.
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Abb. 2-12. (a) Modell eines gestreckt vorliegenden Polyelektrolyten in salzfreier Losung. Die negativen
Ladungen stoB3en sich ab. (b) Modell eines ungeladenen Polymers, das als zufélliges Knduel vorliegt.

Oberhalb einer bestimmten kritischen Konzentration sind die Polymerketten nicht mehr
fahig, sich frei in der Losung zu bewegen und unabhédngig voneinander zu orientieren.
Die elektrostatischen Wechselwirkungen fiihren dann zu einer dreidimensionalen
periodischen Anordnung. Wenn die Konzentration noch deutlich weiter erhoht wird,
kommt es zu betrichtlichen Uberlappungen der Polymerketten und ein flexibles
Netzwerk entsteht [120-122].

Hyaluronséure besitzt im Vergleich zu anderen Polyelektrolyten eine geringere
Ladungsdichte [123]. Bei einer kompletten Ionisation trigt nur jede zweite
Saccharideinheit eine Ladung. Das entspricht etwa einer Ladung pro Nanometer [119].
Die Struktur von Hyaluronsdure in wéssrigen Losungen ist im Abschnitt 2.2

beschrieben.

2.3.1 Polyelektrolyte in salzhaltigen Losungen

Polyelektrolyte zeigen im Allgemeinen eine Anderung ihres Aggregationsverhaltens,
wenn zu einer ihrer wéssrigen Losungen Salze gegeben werden. Durch die Salzzugabe
werden die einzelnen Ladungen abgeschirmt. Daher kann das Polymer eine weniger
gestreckte Konformation einnehmen und sich nun mehr oder weniger wie ein neutrales
Polymer verhalten [120]. An Losungen von Polyelektrolyten mit geringen Salzgehalten
lassen sich mittels Lichtstreumethoden zwei Diffusionskoeffizienten und damit zwei
,PartikelgroBen® messen. Um diese Beobachtung zu erkldren, gibt es zwei Ansétze von

Ise bzw. Schmitz. Ise entwickelte das ,zwei-Zustinde-drei-Dimensionen’-Modell. Bei
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geladenen Latexpartikeln in Losung wurde die Ausbildung von geordneten Doménen
innerhalb der Losung beobachtet, wihrend der Rest der Losung eher ungeordnet vorlag.
Nun kann jedes Partikel vom geordneten Zustand (Doméne) zu einem ungeordneten
Zustand (frei in der Losung) iibergehen und umgekehrt (daher ,zwei Zustidnde’). Zudem
existiert aber auch innerhalb der Dominen ein dreidimensional-periodischer
Ordnungszustand. Dieser Ordnungszustand flihrt zu einem breiten Maximum in den
Streukurven. Fiir den Fall von linearen flexiblen Polyelektrolyten (anstelle der
Latexkugeln), die nicht grol genug fiir eine mikroskopische Beobachtung sind,
vermutet der Autor eine kompakte Kettenkonformation, die dhnliche Strukturen bildet.
So sollen isolierte Helices eine dreidimensionale Ordnung innerhalb der Doménen
bilden. Als Mechanismus fiir die Doménenbildung werden attraktive Wechsel-
wirkungen zwischen den Polyionen durch die Vermittlung von Gegenionen vermutet
[121, 124]. Die resultierenden Wechselwirkungen ergeben sich aus der Balance
zwischen den eben beschriebenen attraktiven Wechselwirkungen und der rein
repulsiven Coulomb-Wechselwirkung. Unter gewissen Bedingungen iiberwiegen die
attraktiven Wechselwirkungen und ermoglichen so die Ausbildung von Doménen [125].
Diese konnen zudem fber einen gewissen Konzentrationsbereich den gleichen
hydrodynamischen Radius besitzen. Mit steigender Konzentration des Polyelektrolyts
erhoht sich dann lediglich die Dichte der Polymerketten in der Doméne (Abb. 2-13)
[114].

~ 90 nm

Abb. 2-13. Schematische Darstellung der Doménenstruktur von Polyelektrolyten mit in den Doménen
befindlichen und freien Polymerketten. Unabhédngig von der Konzentration des Polyelektrolyten kann die
GrofBe der Doménen konstant bleiben; nach [114].
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Das Konzept der Doménen in Losung wird auch dazu verwandt, die Ergebnisse
von DLS-Messungen an Polyelektrolytlosungen mit geringen Salzgehalten zu
interpretieren, bei denen sich ein extrem langsamer Diffusionszustand zeigt [121]. Diese
langsam diffundierenden Partikel entsprechen den vergleichsweise groBen Doménen.

Eine &hnliche Idee wird von Schmitz verfolgt [126]: Schmitz geht von der
Vermutung aus, dass attraktive Wechselwirkungen zwischen den Polyionen durch die
Dynamik der Gegenionen vermittelt werden. Die Verteilung der Gegenionen um ein
gegebenes Polyion kann zeitweise asymmetrisch werden und so eine weitreichende
fluktuierende Dipolwechselwirkung verursachen. Da die Gegenionen sehr schnell
diffundieren konnen, haben sie die Moglichkeit, innerhalb der Zeit, in der eine
Fluktuation der Polyionenverteilung relaxiert, verschiedene polyionische Umgebungen
»auszuprobieren®. Durch die schnelle Diffusion teilen sich also mehrere Polyionen ein
Gegenion. Daraus resultiert eine gekoppelte Polyionen-Polyionen-Dynamik.

In salzreichen Losungen verhalten sich Polyelektrolyte wie ungeladene
Polymere. Die Ladungen werden durch die Gegenionen abgeschirmt. Dadurch l6sen
sich auch die Doménen auf.

Die Eigenschaften von Polyelektrolyten nutzt man heute beispielsweise, um
Mikrokapseln zu erzeugen. Dazu werden auf ein Trigertemplat abwechselnd Losungen
von gegensinnig geladenen Polyelektrolyten gegeben. Die Polyelektrolyte lagern sich in
alternierenden Schichten an. Nach dem Entfernen des Templats erhdlt man hohle
Kaspeln, die man unter anderem fiir drug delivery einsetzten kann [127]. Ein weiterer
Bereich sind die polymer brushes. Dabei handelt es sich um mit Polyelektrolyten
beschichtete Oberflachen. Die rdumliche Ausdehnung der Polyelektrolyte variiert mit

der Salzkonzentration des umgebenden Mediums.
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2.4 Knochenersatzmaterialien

Es gibt eine Vielzahl von medizinischen Indikationen, die einen Ersatz des natiirlichen
Knochens erforderlich machen. Typische Beispiele sind komplizierte Frakturen, der
Einsatz nach der Explantation von Knochentumoren sowie der Knochenabbau durch
Infektionen, um Endoprothesen oder um extrahierte Zdhne. In solchen Fillen muss der
natiirliche Knochen durch ein addquates Material ersetzt werden. Dazu werden seit
Jahrzehnten passende Biomaterialien entwickelt. Biomaterialien sind definiert als nicht
korpereigene Substanzen, die im Korper vorhandene Strukturelemente, ganze Gewebe
und deren Funktionen zum Teil oder vollstindig ersetzten [128]. Diese Materialien
miissen hohen Anforderungen gerecht werden. Im Wesentlichen sind dieses drei Punkte:
mechanische Kompatibilitit, chemische Kompatibilitdt und biologische Kompatibilitit

(Abb. 2-14).

MECHANISCHE
KOMPATIBILITAT

IDEALES
IMPLANTAT

BIOLOGISCHE CHEMISCHE
KOMPATIBILITAT KOMPATIBILITAT

Abb. 2-14. Modell des idealen Implantats. Das ideale Implantat erfiillt alle drei Anspriiche: mechanische,
chemische und biologische Kompatibilitat.

Ein Material ist mit dem natiirlichen Knochen mechanisch kompatibel, wenn es zum

einen den mechanischen Belastungen am Einsatzort gerecht wird. Andererseits darf ein
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Implantatmaterial auch keine zu gro3e Hérte und kein zu groBes E-Modul besitzen, da
es in diesem Fall in Folge einer Lastabschirmung zu einer Riickbildung des
umgebenden Knochens kommen kann [129].

Die chemische Kompatibilitit von Biomaterialien beinhaltet, dass diese nicht
toxisch wirken diirfen. Auch eventuell entstehende Abbauprodukte, wie sie bei der
Degradation der Materialien entstehen, diirfen nicht toxisch sein. Die Biomaterialien
miissen zudem mit dem umgebenden Gewebe kompatibel sein und diirfen dort keine
Schadigungen hervorrufen. Ebenso sollten keine allergischen Reaktionen auftreten, wie
sie beispielsweise bei Nickellegierungen zu befiirchten sind.

Biologische Kompatibilitit besagt, dass Biomaterialien keine Immunreaktion
hervorrufen diirfen. Solche Materialien schaffen eine fiir die umgebenden Zellen
giinstige Atmosphére. Das heil3t, dass in ihrer Umgebung ein korperdhnlicher pH-Wert
vorherrscht und die Oberfliche des Implantats so strukturiert ist, dass sie eine
Zellanhaftung ermoglicht.

Implantate lassen sich in zwei Klassen unterteilen: permanente und
biodegradierbare Implantate. In die Kategorie der permanenten Implantate fallen Hiift-,
Knie- oder Zahnprothesen. Sie werden aber auch zur Knochenbruchbehandlung
eingesetzt. Biodegradierbare Implantate konnen immer dann eingesetzt werden, wenn
thre Funktion nur tempordr vonndéten ist oder sie im Laufe der Zeit durch natiirlichen
Knochen ersetzt werden.

Wichtig fiir eine gute Einheilung des Implantats ist die Interaktion zwischen dem
umgebenden Gewebe und der Implantatoberfliche. Dabei lassen sich zwei
unterschiedliche Interaktionen unterscheiden: bioinert und bioaktiv.

Von bioinert spricht man, wenn das Implantat nicht oder nur in sehr geringem
Mall mit dem umgebenden Gewebe in Wechselwirkung tritt. Ein typisches Beispiel
hierfiir ist Gold. Bioinertes Verhalten ist immer dann wiinschenswert, wenn eine
gewisse Flexibilitdt des Implantats erhalten bleiben soll, wie z.B. bei Mittelohr-
implantaten, um die Schallleitung zu ermdglichen.

Bioaktive Implantate treten in aktive Wechselwirkung mit dem umgebenden
Gewebe. Sie konnen zum Beispiel an der Oberfldche biologisch funktionalisiert werden
[130]. Dies kann durch die Anbindung von Wachstumsfaktoren wie BMP-2 erfolgen,

welche die Knochenneubildung induzieren.
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Die Zielsetzung bei der Entwicklung von neuen Biomaterialien fiir den Knochenersatz

lasst sich in vier Punkte gliedern:

1. Die Menge an neu gebildetem Knochen soll vergroBBert werden.

2. Die Qualitdt des neu gebildeten Knochens soll verbessert werden.

3. Die Zeitdauer der Knocheneinheilung bzw. Knochenneublidung soll verkiirzt
werden.

4. Das Implantat soll mechanisch stirker belastbar sein als der autogene

Knochenersatz (siehe unten).

Eine Verbesserung in den ersten beiden Punkten wiirde den individuellen
Heilungsverlauf des Patienten giinstig beeinflussen. Punkt drei weist neben den
Vorteilen fiir den Patienten, auch eine volkswirtschaftliche Bedeutung auf, da so
Pflegedauern und Arbeitsausfallkosten minimiert werden. Der vierte Punkt ist vor allem

fiir den implantierenden Chirurgen von grof3er Bedeutung [128].

2.4.1 Autogener Knochenersatz

Die aus immunologischer Sicht fiir den Patienten am besten vertragliche Variante ist der
Einsatz von korpereigenem (autogenen) Material. Zu diesem Zweck wird ein Stiick aus
einem grofen Knochen wie der Hiifte entnommen und an anderer Stelle im Kdorper
wieder eingesetzt. Die Verpflanzung von korpereigenem Material wird in der Regel gut
vertragen und gilt daher immer noch als der ,Goldstandard’. Jedoch treten an anderen
Stellen Probleme auf. Fiir die Entnahme ist eine weitere Operation vonndten, die das
Risiko von Komplikationen in sich birgt. Zudem ist autogener Knochenersatz nur
begrenzt verfligbar [11,131]. Er zéhlt im eigentlichen Sinne nicht zu den
Biomaterialien [128].

Dartiber hinaus gibt es noch die Moglichkeit, Knochen aus humanem oder
tierischem Spendermaterial, so genannten autologen Ersatz, einzusetzen. Dabei besteht
aber ein hohes Infektionsrisiko und zudem die Moglichkeit, dass das Material als

korperfremd abgestoen wird [131].
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2.4.2 Permanente Implantate

Permanente Implantate bestehen zumeist aus Metallen. Die heute am weitesten
verbreiteten Implantatmaterialien sind Chrom-Nickel-Stahl und Titan. Der gro3e Vorteil
metallischer Implantate liegt in ihren hervorragenden mechanischen Eigenschaften. Sie
besitzen eine hohe mechanische Stabilitdt, weisen im Gegensatz zu Keramiken eine
gewisse Elastizitdt auf und sind nicht sprode. Metallische Implantate lassen sich gut
verarbeiten und implantieren. Zudem lassen sie sich vergleichsweise einfach herstellen,
sind kostengiinstig und gut zu sterilisieren. Da diese Implantate nicht im Korper
degradieren, kann eine zweite Operation ndtig sein, um diese zu explantieren, wenn sie
ihre Aufgabe erfiillt haben. Das kann zu weiteren Komplikationen fiihren.

Es kann jedoch bei Metallen durch Korrosion oder mechanischen Verschleif3 zur
Freisetzung von toxischen und allergenen Ionen kommen. Gerade bei nickelhaltigen
Legierungen besteht die Moglichkeit einer Sensibilisierung. Ein Problem der
permanenten Implantate ist, dass es zu einer Lockerung des Implantats kommen kann
(Abb. 2-15). Eine mogliche Ursache ist in den unterschiedlichen Materialeigenschaften
von Knochen und Implantat zu sehen [132]. Durch das hohere Elastizitditsmodul des
Implantats schirmt dieses die mechanische Belastung auf den Knochen ab. An den nun
unbelasteten Stellen ist die Stimulation der Knochenneubildung reduziert. Es kommt

zum Knochenabbau und die Prothese lockert sich (Abb. 2-15) [129].
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Abb. 2-15.: Rontgenbilder von Hiiftendoprothesen. Auf dem linken Bild sieht man das Implantat nach
erfolgter Operation. Auf dem rechten Bild hat sich die Prothese gelockert.

Titan und seine Legierungen weisen ein hohes Mall an Biokompatibilitit auf. Diese
Materialien sind nicht toxisch und rufen keine Immunreaktionen hervor. In der Regel
wachsen Titanimplantate gut in das Gewebe ein. Porose Implantate bzw.
Implantatoberflichen werden auch von Zellen durchdrungen. Die derzeit verwendeten
Titanimplantate sind in der Regel oberflachenbeschichtet oder zumindest strukturiert.
Die Strukturierung gibt den Zellen die Moglichkeit, sich an die Implantatoberfldche
anzuhaften. Eine Beschichtung kann beispielsweise mit Hydroxylapatit erfolgen.
Unbeschichtete Titanimplantate sind durch eine TiO,-Schutzschicht passiviert. Wird
diese Schicht mechanisch beschédigt, bildet sie sich rasch neu aus. Titan besitzt gute
mechanische Eigenschaften und eine geringe Dichte. Das E-Modul ist mit 105 GPa
deutlich geringer als das von Stahl (200 GPa) und damit schon ndher am natiirlichen
Knochen mit 17 GPa. Dieser Unterschied kann aber trotzdem noch zur Auslésung des
Implantats fiihren.

Dariiber hinaus finden auch Cobalt basierte Legierungen immer noch
Anwendung [132]. Sie werden als Zahnprothesen, Endoprothesen sowie bei
Knochenbriichen eingesetzt. Ein jiingeres Beispiel sind Formgedichtnislegierungen,
die nickelbasiert sind [133]. Sie werden kalt eingesetzt und nehmen dann beim

Erwédrmen auf Korpertemperatur wieder ihre Ausgangsform an. Sie werden besonders
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in der Fullchirurgie verwendet. Metallische Implantate finden aber auch in weichem
Gewebe Einsatz, als Beispiel sei hier die Anwendung als Stents in Arterien genannt. Die
Stents weiten die Arterien auf und stiitzen sie zugleich.

Neben permanenten metallischen Implantaten finden auch permanente
keramische Implantate in der Medizin ihren Einsatz. Die prominentesten Beispiele
hierbei sind Aluniniumoxid (Aluminia) und Zirkoniumdioxid (Zirconia) (Abb. 2-16).
Ihr Anwendungsfeld liegt im Bereich der Gelenkpfannen und Gelenkkdpfe von
Endoprothesen und im Zahnersatz. Aluminia und Zirconia zéhlen zu den bioinerten
Stoffen. Das macht sie besonders interessant fiir die Anwendung als Mittelohrimplantat.
Aluminia (400 GPa) und Zikonia besitzen beide ein hohes E-Modul. Das kann die oben
beschriebenen Probleme verursachen und zum Auslosen des Implantats fiihren. Zudem

sind Keramiken sprode und zerbrechen.

Abb. 2-16. Zirconia Zahnersatz, aus [134].

Es gibt auch permanente Polymerimplantate, die als Sehnen- und Bandersatz, als
kiinstliche Adern oder in der kosmetischen Chirurgie eingesetzt werden. Fiir den
Einsatz als Knochenersatzmaterial sind diese aber in der Regel zu weich. Eine
Ausnahme bildet Polymethylmethacrylat (PMMA), das als Knochenzement zum

Einsatz kommt.
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243 Biodegradable Knochenimplantate

Biodegradable Implantate sollen ihre Funktion im Korper erfiillen und sich
anschliefend auflosen, so dass an ihrer Stelle eine Knochenneubildung ermoglicht wird.
Diese Art des Knochenersatzes hat den entscheidenden Vorteil, dass keine zweite
Operation zur Explantation notwendig ist. Im Folgenden werden die verschiedenen

eingesetzten Materialien vorgestellt.

243.1 Polymere

Biodegradable Polymere lassen sich in zwei Klassen unterteilen: biologisch-basierte
Polymere, wie Polysaccharide oder Proteine, und synthetische Polymere [135]. Die in
dieser Arbeit relevanten biologisch-basierten Polymere wurden im Abschnitt 2.2
ausfiihrlich erldutert. Hier soll nun kurz die zweite Klasse von Polymerimplantaten
vorgestellt werden.

Biodegradable synthetische Polymere, wie die Polyester Polylactid (PLA) und
Polyglycolid (PGA), besitzen eine hohe Elastizitit. Sie lassen sich leicht bearbeiten und
dem individuellen Einsatzort gut anpassen. Dariliber hinaus ist eine zusétzliche
Funktionalisierung mit Wirkstoffen moglich, welche das Knochenwachstum fordern
oder Entziindungen hemmen sollen. Die Abbaugeschwindigkeit ist von der Kettenldnge
des Polymers abhédngig [8]. Die Abbauprodukte der géngigen biodegradablen
synthetischen Polymere sind Carboxylsduren. Sie schaffen in der Umgebung des
Implantats ein saures Milieu, das zu Beschidigungen des umgebenden Gewebes fithren
kann [135]. Thre E-Module sind sehr gering, so dass diese Materialien keinen groB3en
mechanischen Belastungen standhalten konnen. Aufgrund ihrer schlechten
mechanischen Eigenschaften und den problematischen Abbauprodukten sind

biodegradable synthetische Polymere nur bedingt als Knochenersatz geeignet.

2432 Keramiken

Als resorbierbare keramische Biomaterialien finden zumeist Calciumphosphate

Anwendung. Durch die Kombination von Calcium mit den Salzen der
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Orthophosphorsédure ergibt sich bei variierenden Wassergehalten eine Vielzahl von
Calciumphosphaten. Diese sind in Tabelle 2-1 dargestellt. Die Loslichkeit von
Calciumphosphaten ist pH-Wert abhingig. Generell sind sie im Sauren leichter 16slich
als im Neutralen. Brushit und Dicalciumphosphat-Anhydrat 16sen sich auch im

Basischen.

Tabelle 2-1. Ubersicht iiber die als Biomaterialen verwendeten Calciumphosphate.

Abkiirzung Name Formel Ca/P Verwendung
MCPM Monocalcium- Ca(H,PO4),2H,0 0.5 Knochen-
phosphat- zement
Monohydrat
DCPD Dicalciumphosphat CaHPO,42H,0 1.0 Knochen-
-Dihydrat (Brushit) zement
DCPA Dicalciumphosphat  CaHPO4 1.0 Knochen-
-Anhydrat zement
OCP Octacalcium- Cag(HPO4)2(PO4)4'5H20 1.33
phosphat
TCP Tricalciumphosphat Ca3(POy), 1.5 Knochen-
ersatz
ACP Amorphes Cay(PO4),'nH,0O 1.2-2.2 Knochen-
Calciumphosphat zement
HAP Hydroxylapatit Cas(PO4);(OH) 1.67 Knochen-
ersatz

Das als Biomaterial wichtigste Calciumphosphat ist Hydroxylapatit (HAP).
Hydroxylapatit zahlt zu den bioaktiven Materialien, da dieser in vivo dazu fahig ist, sich
an das umgebende Gewebe anzupassen [13]. Hydroxylapatit, der bei sehr hohen
Temperaturen calciniert wurde, weist jedoch nur geringe Resorptionsraten auf [136].
Diese Implantate bilden mit dem Knochen einen osteoimplantdren Verbund aus. Das

bedeutet, dass sie in den Knochen eingebaut werden, jedoch nicht oder nur sehr langsam
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resorbiert werden. Eine Ursache dafiir kann in der guten Kristallinitdt von calciniertem
HAP gesucht werden [128]. Die Stabilitit von Hydroxylapatit nimmt mit sinkender
Qualitdt der Kristallisation ab. Nanokristalliner HAP kann vergleichsweise leicht
resorbiert werden [135]. Um die Einheilung zu verbessern, sollten pordse keramische
Implantate verwendet werden [128]. HAP kann auch mit Silica funktionalisiert werden,
um die Knochenmineralisation anzuregen [137]. HAP wird zudem als Oberfldchen-
beschichtung verwendet, um die Einheilung anderer Implantate zu verbessern [138]. Ein
weiteres Problem besteht darin, dass zusétzlich zum Keramikimplantat meist noch eine
Fixierung angebracht werden muss, die spéter wieder entfernt werden muss.
Tricalciumphosphat ist das zweite wichtige Calciumphosphat, das als
Knochenersatz eingesetzt wird. Seine Loslichkeit ist aber hoher als die von HAP, so

dass die Implantate oft zu schnell abgebaut werden.

2433 Kompositmaterialien

Kompositmaterialien sind Verbundwerkstoffe aus zwei unterschiedlichen Komponenten.
Sie sollen die positiven Eigenschaften der beiden Komponenten vereinen oder aber
durch den Verbund neue Eigenschaften herausbilden.

Als Biomaterialien werden hauptsdchlich organisch-anorganische Komposite
eingesetzt. Diese sollen den natiirlichen Knochen nachahmen, der ebenfalls als
Komposit aus Kollagen und Hydroxylapatit verstanden werden kann. Die generellen
Vorteile von Kompositmaterialien aus Polymeren und Nanopartikeln sind die neuen
Eigenschaften, die sich aus diesem Verbund ergeben. Es kann z.B. simultan eine hohe
mechanische Belastbarkeit und eine grofle Flexibilitdt der Materialien erreicht werden
[139].

Die anorganische Komponente ist zumeist ein Calciumphosphat. Die hierbei am
hiufigsten verwendeten Stoffe sind Tricalciumphosphat und Hydroxylapatit. Es werden
auch Gemische aus beiden eingesetzt. Die organische Komponente kann aus Kollagen,
synthetischen Polymeren oder aber auch aus Polysacchariden bestehen. Um die
Oberflachenanbindung zu unterstiitzen, ist es von Vorteil, polare Polymere zu
verwenden [140].

Eine Moglichkeit, ein Komposit herzustellen ist die Coprizipitation. Dabei werden

beide Komponenten gleichzeitig aus einer Losung gefillt. Diese Art der Herstellung
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lasst sich auf das System Chitosan/Hydroxylapatit gut anwenden, da beide im Sauren
l6slich sind und im Basischen ausfallen [141]. Rusu et al. beschreiben, dass
Hydroxylapatitkristalle, die durch Coprazipitation mit Chitosan entstanden sind, 7 bis
18 nm grof} sind und sich in Clustern im GréBenbereich von 200 bis 400 nm anordnen.
Es wird auch noch ein zweite PartikelgroBBe mit 25 bis 45 nm Grofle beobachtet, die in
ihrer Ausdehnung dem natiirlichen Knochen schon sehr nahe kommt [142]. Li et al.
geben fiir Chitosan—Hydroxylapatit-Komposite unterschiedlicher Zusammensetzung
Druckfestigkeiten an (Tab. 2-2) [141]. Hu et al. nennen dagegen nur einen Wert von
19 MPa und ein E-Modul von 1 GPa [143].

Tab. 2-2. Druckfestigkeiten von Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen nach Li et al. [141].

Theoretisches Druckfestigkeit
CHI/HAP Verhiéltnis
m % MPa
20/80 102
30/70 120
40/60 109
50/50 87
60/40 85
70/30 67

Eine weitere Moglichkeit der Darstellung von Chitosan—Hydroxylapatit-
Kompositen ist das Ausfrieren. Auf diese Weise kann man pordse Komposite erhalten
[144, 145].

Chitosan—Hydroxylapatit-Komposite ~ und  Hyaluronsdure—Hydroxylapatit—
Komposite wurden von Krueger chemisch charakterisiert und fiir den FEinsatz als
Mittelohrprothesen vorgeschlagen [7]. Hyaluronsdure eignet sich aufgrund ihrer

geringen Verweilzeit im Korper nur bedingt als Knochenersatzmaterial. Die
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durchschnittliche Verweilzeit eines Hyaluronsduremolekiils in der Knorpelschicht
betrdgt nur 2-3 Wochen [146].

Ahnlich wie bei den Keramiken ist bei Kompositen im Rahmen der Implantation
oft eine zuséitzliche Fixierung notig. Diese muss anschlieend wieder entfernt werden.
Da sich die meisten der bioresorbierbaren Kompositmaterialien unkontrolliert abbauen,
kann eine lang andauernde mechanische Belastbarkeit nicht unbedingt gewihrleistet
werden. Die Suche nach neuen Materialien, deren Abbau besser kontrolliert werden
kann, ist somit Gegenstand der Forschung.

Neben organisch-anorganischen Kompositmaterialien kommen in den letzten
Jahren auch Metall-Matrix-Komposite auf. Sie bestehen aus einer metallischen und
einer anorganischen Komponente (oft HAP). Ein Beispiel ist hierfiir ein Magnesium—

Hydroxylapatit-Komposit, das gute mechanische Eigenschaften aufweist [147].

39



Kapitel 2 | Allgemeiner Teil

2434 Magnesium

Die Idee, Magnesium als Implantatmaterial einzusetzen, ist schon sehr alt. Schon in den
30er Jahren des vorigen Jahrhunderts wurden erste Versuche unternommen. Die

Ergebnisse zur Biokompatibilitit des Magnesiums waren gut. Es zeigte sich jedoch,

dass das Magnesium im Korper zu schnell korrodierte und so Gasblasen entstanden

(Abb. 2-17) [148].

Abb. 2-17. (a) Rontgenbild eines Meerschweinchens mit Wasserstoffgasblase; (b) Photographie eines
Meerschweinchens mit Wasserstoffgasblase [149].

Das Problem der Korrosion ldsst sich auf unterschiedliche Weise angehen. Ein
wichtiger Faktor fiir die Korrosion ist die Zusammensetzung der Legierung. Fiir die
Anwendung als Biomaterial unterliegt die Auswahl der Legierungskomponenten aber
gewissen Beschrinkungen, da die Legierung und deren Korrosionsprodukte nicht
toxisch oder allergen sein diirfen. Als mogliche Kandidaten sind Lithium, Calcium,
Aluminium, Zink und Seltenerdmetalle zu nennen. Auch Fluoride werden den
Legierungen beigemischt, um ihren Korrosionswiderstand zu erhdhen [150]. Um die
Korrosionsraten zu verringern, ist es von Vorteil, wenn sich eine stabile Deckschicht
auf dem Implantat bildet. Denkbare stabile Korrosionsprodukte sind dabei
Magnesiumfluorid oder auch, bei aluminiumhaltigen Legierungen, der Spinell MgAL,O4.
Diese Deckschicht kann auch kiinstlich aufgebracht werden und so den
Korrosionswiderstand erhohen. Eine grof3e Rolle spielen auch die Probengeometrie und

die mechanische Vorbehandlung der Proben [151].
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Um die Gesamtmenge an entstehendem Wasserstoff zu mindern, wird auch iiber den
Einsatz von pordsen Magnesiumschwémmen nachgedacht. Porose Strukturen sind beim
Einheilen des Implantats von Vorteil. Auf diese Weise ldsst sich zwar die Menge des
verwendeten Magnesiums reduzieren, allerdings wird gleichzeitig die Oberfliche des

Implantats drastisch erhoht. Das flihrt zu zusitzlichen Korrosionsproblemen.

» Degradiertes Magnesium

Metallisches
Magnesiumimplantat

Knochen

12 Wochen

Abb. 2-18. Mit Calcein griin eingefdrbte Implantatprobe 18 Wochen nach der Implantation aus [152].

Bei in vivo Versuchen an Meerschweinchen konnten Witte et al. nachweisen, dass sich
an der Implantatoberfliche eine stark calcium- und phosphathaltige Deckschicht
ausbildete (Abb. 2-18). Sie wurde als amorphes Calciumphosphat beschrieben [148].
Zudem scheint auch die Knochenneubildung in der Umgebung angeregt zu werden.

Im Vergleich zu den bisher beschriebenen metallischen Werkstoffen besitzt
Magnesium ein relativ geringes E-Modul, das aber mit 45 GPa schon vergleichsweise
nah an dem von Corticalis mit 17 GPa liegt. Magnesium gehort zu den Leichtmetallen
und hat eine Dichte von 1.74 g/cm?.

Im ausgewachsenen menschlichen Korper ist etwa 1 mol Magnesium enthalten.
Davon befinden sich wiederum etwa 60 % im Knochen, 39 % sind in der Skelett-
muskulatur vorhanden und das verbleibende Prozent ist im Blutserum zu finden. Die
Konzentration betrdgt dort 0.73-1.06 mmol/L. Oberhalb von 2.5 mmol/L kann

Magnesium toxisch wirken.
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2.5 Nanopartikel in der Medizin

In den letzten Jahren haben sich in der Medizin eine Vielzahl von Anwendungen fiir
Nanopartikel eréffnet. Es wurde eine groBe Bandbreite an organspezifischen drug
delivery Systemen entwickelt. Weitere Anwendungen liegen auf dem Gebiet der
Krebstherapie und dem gene delivery [153]. Nanopartikel haben zum Teil andere
Eigenschaften als die entsprechenden Festkorpermaterialien [154]. Thre Oberflache ist
im Verhéltnis zur Masse wesentlich groBer, so dass die Oberflicheneigenschaften in
den Vordergrund treten.

Die Materialien, aus denen die Nanopartikel hergestellt werden, sind so vielfdltig
wie ihre Anwendungsgebiete. Grundsitzlich lassen sie sich in organische und
anorganische Nanopartikel unterteilen. Allerdings weisen organische Nanopartikel oft
nur eine geringe thermische und chemische Stabilitit auf. Dariiber hinaus sollten diese
eine hydrophile Oberfldche besitzen, um keine Immunabwehr zu provozieren [155].
Andernfalls kdnnen Makrophagen die Nanopartikel aufnehmen und sie so an ihrer
Aufgabe hindern [156]. In dieser Arbeit werden nur anorganische Nanopartikel

vorgestellt.

25.1 Magnetische Nanopartikel

In der Natur kommen magnetische Nanopartikel in einigen Bakterien, wie
Magnetospirillium magnetotacticum und Gallionella vor (Abb. 2-19) [157, 158]. Dort

dienen sie der passiven Orientierung im Erdmagnetfeld.

Abb. 2-19. Magnetospirillium magnetotacticum, aus [159].
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Synthetisch  hergestellte magnetische Nanopartikel haben heute ein breites
Anwendungsspektrum. Sie konnen zur Separation von markierten Zellen, fiir
Medikamenten-, Gen- oder Radionuklidtransport, zur Hyperthermie sowie als
Rontgenkontrastmittel eingesetzt werden. Die Hyperthermie ist eine Maoglichkeit,
Krebszellen an schwer zuginglichen Stellen im Korper, wie beispielsweise im Gehirn,
zu zerstoren. Dazu werden magnetische Nanopartikel aus Magnetit oder Maghemit in
die Ndhe des Tumors gebracht. Durch das Anlegen eines magnetischen Feldes einer
bestimmten Stirke und Frequenz werden die Partikel angeregt, sich zu bewegen. Dabei
wird durch die entstehende Wérme ein kiinstliches Fieber (Hyperthermie) erzeugt. Wird
dabei lokal eine Temperatur von 42 °C erzeugt, werden die Krebszellen zerstort [2]. Das
Einbringen von gréferen Nanopartikeln oder Proteinen ins Gehirn kann gewissen
Schwierigkeiten unterliegen, da dieses durch die Blut-Hirnschranke speziell geschiitzt
ist [160]. Die Blut-Hirnschranke reguliert durch die Kontrolle der selektiven und
spezifischen Aufnahme sowie des Metabolismus den Transport von endogenen und
exogenen Verbindungen in und aus dem Gehirn [161]. Zur Uberwindung dieser
Schranke ist eine Funktionalisierung der Oberfliche mit barrieregidngigen Molekiilen
von Vorteil. Zusétzlich ist es moglich, die Partikel mit Antikdrpern zu beschichten, die
spezifisch am zu behandelnden Hirntumor binden. Dadurch kann sehr viel genauer und
kontrollierter behandelt werden. Dieser Prozess wird im Allgemeinen auch ftargeting
genannt [162, 163].

Die Oberfldchenfunktionalisierung von magnetischen Nanopartikeln kann durch
Aufbringen einer Silicadeckschicht erfolgen [2]. Wie diese dann weiter funktionalisiert

werden kann, wird im folgenden Kapitel beschrieben.

2.5.2 Silica-Nanopartikel

Silica-Nanopartikel sind sehr gut als drug delivery Systeme geeignet. Sie sind
biokompatibel, chemisch geniigend stabil und werden nicht vorzeitig durch das
Immunsystem eliminiert. Zudem zeigen silicabasierte Nanopartikel eine sehr viel
geringere Neigung zur Aggregation als Nanopartikel auf Polymerbasis [164]. Als drug
delivery bezeichnet man die ortlich und zeitlich gezielte Freisetzung von Medikamenten

im Korper. Eine kontrollierte Freisetzung ist vorteilhaft, da weniger Wirkstoff bendtigt
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wird, unerwiinschte Nebenwirkungen vermieden werden und die Genesung
beschleunigt wird [155].

Monodisperse Nanopartikel lassen sich iiber die Stobersynthese darstellen [165].
Dabei handelt es sich um ein Sol-Gel-Verfahren, das die Herstellung groBer Mengen
von Nanopartikeln in einheitlich guter Qualitét ermdglicht. Diese Partikel tragen jedoch
keinen Wirkstoff bzw. keine Poren, die mit Wirkstoffen dotiert werden konnen, und
lassen sich in dieser Form nicht fiir drug delivery einsetzten. Fiir den inneren Aufbau
der mit Wirkstoff dotierten Nanopartikel gibt es verschiedene Mdglichkeiten. So kann
der Wirkstoff wihrend einer Sol-Gel-Synthese eingebracht werden. Auf diese Weise
erhilt man ein System, bei dem die Freisetzung des Wirkstoffs sehr langsam erfolgt
[155]. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Herstellung mesopordser Nanopartikel.
Mesoporen sind definiert als Poren, deren Durchmesser zwischen 2 und 50 nm liegen.
In der Regel werden mesopordose Materialien mit Hilfe eines strukturdirigierenden
Agenz (SDA) unter hydrothermalen Bedingungen hergestellt (Abb. 2-20). Nach dem
Entfernen des SDA konnen Wirkstoffmolekiile in die Poren eingebracht werden [166].
Diese Tragersubstanz ist insbesondere fiir groere Biomolekiile interessant [167]. Ein
weiteres Anwendungsgebiet von mesopordsen Silica-Nanopartikeln besteht in der

Markierung von Zellen [168].

1M} mm

Abb. 2-20. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von mesoporodsen Silica-Nanopartikel,
aus [169].
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Eine dritte Variante flir drug delivery Systeme stellen Hohlkugeln aus Silica dar, die
ebenfalls mit Wirkstoffen beladen werden konnen [170]. Sie werden durch
Abscheidung von Silica auf Polystyrolnanopartikeln und anschliefende Calcination
hergestellt [171].

Durch die gezielte Funktionalisierung der Nanopartikel ist es zudem mdoglich,
targeting zu betreiben [155]. Fiir die Anbindung funktioneller Gruppen an die
Silicaoberfliache ist die Anzahl der Hydroxylgruppen von entscheidender Bedeutung
[172, 173]. Kondensierte Oberflichen, wie sie durch Reaktionen in der Gasphase
entstehen, sind weniger reaktiv als Partikel, die aus einer wéssrigen Losung entstanden
sind.

Oberfldchen von Silica-Partikeln lassen sich auf die unterschiedliche Weisen
chemisch modifizieren und ermdglichen so, den Charakter der Oberfliche genau
einzustellen. Dariiber hinaus lassen sich an eine solche Oberfliache eine Vielzahl von
Biomolekiilen, wie Proteine oder Polysaccharide, chemisch binden. Die Anbindung
erfolgt zumeist iiber ein Kupplungsagenz, das auch Linker genannt wird. Oft werden
dazu Epoxysiloxane verwandt. So ldsst sich beispielsweise Dextran iiber einen 3-
Glycidoxypropyltrimethylethoxysilan (GOPTMS) Linker an Silica anbinden [174].
Dieser Linker ist vielseitig einsetzbar. Er bildet auf einer Silicaoberfliche eine
Monoschicht von 8.5 A Dicke aus. Die GOPTMS-Schicht ist mechanisch stabil und
lasst sich nicht durch Abkratzen entfernen. Die Epoxidfunktion befindet sich
hauptséchlich an der dufleren Oberfliche und steht somit weiteren Reaktionen offen.
Die Hydrolyse der Epoxidgruppe an der Luft ist ein vergleichsweise langsamer Prozess.
Dennoch sollten diese Substrate mdglichst schnell weiterverarbeitet werden [175].

DNA lésst sich gut liber Thiole an eine Silicaoberfliche anbinden [176]. Eine
weitere Mdoglichkeit, Biomolekiile auf die Oberfldche zu bringen, ist die Chemisorption.
Dariiber lésst sich Hyaluronsdure auf eine Oberflache autbringen [177].

Eine Silicabeschichtung kann auch die chemische Stabilitit anderer
Nanopartikel immens verbessern. Diese Beschichtung anderer oxidischer Nanopartikel
kann iiber eine Sol-Gel-Route oder in der Gasphase erfolgen [178]. An der so

entstandenen Silicaoberfliache lasst sich die oben schon beschriebene Chemie betreiben.
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3. ANALYTISCHE METHODEN

In diesem Kapitel werden die verwandten Charakterisierungen und Messgerite kurz
vorgestellt. Die grundlegenden Messprinzipien werden erklért und die Messparameter

beschrieben.

3.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterektronenmikroskopie ermoglicht es mit Hilfe von Elektronen die Oberfldche
einer Probe abzubilden. Eine Probe wird mit einem fokusierten Elektronenstrahl
abgerastert. Dabei werden Sekundirelektronen emittiert, die mit Hilfe eines
Sekundérelektronendetektors detektiert werden. Fiir die vorliegende Arbeit wurden zwei
verschiedene Gerdte verwandt: Ein Rasterelektronenmikroskop (REM) mit einer
Wolframhaarnadelgliihkathode und ein Feldemission-Rasterelektronenmikroskop (FE-

REM) mit einer kalten Feldemissions-Elektronenquelle.

3.1.1 Rasterelektronenmikroskop

Fiir die Messungen wurde ein Gerét der Firma Philips vom Typ 30 XL ESEM verwandt,
mit dem maximal eine 100.000-fache VergroBerung zu erreichen ist. Die
Beschleunigungsspannung kann zwischen 2 und 25 kV gewéhlt werden. Die Proben
wurden auf einem Kohlenstoffleitpad auf einen Aluminiumtriager aufgebracht und nicht
weiter vorbehandelt oder bedampft. Die Messungen fanden bei einem Arbeitsabstand

von 10 mm und einer Beschleunigungsspannung von 5 kV statt.
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3.1.2 Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop

Fiir die Messungen wurde ein Gerit der Firma JEOL vom Typ JSM-6700F eingesetzt.
Die maximale Auflésung bei 1 kV Beschleunigungsspannung und bei einem
Arbeitsabstand von 4 mm betridgt 2.2 nm. Die Beschleunigungsspannung kann zwischen
0.5 und 30 kV gewéhlt werden [179]. Die Aufnahmen wurden bei 2 kV und einem
Arbeitsabstand von 8 mm gemacht. Dabei wurde ein seitlich zur Probe angebrachter
Sekundirelektronendetektor verwandt. Die trockenen Proben wurden mit Hilfe eines
Kohlenstoffpads auf einen Messingblock aufgebracht und ohne weitere Behandlung

vermessen.

3.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Bei der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wird die Probe mit Elektronen
durchstrahlt. Dabei wird ein Teil der Elektronen an der Probe gestreut, so dass diese
ithre Bewegungsrichtung dndern. Aus den verbliebenen ungestreuten Elektronen wird
ein Bild erzeugt. Dabei handelt es sich um Hellfeld-Abbildungen.

Fir die Bilderzeugung im Transmissionselektronenmikroskop sind mehrere
Wechselwirkungen der Elektronen mit der Probe wichtig: Absorption, Beugung,
elastische und inelastische Streuung. So konnen Elektronen insbesondere von dicken
Proben mit Elementen hoherer Ordnungszahlen absorbiert werden. Es wird nur ein sehr
kleiner Teil der Elektronen absorbiert. Dennoch kann die Absorption von Elektronen
zum Aufheizen der Probe fiihren, was zur Zerstorung der Probe fiihren kann. Die
Absorption der Probe leistet nur einen geringen Beitrag zur Bilderzeugung im TEM.
Elastisch  gestreute  Elektronen resultieren aus am Atomkern gestreuten
Primérstrahlelektronen. Sie haben keinen Energieverlust und werden stark von ihrer
Bahn abgelenkt. Sie tragen sowohl zum Amplituden- als auch zum Beugungskontrast
im Bild bei. Die inelastisch gestreuten Elektronen werden durch Wechselwirkungen
zwischen der Elektronenhiille der Atome einer Probe und den Primérstrahl erzeugt. Sie
verlieren dabei an Energie und werden eher schwach gestreut. Inelastisch gestreute
Elektronen sind besonders wichtig fiir die Abbildung von Elementen mit niedrigen

Ordnungszahlen. Wie stark die unterschiedlichen Wechselwirkungen zur Streuung
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beitragen, hdngt von der Massendicke der Probe ab. Die Massendicke ergibt sich aus
der Ordnungszahl der Elemente in der Probe und der Dicke der Probe.

Bei kristallinen Proben kann eine Streuung gemdll der Braggschen Gleichung
(siehe Abschnitt 3.3) erfolgen. Abhidngig von der Orientierung des Kristalls konnen
auch die gestreuten Elektronen die Aperturblende der Objektivlinse passieren und einen
hellen Punkt erzeugen. Die meisten Elektronen werden jedoch von der Aperturblende
absorbiert und erzeugen so ein dunkles Gebiet. Aus dem so entstehenden Punktmuster
lasst sich die Kristallstruktur einer Probe bestimmen. Der Beugungskontrast wird auch
zur Erzeugung von Dunkelfeldaufnahmen verwandt. Bei sehr diinnen Proben mit
Elementen niedriger Ordnungszahlen kommt es zum Phasenkontrast. Durch die
inelastische Streuung von Elektronen tritt eine Phasenverschiebung gegeniiber den
Elektronen des Primérstrahls auf. Sie erzeugen den Phasenkontrast im Bild.

Bei der energiegefilterten Transmissionselektronenmikroskopie (EFTEM)
werden zur Bilderzeugung nur Elektronen einer bestimmten Energie zugelassen. Dabei
wird nur ein Ausschnitt der inelastisch gestreuten Elektronen verwendet. Die Methode
ermdglicht es, Energieunterschiede in hoher lateraler Auflosung abzubilden.
Abbildungen kdnnen sowohl im Bereich der Plasmonenanregung als auch im Bereich
der Ionisationsenergien der Elemente erfolgen. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Messungen wurden die Plasmonen betrachtet. Bei Plasmonen handelt es sich um eine
kollektive Anregung des Elektronengases. Sie haben einen Energieverlust von 10 —
30 eV gegeniiber den Primirstrahlelektronen. Durch die Betrachtung eines kleinen
Abschnittes der Energie kann es zu Unterschieden in der bildlichen Abbildung kommen,
wodurch Probendetails hervorgehoben werden konnen. Riickschliisse iiber die
Elementverteilung lassen sich mit dieser Technik jedoch nicht treffen.

Die Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) stellt eine analytische
Methode bei der Transmissionselektronenmikroskopie dar. Der auf die Probe treffende
Primirelektronenstrahl wird inelastisch an den Elektronen der Probe gestreut. Dabei
kommt es zu einem Energieverlust der Primérelektronen. Die daraus resultierende
Energieverteilung wird detektiert und stellt das EELS-Spektrum dar. EELS ist eine sehr
empfindliche Methode zur Detektion von leichten Elementen mit einer hohen
rdumlichen Auflosung [180]. Die Auflosungsgrenze liegt im Bereich von wenigen
einzelnen Atomen. Die Lage der einzelnen Peaks ergibt sich aus den fiir ein Element

charakteristischen lonisationskanten. Dabei ldsst sich auch die elektronische Struktur
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der Elemente bestimmen. Dadurch kann Aufschluss tliber die Bindungsverhéltnisse der

einzelnen Elemente gewonnen werden.

3.2.1 Transmissionselektronenmikroskop

Fir die Messungen wurde ein Gerdt der Firma JEOL vom Typ JEM-2100F-UHR
verwandt. Das Gerdt besitzt einen Schottky-Feldemitter (ZrO/W(100)). Die
Punktauflosung betrdgt 0.19 nm. Die Beschleunigungsspannung betrdgt 200 kV [179].
Es wurden zudem energiegefilterte Aufnahmen (EFTEM) gemacht. Der Offset wurde
von 5 eV bis 24 eV variiert, dabei betrug die Bandbreite 2 eV.

Fiir die TEM-, EELS- und EFTEM-Messungen wurde die Probe in Ethanol
dispergiert. Die Probe wurde fiir die TEM- und EFTEM-Aufnahmen in 10 uL Tropfen
auf ein Kohlenstoffnetz aufgebracht (continous carbon film auf 300 mesh Cu-Grid,
Quantafoil). Fiir die EELS-Messungen wurde die Probe auf Siliciumnitridgrids
aufgetropft. Zur Untergrundkorrektur wurde die Drei-Fenster-Methode verwandt. Die
Aufnahmen wurden von Dr. Armin Feldhoff vom Institut fiir Physikalische Chemie der

Leibniz Universitit Hannover gemacht.

3.3 Rontgen-Diffraktometrie

Die Rontgen-Diffraktometrie (XRD) ermdoglicht die Strukturaufklirung und
Identifizierung von Festkorpern. Sie beruht darauf, dass Rontgenstrahlen an den
Netzebenen von Kristallen gebeugt werden. Wenn diese die Bedingungen der

Braggschen Gleichung erfiillen, kommt es zu konstruktiver Interferenz.
nA=2d-sinf
Fiir eine kristalline Struktur ergibt sich so ein charakteristisches Beugungsmuster.

Gemessen wurden gemorserte Proben, die zwischen zwei amorphen

Polyacetatfolien in einem Probentrdger befestigt wurden. Die Schrittweite betrug 0.1
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°20 bei einer Messzeit von 30 Sekunden pro Schritt. Im Falle der kristallinen
Polysialinsdure betrug die Messzeit 120 Sekunden pro Schritt.

Die Messungen erfolgten mit einem Diffraktometer der Firma STOE, Typ StadiP.
Dabei wurde mit CuKo, Strahlung in 2 6-Transmissionsgeometrie gemessen. Es wurden
ein Germanium-[111]-Kristallmonochromator und ein positionssensitiver Detektor

(PSD) verwandt. Die Auswertung erfolgte mit der Software WinXPow der Firma STOE.

34 Infrarot-Spektroskopie

Die Infrarot-Spektroskopie (IR) ist eine Strandardmethode =zur chemischen
Charakterisierung einer Probe. Dabei werden Molekiile oder auch Festkorper durch die
Absorption von Licht im infraroten Bereich zu Schwingungen und Rotationen angeregt.
Gemessen wird die Wellenldnge und die Intensitdt der Absorption einer mit infrarotem
Licht durchstrahlten Probe. Daraus lassen sich Riickschliisse auf die funktionellen
Gruppen und den Aufbau einer Probe ziehen [181].

Die Messungen wurden an einem Fourier-Transformation Infrarotspektrometer
(FT-IR) der Firma Bruker von Typ Tensor 27 durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten
an Kaliumbromid-Presslingen in Transmissionsoptik im Bereich von 4000 bis 400 cm ™.
Fiir die Herstellung des Presslings wurde die fein gemorserte Probe mit trockenem
Kaliumbromid verrieben. Die homogenisierte Probe wurde bei 10 bar zu einer Tablette
gepresst und vermessen. Die Auswertung erfolgte mit der Software OPUS 5.0 der Firma

Bruker.

3.5 Dynamische Lichtstreuung

Die Dynamische Lichtstreuung (DLS) ist ein Messverfahren zur Bestimmung des
hydrodynamischen Radius von Partikeln in einer Lésung oder Suspension. Das
Messprinzip beruht auf der Brownschen Molekularbewegung. Eine Dispersion wird mit
einem Laserstrahl durchstrahlt. Dabei kommt es durch die unterschiedlichen

Brechungsindices von Losungsmittel und Partikel zu Streuerscheinungen. Durch die
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Brownsche Molekularbewegung é&ndert sich die Intensitit des Streulichtes. Grof3e
Partikel oder Doménen fiihren zu einer langsameren Fluktuation der Intensitét, als dies
bei den sich vergleichsweise schnell bewegenden kleinen Partikeln der Fall ist. Aus der
Korrelation zwischen zwei an aufeinander folgenden Zeiten aufgenommenen
Streuverldufen, lasst sich der hydrodynamische Radius der Partikel bestimmen.

Die Messungen fanden bei Raumtemperatur statt. Vor jeder Messung wurde die
Probeldsung durch einen Spritzenfilter (Sartorious Minisart NML, Zelluloseacetat-
membran, 0.8 pm Porengréf3e) gefiltert. Die Messungen wurden mit Polystyrolkiivetten
vom Typ DTS0012 der Firma Sarstedt durchgefiihrt, die zuvor mit der Probeldsung
vorgespiilt und anschlieBend mit 1.2 mL der zu untersuchenden Probe befiillt wurden.
Fiir die Analyse wurde ein Brechungsindex von 1.5 fiir die vermessenen Polysaccharide
angenommen.

Die Dynamische Lichtstreuung wurde mit einem Gerdt der Firma Malvern
Instruments vom Typ Zetasizer Nano ZS mit einem 633-nm-Laser durchgefiihrt. Das
gestreute Licht wurde im Riickstreuwinkel von 173° detektiert. Fiir die Auswertung

wurde die Dispersion Technologie Software 4.0 von Malvern Instruments Ltd. benutzt.

3.6 Statische Lichtstreuung

Bei der statischen Lichtstreuung (SLS) wird die {iber den Messzeitraum gemittelte
Streuintensitit bei verschiedenen Streuwinkeln betrachtet. Diese Technik ermdglicht
unter anderem die Bestimmung des Gyrationsradius (R,), der Molmasse (44,,) und des
zweiten Virialkoeffizienten (4,) des osmotischen Drucks. Dariiber hinaus lassen sich
mit Hilfe des Formfaktors Aussagen iliber die Form des Polymermolekiils in Losung
treffen.

Bei der Beugung des einfallenden Laserlichtes durch einen Partikel kommt es zu
einer Phasendifferenz der Streuwellen. Ab einer bestimmten Grofe lassen sich Partikel
nicht mehr als Punktstreuer beschreiben, sondern als ob sie mehrere Streuzentren
enthalten. Das fiihrt zu einer Winkelabhédngigkeit des Streuvermogens. Daraus ergibt
sich der so genannte Formfaktor, der Riickschliisse auf die statische Form der Partikel

erlaubt.
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Um die Messdaten auszuwerten, gibt es verschiedene Arten der Auftragung. Der Zimm-
Plot kann fiir Systeme von Partikeln mit kleinem oder mittlerem Durchmesser
angewandt werden. Aufgetragen wird hier K¢ gegen AR, Dabei ist K eine
Materialkonstante, die das Brechungsinkrement dn/dc enthélt, ¢ die Konzentration und
R, der Gyrationsradius. Aus dem y-Achsenabschnitt erhidlt man das Gewichtsmittel des
Molekulargewichts. Das z-Mittel des Gyrationsradius ldsst sich aus der Extrapolation
der Messwerte auf ¢ = 0.ermitteln. Der zweite Virialkoeffizient ergibt sich aus der
Extrapolation der Messwerte 8 = 0.

Der Kratky-Plot wird vor allem fiir die Konformationsanalyse von Proteinen
eingesetzt. Bei ihm wird u’ - P(u) gegen u aufgetragen. Wobei u die Linge des
Streuvektors g multipliziert mit dem Gyrationsradius R, (u = ¢ * R;) und P(u) der
statische Formfaktor ist. Ein kompaktes Molekiil zeigt im Kratky-Plot einen
ausgeprigten Peak bei niedrigen g bzw. u Werten.

Beim Holtzer-Plot wird u P(u) gegen u aufgetragen. Fiir ein starres Stdbchen,
dessen Querschnitt kleiner als 7 / g ist, ergibt sich ein kontinuierlicher Anstieg der
Kurve im Bereich niedriger g- bzw. u-Werte. Fiir hohere g-Werte folgt der Verlauf dann
einer horizontalen Asymptote. Die Hohe des Plateaus ergibt 7 - M;, wobei M, = (M / L)
die Masse pro Liange beschreibt. Dieser Wert ist unabhidngig von einer Polydisperisitit.
Der Formfaktor fiir flexible Polymere fiihrt in dieser Auftragung zunichst zu einem
Maximum. Bei hoheren ¢ Werten tritt auch hier ein Plateau auf. Das ist darauf
zuriickzufiihren, dass mit steigendem ¢ immer kleinere Abschnitte betrachtet werden,
die dann eher Stibchengestalt annehmen. Die Hohe dieses Maximums ist von der
Flexibilitit der Polymerkette abhingig und die Position des Maximums von der
Polydispersitidt. Bei einer monodispersen Probe tritt das Maximum bei u# = 1.4 auf, in
polydispersen Systemen mit einer Schulz-Flory-Verteilung bei u = 1.73.

Fiir die Messungen wurde ein Gerit der Firma ALV Langen vom Typ ALV 5000e
compact goniometer system mit einem YAG Laser der Wellenldnge 532 nm verwandt.
Die durch einen Spritzenfilter gefilterte Probelésung wurde in eine zylindrische
Glaskiivette gegeben und vermessen. Die Messungen wurden an der Universitét

Paderborn im Arbeitskreis von Herrn Prof. Huber durchgefiihrt.
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3.7 Simultane Thermoanalyse

Bei der Thermogravimetrie (TG) konnen aufgrund von Massendanderungen der Probe in
Abhingigkeit von der Temperatur Riickschliisse auf die Prozesse innerhalb der Probe
gezogen werden. So lassen sich unter anderem der Wassergehalt einer Probe,
thermische Zersetzungsprozesse sowie Anderungen des Aggregatzustandes bestimmen.
Bei der Differenzthermoanalyse (DTA) vergleicht man die Temperatur der Probe mit
einer Referenzsubstanz, die im Messbereich keinerlei thermische Effekte ausweisen
darf. Die DTA ermdglicht eine Unterscheidung von endothermen und exothermen
Reaktionen. So ist beispielsweise das Verdampfen von Wasser ein endothermer Prozess.
Dagegen ist die Verbrennung von organischen Substanzen ein exothermer Prozess. Die
Kombination der Methoden erleichtert die Zuordnung der einzelnen Vorginge.

Thermogravimetrische Untersuchungen wurden mit der Thermowaage Simultaneous
Thermal Analyser 429 der Firma Netzsch durchgefiihrt. Die Daten wurden mit der
Software Proteus Thermal Analysis ausgewertet. Die Probe wurde in einen
Korundtiegel gegeben. Die Autheizrate betrug 5 °C / min. Der Temperaturbereich der
Messung erstreckte sich von Raumtemperatur bis 1000 °C. Als Referenzmaterial diente
a-Al,O3-Korund. Die Messungen wurden von Herrn Dipl. Chem. Falk Heinroth, Frau

Dipl. Chem. Olga Kufelt und Frau Birgit Beifle durchgefiihrt.

3.8 Mikrocomputertomographie

Die Computertomographie (griechisch roun = Schnitt und ypa@etv = schreiben) hat
sich seit den siebziger Jahren zu einer Standardmethode in der medizinischen
Diagnostik entwickelt. Mit ihrer Hilfe konnen rontgenographische Schnittbilder des
menschlichen Korpers angefertigt werden. Aus diesen ldsst sich dann der
dreidimensionale Aufbau des menschlichen Inneren rekonstruieren und jedem
Volumenelement des Korpers eine Dichte zuordnen. Neben den diagnostischen
Anwendungen ergeben sich auch in der zerstérungsfreien Materialpriifung
Anwendungsmoglichkeiten. So gibt es heute Anwendungsgebiete im Bereich der
Technik, Archéologie, Forensik und Paldontologie. Das Auflésungsvermdgen von

neuen klinischen Computertomographen liegt heute bei 0.6 mm. Um den oben
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genannten Herausforderungen gerecht zu werden, sind aber oft hohere Auflosungen
vonnéten. Diese lassen sich mit Hilfe der Mikrocomputertomographie (u-CT) erzielen,
welche eine Auflosung im Mikrometerbereich ermdglicht. Damit wird sie auch zu
einem interessanten Werkzeug fiir Materialchemiker, die so Aussagen iiber die
Homogenitdt und Porositit ihrer Proben treffen konnen. Auch medizinische
Fragestellungen, wie die Trabekelstruktur von Knochen oder das Korrosionsverhalten
von Magnesiumimplantaten, lassen sich so untersuchen. Zudem ermdglicht diese
Methode die in- vivo-Bildgebung an Kleintieren.

Die heute kommerziell erhéltlichen p-CTs basieren zumeist auf einem Kegelstrahl-
Computertomographen. Grundlegend ist hier, wie auch bei allen anderen CT-Methoden,
die Verwendung von Rontgenstrahlen. Der prinzipielle Autbau eines CT ist in Abb. 3-1

gezeigt.

Rotationsachse

: verendes Objekt
Rontgenroh \.:é/rc ierendes Obje
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Abb. 3-1. Aufbau eines pu-CTs mit Kegelstrahlgeometrie [182].

Rontgenstrahlen sind elektromagnetische Wellen mit einer Wellenldnge zwischen
10° m und 10" m. Sie werden mit Hilfe einer Rontgenrdhre erzeugt. Dazu wird die
Gliihkathode thermisch erhitzt, so dass Elektronen austreten, die dann im elektrischen
Feld zwischen Kathode und Anode beschleunigt werden. Treffen die Elektronen auf die

Wolframanode auf, konnen diese Elektronen aus tieferen Schalen des Anodenmaterials
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schlagen und diese ionisieren. AnschlieBend gehen Elektronen aus hoheren
Energieniveaus in tiefere Zustinde iiber und emittieren dabei charakteristische
Rontgenstrahlung. Allerdings tritt viel hdufiger die so genannte Bremsstrahlung auf, bei
der die Elektronen unspezifisch und inelastisch gestreut werden. Dabei kommt es in der
Rontgenanode zu einer starken Warmeentwicklung. Das Durchdringungsvermdgen der
Rontgenstrahlung hingt zum einen von der Dicke der durchstrahlten Materie ab und
zum anderen vom Schwichungskoeffizienten x4 der durchdrungenen Materie ab. Fiir die
Intensititsverringerung sind im Wesentlichen vier Arten der Wechselwirkung zwischen
Materie und Rontgenstrahlen verantwortlich: die Rayleigh-Streuung, der Photoeftekt,
die Compton-Streuung und die Paarerzeugung. Die elastische Rayleighstreuung tritt auf,
wenn die Wellenldnge der Strahlung im Verhéltnis zum Durchmesser des Streuteilchens
grof ist. Der Photoeffekt beschreibt die Absorption der Rontgenstrahlung durch ein
Atom. Dadurch wird ein Elektron aus einer der inneren Schalen des Atoms
herausgeschlagen und das Atom so ionisiert. Der Comptoneffekt tritt auf, wenn ein
Rontgenquant mit einem Valenzelektron zusammenstofft. Dabei verliert der
Rontgenquant einen Teil seiner Energie (inelastische Streuung). Die Paarbildung tritt
bei Energien von >1.022 MeV auf. Dabei bildet sich durch einen Rontgenquant ein
Elektron-Positron-Paar. Welcher der letzten drei Prozesse tatsdchlich ablduft, hiangt
neben der eingestrahlten Energie auch vom absorbierenden Material ab. Bei Wasser,
dem Hauptbestandteil des menschlichen Korpers, iiberwiegt bei den typischen
Beschleunigungsspannungen der Compton-Effekt. Beim Blei ist es unter vergleichbaren

Bedingungen die Paarbildung.

Abb. 3-2. CT-Aufnahme eines Hirntumors [182].
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In der p-CT wird der Rontgenstrahl in einer Kegelstrahlgeometrie auf die Probe
gerichtet. Die heute genutzen Detektoren sind Fliachendetektoren. Durch die
dreidimensionale  Kegelstrahlgeometrie sind zur Berechnung der Bilder
dreidimensionale Rekonstruktionsverfahren erforderlich. Diese bendtigen eine hohe
Rechnerleistung und auch einen hohen Zeitaufwand. Zudem kann es bei der
Rekonstruktion zu Bildfehlern (Artefakten) kommen. Zum Beispiel kann bei der
Aufsummierung von Schichtstapeln eine Treppenbildung auftreten. Dabei erscheint eine
eigentlich gekriimmte Fliche in Form treppenartiger Strukturen. Zu Teil- oder
Partialvolumenartefakten kommt es durch das begrenzte Auflosungsvermogen des
Detektors. Es kommt dadurch gerade bei scharfen Kanten zu einer Unschérfe.
Bewegungsartefakte treten bei den untersuchten Proben naturgemif nicht auf.

Mit Hilfe des CT lassen sich auch Dichten bzw. Knochendichten bestimmen. Sie
werden in Hounsfield-Einheiten (HU) gemessen. Die Skala besitzt zwei Fixpunkte:
Luft =-1000 HU und Wasser = 0 HU. Anhand dieser beiden Punkte werden die Gerite
kalibriert. Spongiosa besitzt eine Dichte von unter 300 HU und Corticalis kann eine
Dichte von tiber 1000 HU besitzen [182, 183].

Fiir die Messungen in dieser Arbeit wurde ein pCT80 der Firma Scanco Medical
verwandt. Die maximalen Probenabmessungen betragen 75 x 140 mm und die
maximale Auflosung bei 20 mm Probendurchmesser 10 pum. Die Beschleunigungs-
spannung kann zwischen 40-70 kV gewihlt werden. Die zylindrischen Proben (ca.
10 x 8 mm) wurden in ein Plexiglasrohrchen gegeben und mit etwas Schaumstoft fixiert.
Der fiir die Auswertung benutzte Computer ist eine HP AlphaStation: CPU 2 x 1 GHz,
RAM 12 GB, HD 2 TB. Fiir die Auswertung wurde die FE Analysis Software der Firma
Scanco Medical verwandt. Die Messungen fanden am Institut fiir Werkstoftkunde der
Leibniz Universitdit Hannover statt und wurden unterstiitzt von Herrn Dipl.-Ing.

Christian Klose und Herrn Dr.-Ing. Dirk Bormann.

3.9 ICP-OES

Um die Elementgehalte in einer Probelosung zu bestimmen, wurde die optische
Emissionsspektrometrie mit einem induktiv gekoppelten Hochfrequenz-Plasma (ICP-

OES) verwandt. Sie beruht auf der Eigenschaft der Atome, durch die Aufnahme von
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Energie in einen elektronisch angeregten Zustand iibergehen zu kénnen. Die Elektronen
gehen dann, unter der Abgabe einer charakteristischen Strahlung, wieder in den
Grundzustand iiber. Diese kann detektiert und quantifiziert werden.

Die in Millipore Wasser geloste Probe wird als Aerosol in eine Plasmafackel
gegeben und dort elektronisch angeregt. Die Untersuchungen wurden an einem
Spectroflame M der Firma Spectro Analytical Instruments durchgefiihrt. Die
Messungen wurden von Frau Stella Kittel durchgefiihrt.

3.10 Mechanische Messungen

Die mechanischen Messungen sollen Aufschluss iiber die Belastbarkeit der verwandten
Materialien geben und gegebenenfalls zeigen, inwieweit die Materialien mit
natiirlichem Knochen zu vergleichen sind.

Die Proben wurden an einer Drehbank in eine zylindrische Form gebracht (6-10
mm im Durchmesser und 8-12 mm hoch) und die flachen Enden anschlieend plan
geschliffen. Es wurden Druckversuche unternommen. Dazu wurden die Probenstiicke in
die Priifmaschine eingespannt und dann der Druck mit einer Geschwindigkeit von
0.003 m/s erhoht. Die Messungen fanden an einer ZWICK Z010 Universal-
Priifmaschine statt. Die mechanischen Messungen wurden von Dr.-Ing. Dirk Bormann

am Institut fiir Werkstoffkunde durchgefiihrt.
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4. PHYSIKO-CHEMISCHE EIGENSCHAFTEN DER
POLYSIALINSAURE

Wihrend in den letzten Jahren wesentliche Erkenntnisse iiber die biologische Funktion
und die Biochemie der Polysialinsdure gewonnen wurden, wei3 man verhiltnismaBig
wenig iiber die physiko-chemischen Eigenschaften dieses Polysaccharides. Aus diesem
Grund wurden grundlegende Untersuchungen zum Verhalten von Polysialinsduren in
Losung und zur Struktur im festen Zustand unternommen, die in diesem Kapitel
beschrieben werden. Einen Schwerpunkt bildet dabei die Untersuchung des
Aggregationsverhaltens in wéssrigen Losungen. Dabei wird insbesondere auf den

Einfluss unterschiedlicher Kationen und Anionen eingegangen.

4.1 Aggregationsverhalten im wiéssrigen Medium

Fiir die biologische Funktion der Polysialinsdure ist ihr Zustand im wéssrigen Medium
von Bedeutung. Um diesen zu untersuchen, wird der Einfluss von Anionen und
Kationen auf Colominsdure (CA) mit Hilfe der Dynamischen Lichtstreuung betrachtet.
Dartiber hinaus wird mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit der lonengehalt im Gehirn
simuliert, um die natiirliche Umgebung besser nachahmen zu kénnen. Des Weiteren
fanden an der Universitdt Paderborn im Institut fiir Physikalischen Chemie im
Arbeitskreis von Herrn Prof. Huber Experimente zur Statischen Lichtstreuung (SLS)
statt.

4.1.1 Aggregationsverhalten in reinem Wasser

Das Verhalten von Colominsdure in reinem Wasser wurde mit der Dynamischen
Lichtstreuung untersucht. Die Abbildungen 4-1 und 4-2 zeigen DLS-Messungen

unterschiedlicher Chargen von Colominsdure in Millipore-Wasser. Bei der Charge
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ZAP4565 (Abb. 4-1) tritt iiber einen weiten Konzentrationsbereich ein konstantes
Verhalten auf. In allen Kurven tritt lediglich bei etwa 160 nm ein Peak auf. Das
Auftreten dieses Peaks ldsst sich {iber drei GroBenordnungen der Konzentration
nachverfolgen, er ist also konzentrationsunabhéngig. Die geringe Drift hin zu groferen
Durchmessern sollte ob der geringen Anzahl der Messpunkte in diesen Bereich nicht
beriicksichtigt werden. Eine mogliche Erklarung fiir das beobachtete Verhalten ist die
Bildung von Aggregaten. Bei einer mittleren Kettenlinge von 100 Monomereinheiten
ist es unwahrscheinlich, dass auch in einer absolut gestreckten Konformation eine
PartikelgroBe von 160 nm erreicht wird. Da CA neben der Carboxylgruppe tiber
Hydroxylgruppen und eine Amidfunktion verfiigt, ist die Ausbildung von inter- und
intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen wahrscheinlich. Zusétzlich ldsst sich
eine Schulter bei 35 nm beobachten. Dieser hydrodynamische Radius entspricht

vermutlich einer frei in der Losung vorliegenden gestreckten Polymerkette.

127 0.1 gL
10 1.0 g/L
— 25gL
2 — 50gL
' — 75gL
S _
s O — 100 gL
4
2 -
0 | T I 1
1 10 100 1000 10000

d /nm

Abb. 4-1. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von Colominsdure (Charge Z4P4565)
in Millipore-Wasser bei verschiedenen Konzentrationen.

Im Fall von Charge Z6R2470 (Abb. 4-2) tritt neben einem sehr intensiven Peak
bei 160 nm ein zusdtzlicher Peak bei 10-20 nm auf. Eine mdgliche Erklérung hierfiir ist,
dass sich die Colominsdure durch unsachgemidfen Transport oder Lagerung
autokatalytisch zersetzt hat. Das ist aber unwahrscheinlich, da auch innerhalb einer

Charge eine GroBenverteilung der Colominsdure anzunehmen ist. Ein weiterer
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Erkliarungsansatz ist eine mogliche hohere Salzkonzentration in der Probe. Die Effekte

einer Salzzugabe werden im anschlieBenden Abschnitt erldutert.

30 -
’s | 0.1 gL
1.0 g/L
— 50gL
S 15 - — 75gL
S —10.0gL
10 -
5 .
0 | T | 1
1 10 100 1000 10000

d /nm

Abb. 4-2. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von Colominsdure (Charge
Z6R2470) in Millipore-Wasser bei verschiedenen Konzentrationen.

Zum Vergleich des Aggregationsverhaltens mit anderen polyelektrolytischen
Polysacchariden wurde Hyaluronsdure herangezogen. Da hier nur jede zweite
Monomereinheit eine Carboxylgruppe trigt, besitzt diese eine Ladungsdichte, die in

etwa halb so groB ist wie die der Colominséure.
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Die in Abb. 4-3 gezeigten DLS-Messungen von Hyaluronsdure zeigen ein sehr
uneinheitliches Verhalten. Bei geringen Konzentrationen von 0.01 g/L tritt ein breiter
doppelter Peak mit zwei Spitzen bei 78 nm und 225 nm auf. Bei einer Konzentration
von 0.1 g/L hat sich dieser doppelte Peak stark verbreitert und hat seine Maxima nun
bei 28 nm und 190 nm. Bei noch hoheren Konzentrationen erstrecken sich die Signale
iber den gesamten Messbereich. Letzteres ist dadurch zu erkldren, dass Hyaluronsdure
in sehr viel stirkerem Malle zur Gelbildung neigt als Polysialinsdure. Das ist vor allem
auf den um den Faktor 1000 hoheren Polymerisationsgrad zuriickzufiihren. Fiir Gele ist
die einfache Auswertung von Daten aus der Dynamischen Lichtstreuung nicht mehr
anwendbar. Es bleibt aber festzustellen, dass das &uBerst homogene Verhalten der

Colominséaure hier nicht auftritt.
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Abb. 4-3. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgrofenverteilungen von Hyaluronséure in Millipore-
Wasser bei verschiedenen Konzentrationen.

Uber die Form dieser Aggregate der Colominsdure lassen sich mit Hilfe der
dynamischen Lichtstreuung keine weiteren Aussagen treffen. Die statische
Lichtstreuung liefert hier auch keine zuverldssigen Ergebnisse und wurde daher nicht

hinzugezogen.
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Uber Polyelektrolytlosungen in reinem Wasser lassen sich mit Hilfe von
Lichtstreumethoden nur schwierig Aussagen treffen [121]. Es treten hier vor allem
Coulomb-Wechselwirkungen innerhalb der Polymerkette auf. Das fiihrt dazu, dass sich
die einzelnen Kettenglieder abstoBen. Polyelektrolyte in Losungen ohne
beziehungsweise mit nur geringer Salzzugabe neigen daher eher zu einer gestreckten
Konformation. Schwer zu beurteilen sind in diesen hochgeladenen Systemen die
interpartikuldren Interaktionen. Die DLS-Messungen zeigen aber, dass sich im Falle der
Polysialinsdure ein Aggregat mit einem hydrodynamischen Radius von 160 nm

ausbildet. Diese AggregatgrofBe ist iiber einen weiten Konzentrationsbereich stabil.
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4.1.2 Aggregationsverhalten in wassrigen Losungen von Alkali- und
Erdalkalisalzen

Das Aggregationsverhalten von Colominsdure in waissrigen salzhaltigen Ldésungen
wurde mit Hilfe der Dynamischen Lichtstreuung untersucht. Eine Ubersicht der
untersuchten Losungen gibt Tabelle 4-1. Die Losungen ausgewihlter Salze wurden

zudem mit der statischen Lichtstreuung untersucht.

Tabelle 4-1: Bei den DLS-Messungen verwendete Salzkonzentrationen.

Salz 0.001 mol/L ~ 0.01 mol/L 0.1 mol/L 1 mol/L
Lithiumchlorid v v v v
Natriumchlorid v v v v
Natriumnitrat v v v v
Kaliumchlorid v v v v
Rubidiumchlorid v v v v
Magnesiumchlorid v 4 4 v
Calciumchlorid v v v
Calciumnitrat v v v

Die Abbildungen 4-4 bis 4-7 zeigen DLS-Messungen von Colominsdure unter dem
Einfluss von Alkalichloriden. Es lédsst sich grundsdtzlich immer der gleiche Effekt
beobachten: Neben dem schon im vorangegangenen Abschnitt flir salzfreie CA-
Losungen beschriebenen Aggregatpeak bei 160 nm kommt es mit steigender
Salzkonzentration zur Ausbildung eines neuen Peaks bei ca. 7 nm. Dieser Umstand ist
auf das Auflosen von Aggregaten zuriickzufiihren. Dennoch bleiben auch Aggregate in
der Losung unverdndert erhalten. Dariiber hinaus ist auch hier bei niedrigen
Salzkonzentrationen eine Schulter an Aggregatpeak bei etwa 30 nm zu beobachten.

Diese Schulter ist in hoher konzentrierten Losungen nicht mehr zu beobachten. Die
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Ladungen des Polyelektrolyten kénnen durch die Salzzugabe abgeschirmt werden. Das
Polymer muss dann nicht mehr gestreckt vorliegen. Die Grofle von 7 nm kann sehr gut

mit einzelnen, geknduelten Polymerketten in Einklang gebracht werden.

12 ~
— Wasser
10 ~
—0.001 M
g —0.010 M
—0.100 M
S 6 —1.000 M
N
4 -
2 -
O I I T I 1
1 10 100 1000 10000

d /nm

Abb. 4-4. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/l CA in LiCl-Losungen
unterschiedlicher Konzentration im Vergleich mit einer Losung von 5 g/ CA in Millipore-Wasser.
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Abb. 4-5. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/LL CA in NaCl-Losungen
unterschiedlicher Konzentration im Vergleich mit einer Losung von 5 g/ CA in Millipore-Wasser.
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Abb. 4-6. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/ CA in KCI-Losungen
unterschiedlicher Konzentration im Vergleich mit einer Losung von 5 g/ CA in Millipore-Wasser.
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14 -
0.001 M
12 - —0.010 M
—0.100M
10 7 —1.000 M
—W
8 ] asser
=
[a 6 i
4 .
2 -
0 I T I 1
1 10 100 1000 10000

d /nm

Abb. 4-7. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/LL CA in RbCl-Ldsungen
unterschiedlicher Konzentration im Vergleich mit einer Losung von 5 g/l CA in Millipore-Wasser.

Beim Vergleich zwischen den einzelnen Alkalichloriden fallen jedoch einige
Unterschiede auf (Abbildungen 4-8 bis 4-10): Bei einer Konzentration von 0.01 M zeigt
sich nur bei Natriumchloridzugabe ein Effekt. Hier bildet sich ein Peak bei 3 nm aus.
Keine der anderen Alkalichloridlésungen dieser Konzentration zeigen diesen Effekt.
Bei einer Konzentration von 0.1 M zeigen alle Proben einen zweiten Peak bei 7 nm. Die
Intensitdt dieses Peaks nimmt mit steigender Konzentration zu. Allerdings
verschwinden auch bei einer Konzentration von 1 M die Aggregate bei 160 nm nicht
vollstdndig. Das deutet darauf hin, dass diese sehr stabil sind. Diese Stabilitdt geht {iber
die typische Aggregatbildung, die auf den Polyelektrolyteffekt zuriickzufiihren ist,
hinaus. Solche Aggregate miissen sich iiber zusitzliche Interaktionen, wie
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisieren. Bei einer 1 M Rubidiumchloridldsung ist
ein sehr breiter Peak zu beobachten. Die Wechselwirkungen scheinen bei diesem sehr
groffen Kation nicht mehr so genau definiert zu sein. Der Einfluss fillt insgesamt
vergleichsweise schwach aus. Die Wechselwirkungen von Lithiumchlorid und
Natriumchlorid scheinen in konzentrierteren Ldsungen etwa gleich stark zu sein.

Kaliumchlorid zeigt in 1 M Lésung den starksten Effekt.
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Abb. 4-8. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/ CA in 0.01 M
Alkalichlorid-Losungen.
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Abb. 4-9. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/ CA'in 0.1 M
Alkalichlorid-Losungen.
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Abb. 4-10. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/L CAin 1 M
Alkalichlorid-Losungen.

Neben Alkalichloriden wurde auch der Einfluss von Alkalibromide, Natriumiodid und
Natriumnitrat auf das Aggergationsverhalten von Colominsdure in wéssrigen Losungen

untersucht.
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Abb. 4-11 zeigt DLS-Messungen von Colominsdure in Natriumbromidldsungen
unterschiedlicher Konzentration. Wie bei den vorangegangenen Proben tritt bei 160 nm
ein breiter Peak auf. Dieser weist zudem in 0.001 M Losung eine Schulter bei 28 nm auf.
Steigt die Salzkonzentration, verschwindet diese Schulter. Dariiber hinaus zeigt
Natriumbromid ebenfalls ab einer Konzentration von 0.1 M einen zweiten Peak bei

7nm. In einer 1 M Natriumbromidlosung ist eine Peakverbreiterung bei 160 nm zu

beobachten.
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Abb. 4-11. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/ CA in NaBr-Lésungen
unterschiedlicher Konzentration.
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Abb. 4-12 zeigt DLS-Messungen von Colominsdure in Kaliumbromidldsungen
unterschiedlicher Konzentration. Wie bei den vorangegangenen Proben tritt bei 160 nm
ein breiter Peak auf. Dieser weist zudem bei einer Konzentration von 0.001 M eine
Schulter bei 28 nm auf. Bei steigenden Salzkonzentrationen schwécht sich diese
Schulter ab, verschwindet aber nicht vollstdindig. Dariiber hinaus zeigt die
Colominséureldsung mit Kaliumbromid ebenfalls ab einer Konzentration von 0.1 M
einen zweiten Peak bei 7nm. In Gegenwart von Kaliumbromid in den
Colominsdurelosungen kommt es generell zu eine Peakverbreiterung. Das fiihrt so weit,
dass sich in einer 1 M Kaliumbromidldsung tiber den gesamten Messbereich Signale
beobachten lassen. Die Wechselwirkungen scheinen sehr viel weniger definiert zu sein

als bei den anderen Losungen.
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Abb. 4-12. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/ CA in KBr-Losungen
unterschiedlicher Konzentration.
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In den Abbildungen 4-13 bis 4-15 ist ein Vergleich des Einflusses auf das
Aggregationsverhalten von Colominsdure in wissrigen Losungen von Natriumbromid
und Kaliumbromid bei unterschiedlichen Konzentrationen zu sehen. Dabei fillt auf,
dass die Gegenwart beider Salze sehr breite Peaks verursacht. Die Schulter bei 28 nm ist
bei einer 0.01 M Kaliumbromid-Konzentration deutlich zu erkennen. Diese tritt in der
GroBenverteilungskurve, die an einer Losung mit einem Gehalt von 0.01 M
Natriumbromid bestimmt wurde, nicht auf. Beim Vergleich der beiden 0.1 M
Salzlosungen lassen sich beim Aggregationsverhalten der Colominsdure kaum
Unterschiede erkennen. Die Aggregatpeaks der Colominsidure in den beiden 1M
Bromidldsungen sind sehr breit. Dabei ist der Peak, der in der Natriumbromidldsung

beobachtet wird, leicht zu groferen Aggregaten hin verschoben.
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Abb. 4-13. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBBenverteilung von 5 g/ CA in 0.01 M
Alkalibromid-Ldsungen.
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Abb. 4-14. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/LL CA in 0.1 M
Alkalibromid-Losungen.
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Abb. 4-15. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBBenverteilung von 5 g/L CAin 1 M
Alkalibromid-Losungen.
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Abb. 4-16 zeigt DLS-Messungen von Colominsdure unter dem Einfluss von
Natriumiodid. Dabei lassen sich wiederum die beiden Peaks bei 160 nm und 7 nm
beobachten, wobei letzterer erst ab einer Konzentration von 0.1 M Natriumiodid auftritt.
Der Peak bei 160 nm weist eine Schulter auf, die bei steigender Konzentration erhalten

bleibt.
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Abb. 4-16. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/l CA in Nal-Ldsungen
unterschiedlicher Konzentration.
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Die Abb. 4-17 bis 4-19 zeigen DLS-Messungen der unterschiedlichen
Natriumhalogenide im Vergleich. Die Colominsdurelésung mit 0.01 M Natriumchlorid
weist im Unterschied zu allen anderen Salzlosungen ein Peak bei 3 nm auf. Bei einer
Salzkonzentration von 0.01 M in der Losung ist, im Falle der Gegenwart von
Natriumchlorid bzw. Natriumiodid, am Aggregationspeak einer Schulter bei 30 nm zu
beobachten Bei der Losung mit Natriumbromid ist dies nicht der Fall. In 0.1 M
Losungen in Abb. 4-18. zeigt Natriumchlorid das stirkste Deaggregationsverhalten.
Ahnliches gilt fiir die 1 M Losungen. Dabei zeigt Colominsdure in Gegenwart von

Natriumbromid einen sehr breiten Aggregationspeak.
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Abb. 4-17. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/L CA in 0.01 M
Natriumhalogenid-Losungen.
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Abb. 4-18. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/ CAin 0.1 M
Natriumhalogenid-Losungen.
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Abb. 4-19. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/L CAin 1 M
Natriumhalogenid-Losungen.
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Die Abb. 4-20 bis 4-22 zeigen den Vergleich der PartikelgroBenverteilung von
Colominsdure in wéssrigen Losungen von Kaliumchlorid und Kaliumbromid bei
unterschiedlichen Konzentrationen. Bei einer Konzentration von 0.01 M unterscheidet
sich der FEinfluss der beiden Salze nicht. Bei hdheren Konzentrationen von
Kaliumchlorid in der Losung zeigen die Aggregate eine wesentlich stirkere Tendenz
zur Deaggregation. In Gegenwart von Kaliumbromid bleibt die Schulter des

Aggregationspeaks auch bei hoheren Konzentrationen erhalten.
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Abb. 4-20. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBBenverteilung von 5 g/ CA in 0.01 M
Kaliumhalogenid-Losungen.
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Abb. 4-21. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/LL CA in 0.1 M
Kaliumhalogenid-Losungen.
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Abb. 4-22. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBBenverteilung von 5 g/L CAin 1 M
Kaliumhalogenid-Losungen.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Kaliumchlorid einen besonders starken
Einfluss auf das Verhalten von Colominsdure in Losung hat. Das scheint nicht nur auf
die Wechselwirkungen des Kaliums mit dem Polysaccharid zuriickzufiihren zu sein,
sondern auch auf den Einfluss des Chlorids. Diese These wird durch die Beobachtung
gestiitzt, dass die Unterschiede im Aggregationsverhalten von Colominsdure in
Gegenwart von Natriumbromid und Kaliumbromid wesentlich kleiner austfallen.
Besonders grofle Kationen wie Rubidium fiihren zu einer Peakverbreiterung. Die
Wechselwirkungen mit groBBen Kationen scheinen weniger spezifisch als bei kleineren
Kationen zu sein. Ahnliche Beobachtungen iiber den Einfluss der Anionen auf das
Aggregationsverhalten von Colominséure lassen sich nicht machen. Hier fillt lediglich
auf, dass Bromid zu einer Signalverbreiterung fiihrt. Dieser Effekt kann jedoch in
Gegenwart von lodid nicht im gleichen Ausmall beobachtet werden. Um noch ein
weiteres Anion zum Vergleich hinzuzuziehen, wurde zudem der Einfluss von

Natriumnitrat untersucht.
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In Abb. 4-23. sind DLS-Messungen von Colominsdure unter dem Einfluss von
unterschiedlichen Natriumnitratkonzentrationen zu sehen. Auch hier kommt es bei einer
Konzentration von 0.1 M zur Ausbildung eines zusédtzlichen Peaks bei 7 nm. Dariiber
hinaus fiihrt die Natriumnitratzugabe aber zu einer Verbreiterung der Schulter bei
30 nm. Bei hohen Salzkonzentrationen gehen sdmtliche Peaks ineinander iiber. Die

Wechselwirkungen scheinen nicht sehr spezifisch zu sein.
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Abb. 4-23. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/ CA in NaNOs-Lésungen
unterschiedlicher Konzentration.

Der Einfluss zweiwertiger Kationen auf das Aggregationsverhalten muss gesondert
betrachtet werden, da sie eine andere lonenstirke als einwertige Kationen besitzen.

Colominsdurelosungen mit zweiwertigen Kationen werden im Folgenden untersucht.
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In Abb. 4-24. sind die DLS-Messungen an Colominsdure in Gegenwart von
Magnesiumchlorid ~ dargestellt.  Grundsidtzlich  lassen  sich  hier  &hnliche
Wechselwirkungen wie bei den vorangegangen Messungen beobachten. Die Aggregate
bei etwa 160 nm treten auch hier auf. Thr Peak besitzt eine Schulter bei circa 30 nm.
Diese Schulter bleibt auch bei hoheren Konzentrationen bestehen. Der Aggregatpeak
bei einer Konzentration von 0.1 M MgCl, ist auffillig breit. Der kleine Peak bei 7 nm
entsteht hier schon bei einer Konzentration von 0.01 M. Das kann auf die hohere
Ionenstirke zuriickgefiihrt werden. Der Peak verschiebt sich aber mit steigender

Konzentration nach rechts. Das bedeutet, dass der hydrodynamische Radius steigt an.
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Abb. 4-24. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/L CA in MgCl,-Losungen
unterschiedlicher Konzentration.
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Die in Abb. 4-25 gezeigten DLS-Messungen an Colominsdure in Gegenwart von
Calciumchlorid zeigen vergleichsweise breite Peaks. Auch hier ldsst sich schon bei
0.01 M ein zusitzlicher Peak bei 5 nm beobachten. Bei hoheren Konzentrationen
wiéchst dieser auf die typischen 7nm an. Bei Colominsdure in einer 1M
Calciumchloridlosung ist der Peak bei 7 nm intensiver als der Aggregatpeak.
Calciumchlorid scheint folglich einen besonders starken Einfluss auf das

Aggregationsverhalten zu haben.

12 -
10 - — 0.01 M CaCl,
— 0.10 M CaCl,
8 — 1.00 M CaCl,
S 6 -
[a
4 -
2 ]
0 I T I 1
| 10 100 1000 10000

d /nm

Abb. 4-25. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/ CA in CaCl,-Lésungen
unterschiedlicher Konzentration.
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Die in Abb. 4-26 gezeigten DLS-Messungen von Colominsdure in Gegenwart von
Calciumnitrat weisen ebenfalls vergleichsweise breite Peaks auf. Wéhrend hier eine
0.01 M Salzlosung nur geringe Auswirkungen auf das Aggregationsverhalten von
Colominsdure hat, haben hohere Konzentrationen einen sehr starken Einfluss.
Wiederum bildet sich ein Peak bei 7 bzw. 9 nm aus, der sehr intensiv ist. Im Falle der

1 M Losung ist dieser intensiver als der Aggregatpeak.
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Abb. 4-26. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/ CA in Ca(NOs),-
Losungen unterschiedlicher Konzentrationen.

In Folgenden werden nun die Einfliisse der beiden vermessenen Erdalkalichloride auf

das Aggregationsverhalten von Colominséure miteinander verglichen.
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In Abb. 4-27 bis 4-29 sind die DLS-Messungen an Colominsdure in
Erdalkalichlorid-Losungen im Vergleich dargestellt. Bei 0.01 M Losungen fiihrt nur die
Gegenwart des Calciumsalzes zur Auflosung des Aggregats. Calciumionen scheinen
einen starkeren Einfluss auf das Aggregationsverhalten der Colominsédure zu haben als
Magnesiumionen. Diese Beobachtung fillt insbesondere bei den 1 M Ldsungen ins
Auge, da das Calciumchlorid in diesem Fall dazu fiihrt, dass der Peak bei 7 nm

intensiver ist als der Aggregationspeak.

12 1
— 0.01 M CaCl,
— 0.01 M MgCl,

10

0 /\ | T . .

1 10 100 1000 10000
d /nm

Abb. 4-27. Aus DLS-Messungen abgeleitete Partikelgroenverteilung von 5 g/L CA in 0.01 M
Erdalkalichlorid-Losungen.
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Abb. 4-28. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBBenverteilung von 5 g/LL CA in 0.1 M
Erdalkalichlorid-Losungen.
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Abb. 4-29. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBBenverteilung von 5 g/L CAin 1 M
Erdalkalichlorid-Losungen.
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In Abb. 4-30 bis 4-32 sind die DLS-Messungen an Colominséure in Calciumnitrat- bzw.
Calciumchloridlosungen im Vergleich dargestellt. Nur im Falle der Gegenwart von
Calciumchlorid kommt es schon bei 0.01 M zu einem Auflésen der Aggregate. Bei
hoheren Konzentrationen zeigt Calciumnitrat einen stirkeren Einfluss auf das
Aggregationsverhalten von Colominsdure. Im Vergleich zu Natriumnitrat scheint das

Calciumnitrat einen sehr viel deutlicheren und somit stirkeren Einfluss zu besitzen.
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Abb. 4-30. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBBenverteilung von 5 g/ CA in 0.01 M
Calciumsalz-Losungen.

86



4. Kapitel | Physiko-chemische Eigenschaften der Polysialinsdure

10
g - — 0.1 M CaCl,
— 0.1 MC&(NO3)2

6

4 4

2 4

0 T T T 1

1 10 100 1000 10000

d /nm

Abb. 4-31. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/LL CA in 0.1 M
Calciumsalz-Losungen.
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Abb. 4-32. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von 5 g/L CA in 1 M Calciumsalz-
Losungen.

Die Wechselwirkungen von Natriumchlorid bzw. Calciumchlorid mit Colominsédure

wurden auch mit Hilfe der statischen Lichtstreuung untersucht. Die Messungen fanden
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am Institut fiir Physikalische Chemie der Universitidt Paderborn im Arbeitskreis von
Prof. Huber statt. Je 1 g/L Colominsédure wurde in 0.1 M Natriumchlorid- bzw. 0.033 M
Calciumchloridlosung aufgeldst und anschlieBend vermessen.

Die SLS-Messungen von Colominsdure in der Gegenwart von Natriumchlorid in
Abb. 4-33 (a) zeigen beim Holtzer-Plot einen steilen Anstieg der Kurve auch bei
grolem gq. Das kann auf eine Polydispersitét hindeuten, also beispielsweise darauf, dass
die Teilchen sowohl als Kniduel als auch als Stab vorliegen. Eine zweite Interpretation
ist, dass zwei unterschiedlich grof3e Partikel in der Losung vorliegen. Das kann heif3en,
dass zum einen eine Fraktion mit groBen Partikeln, die winkelabhéngig streut und zum
anderen eine Fraktion mit kleineren kompakten Partikeln, die winkelunabhingig streut,
vorliegen. Letztere Interpretation der Daten passt gut zu den Beobachtungen aus der
dynamischen Lichtstreuung. Dort treten ebenfalls zwei Partikelgroen auf. Nimmt man
diese Ergebnisse zusammen, kann angenommen werden, dass in Losung zwei
PartikelgroBBen vorliegen: Es existiert eine Fraktion groferer Aggregate, die aus
mehreren Polymerketten zusammengesetzt sind. Durch die Salzzugaben beginnen sich
diese Aggregate aufzulosen, und es kommt zur Ausbildung von kleineren Partikeln, die
aus einer einzelnen gefalteten Polymerkette bestehen. Die Salzzugabe bewirkt eine
Abschirmung der Ladung, so dass die Polymere nicht mehr gestreckt vorliegen miissen.
Uber die Form der Partikel ldsst sich anhand dieser Daten keine Aussage treffen.

Die Ergebnisse der SLS-Messungen von Colominsdure in Gegenwart von
Calciumchlorid in Abb. 4-33 (b) deuten auf eine Stibchenform hin, da die Messdaten
einem Plateau entgegen gehen. Wenn hier, wie aufgrund der DLS-Messungen zu
vermuten ist, zwei Partikelgroen vorliegen, ist anzunehmen, dass hier eine Fraktion
grofler, relativ starrer Stdbchen neben einer kleineren Fraktion kleiner Kugeln vorliegt.
Das ldsst sich auch im Holtzer-Plot nachvollziehen. Eventuell wiirde ein Fit fiir
wurmformige Partikel noch néher an den Messdaten liegen. Der Holtzer-Plot ergibt eine
durchschnittliche Lénge der Stibchen von 500 nm. Beriicksichtigt man die Lange der
Polymerkette, so ist davon auszugehen, dass es sich um ein stdbchenformiges Aggregat
aus mehreren Polymerketten handelt. Die Calciumionen kénnten in diesen Aggregaten
verbriickend wirken.

Der beobachtete starke Einfluss des Calciums deutet auf eine spezifische
Wechselwirkung hin. Das wird von der Tatsache gestiitzt, dass Calcium bei der

Regulation von NCAM eine entscheidende Rolle spielt [88, 89].
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Abb. 4-33. SLS-Messungen von Colominséure in 0.1 M Natriumchloridldésung (a) bzw. in 0.033 M
Calciumchloridldsung (b) als Holtzer-Plot. Die blaue Linie entspricht dem Formfaktor fiir ein Stdbchen.
Die griine Linie entspricht dem Formfaktor fiir ein Gau3knéuel.
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Zur Simulation der Ionenkonzentration im Gehirn wurden auch DLS-Messungen von
Colominséure in kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit (CBF) durchgefiihrt. Diese fiillt
den Zwischenraum von Schéidel und Cortex. Dabei handelt es sich um eine Salzlosung,
die als Puffer fiir den Cortex fungiert. Die kiinstliche CBF enthidlt 0.124 mM
Natriumchlorid, 0.005 mM Kaliumchlorid, 0.0013 mM wasserfreies Calciumchlorid, 26
mM Natriumhydrogencarbonat und 10 mM D-Glycose [184].

Die in Abb. 4-34 dargestellten Messungen von Colominsdure in CBF zeigen ein
differenziertes Verhalten. Ist die CA niedrig konzentriert (0.01 g/L), zeigt sich ein
groBBes Aggregat bei 225 nm und ein kleineres bei 50 nm. Steigt die Konzentration auf
0.1 g/L an, nimmt die Intensitit der beiden Aggregatpeaks ab. Zusitzlich bildet sich
aber ein neuer Peak bei 120 nm aus. Des Weiteren deaggregiert auch ein Teil und es
entsteht bei 9 nm ein zusétzlicher Peak. Steigt die Colominsdurekonzentration weiter
auf 1 g/L an, setzt sich die Entwicklung fort. Bei noch hoheren Konzentrationen lassen
sich nur noch zwei breite Peaks bei 6 nm und bei 120 nm beziehungsweise 140 nm
beobachten. Das konnte auf eine Art Selbstregulation der Colominsdure hindeuten. In
Gegenwart von wenig Colominsdure nehmen die einzelnen Polymerketten einen hohen
Platzbedarf ein (50 nm). Bei hoheren Polymerkonzentrationen bricht dieser zusammen.
Fiir die Nervenbildung ist die sterische Abschirmung durch die Polysialinsdure sehr
wichtig. Sie ermoglicht die Zellproliferation und vermeidet die Zelladhdsion. Ist nun der
Abstand der Zellen zu klein, iiberwiegt die Zelladhédsion und die Proliferation stoppt.
Das Wachstum ldsst sich so steuern. Inwieweit die Beobachtungen in Losung auf das
Verhalten im Korper iibertragen werden konnen, muss noch anhand weitere

Experimente tiberpriift werden.
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Abb. 4-34. Aus DLS-Messungen abgeleitete PartikelgroBenverteilung von CA in kiinstlicher
Cerebrospinalfliissigkeit.

4.13 Diskussion

Die Lichtstreuuntersuchungen an Colominsiure haben gezeigt, dass diese eine deutliche
Tendenz zur Aggregatbildung aufweist. Inwieweit die Aggregate den fiir
Polyelektrolyte beschriebenen Doménen entsprechen, wird im Folgenden diskutiert
[121]. Thr hydrodynamischer Radius bewegt sich stets im Bereich von 160 nm.
Inwieweit innerhalb der Losungen ein dreidimensionaler Ordnungszustand der
Aggregate beziechungsweise Partikel vorherrscht, konnte mit Hilfe der dynamischen
Lichtstreuung nicht geklart werden. Hieriiber konnten Rontgen-
Kleinwinkelstreuexperimente Auskunft geben. Zuweilen ist eine Schulter am
Aggregatpeak zu beobachten, die den frei in der Losung schwimmenden, ungeordneten
Polyelektrolytketten zugeordnet werden kann. Diese liegen in einer gestreckten oder
wurmartigen Konformation vor und besitzen einen hydrodynamischen Radius von circa
30 nm. Unter Salzzugabe beginnen sich die Aggregate in der Losung aufzulosen. Es
bildet sich eine weitere PartikelgroBe mit einem hydrodynamischen Radius von 7 nm
aus. Diese Partikel bestehen vermutlich ebenfalls aus einzelnen Polymerketten. Da

durch die Salzzugabe die Ladungen besser abgeschirmt werden, liegen die einzelnen
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Polyelektrolytketten nun in einer geknduelten Konformation vor. Dadurch verringert
sich der hydrodynamische Radius. Yang et al. konnten zeigen, dass eine
Polysialisierung vom neuralen Zelladhidsionsmolekiil NCAM zu einer Aufweitung des
Abstandes um 10 bis 15 nm fiihrt. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
fanden in Gegenwart von Ferritin und verschieden Salzen statt [80]. Die Aufweitung
des Abstandes entspricht etwa dem zweifachen des hydrodynamischen Radius der
kleineren, in der dynamischen Lichtstreuung gemessenen Partikel. Es liegen aber auch
in einer 1M, also sehr hoch konzentrierten, Salzlosung neben den einzelnen
geknduelten Polymerketten weiterhin  Aggregate vor. Das zeigt, dass die
Aggregatbildung nicht ausschlieBlich auf den Polyelektrolyteffekt zuriickgefiihrt
werden kann. In diesem Fall sollten sich die Aggregate unter Salzzugabe komplett
auflésen, und der Polyelektrolyt verhielte sich wie ein ungeladenes Polymer. Da dies
nicht der Fall ist, kann davon ausgegangen werden, dass weitere Wechselwirkungen wie
Wasserstoftfbriickenbindungen von entscheidender Bedeutung fiir die Stabilitdt der
Aggregate sind. Neben dieser generellen Beobachtung lassen sich aber auch
Unterschiede zwischen den einzelnen Salzen feststellen. Im Vergleich der
Alkalichloride untereinander ist der Einfluss von Kalium auf die Deaggregation am
grofiten. Im Vergleich der Natriumhalogenide zeigt das Chlorid den stirksten Einfluss.
Gleiches gilt fiir die Kaliumhalogeniden.

Fiir eine Zugabe von Natriumnitrat ldsst sich im Wesentlichen ein dhnlicher
Effekt wie bei den Natriumhalogeniden beobachten. Bei steigenden Konzentrationen
losen sie die Aggregate auf und es bilden sich kleinere Partikel mit einem
hydrodynamischen Radius von 7 nm aus. Johnson et al. beschreiben die repulsiven
Wechselwirkungen von polysialisierten NCAM-Monoschichten in Gegenwart von
unterschiedlichen Konzentrationen von Natriumnitrat. Sie konnten zeigen, dass eine
hohere Natriumnitratkonzentration zu einer Verringerung der Abstofung und damit zu
einer Verringerung des hydrodynamischen Radius fiihrt [79]. Diese Beobachtungen
lassen sich auch anhand der Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung nachvollziehen,
da die Salzzugabe hier zur Ausbildung kleinerer Partikel und damit auch zur
Verringerung des durchschnittlichen hydrodynamischen Radius fiihrt. Die Verringerung
der rdumlichen Ausdehnung bei zunehmenden Salzkonzentrationen stimmt mit dem
typischen Verhalten fiir Polyelektrolyte iiberein. Durch die Gegenwart von Gegenionen
in der Losung konnen die Ladungen des Polyelektrolyten besser abgeschirmt werden.

Das erlaubt es ihm, eine eher gekniuelte Konformation einzunehmen.
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Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass sowohl das Kation als auch das Anion
einen Einfluss auf das Aggregationsverhalten haben. Die Form der in Losung
auftretenden Partikel wurde exemplarisch am Natriumchlorid mit Hilfe der statischen
Lichtstreuung untersucht. Da es sich um ein polydisperses System handelt, 14sst sich der
Formfaktor, also die Form der Partikel in Losung, nur schwer bestimmen.

Vergleicht man den Einfluss verschiedener Erdalkalisalze miteinander, fallt auf,
dass der Einfluss des Calciums wesentlich stirker ist als der des Magnesiums. Fiir eine
spezifische Wechselwirkung sprechen auch die Daten der statischen Lichtstreuung. Sie
lassen vermuten, dass ein 500 nm langes, starres Stdbchen in der Losung vorliegt. Bei
einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad von 100 Monomereinheiten muss es sich
bei dem stdbchenformigen Gebilde um ein Aggregat aus mehreren Ketten handeln. Die
Calciumionen konnten in diesen Aggregaten verbriickend wirken. Die beobachteten
Stidbchen lassen sich mit den von Toikka beschriebenen Polysialinsdure-Filamenten
vergleichen. Deren Prdparation erfolgte in Gegenwart von Calciumchlorid [98]. Die
GroBBe der Filamente stimmt mit der GroBe der in der statischen Lichtstreuung
beobachteten Aggregate liberein. Die Féahigkeit von Polysialinsdure, Calcium zu binden,
ist stark von ihrem Polymerisationsgrad abhingig. Léngerkettige Polysialinséure kann
Calcium besser binden als kurzkettige [94]. Da es sich beim eingesetzten Polymer mit
durchschnittlich 100 Monomereinheiten um eine vergleichsweise lange Polysialinsdure
handelt, ist von einer hohen Calciumaftinitit auszugehen. Zudem ist bekannt, dass die
Calciumkonzentration die Ausrichtung neugebildeter Axone steuert. An diesem Prozess
ist auch das neurale Zelladhdsionsmolekiil beteiligt. Daran ist wiederum Polysialinsdure
gebunden. Vor dem Hintergrund der vorgestellten Ergebnisse deutet diese Beobachtung
darauf hin, dass Calcium mit Polysialinsdure spezifisch wechselwirkt.

Um den natiirlichen Salzgehalt im Gehirn nachzubilden, wurde das
Aggregationsverhalten von Colominséure in CBF untersucht. Dabei zeigte sich ein
konzentrationsabhédngiges Aggregationsverhalten. Bei niedrigen Konzentrationen treten
sehr grofle Aggregate mit einem hydrodynamischen Radius von 225 nm auf. Bei
hoheren Konzentrationen der Colominsdure I6sen sich die Aggregate auf. Dieser
Umstand kann eine wichtige Rolle in der Zellproliferation und Adhision spielen. Eine
sterische Hinderung fordert die Zellproliferation und vermeidet die Zelladhdsion. Um
konkretere Aussagen treffen zu konnen, sind jedoch weitere Untersuchungen
erforderlich. Untersuchungen mit der statischen Lichtstreuung konnen in diesem

Zusammenhang besonders hilfreich sein.
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4.2 Polysialinsdure im festen Zustand

Uber Polysialinsiure bzw. deren Natriumsalz Colominsiure im festen Zustand ist wenig
bekannt. Hier wird die Herstellung von Colominsdurekristallen vorgestellt. Zudem wird
die kristallisierte Colominsdure charakterisiert. Des Weiteren wird im Institut fiir
Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover hergestellte Colominsdure auf
ihre Morphologie hin untersucht. Dabei wird der Einfluss eines eventuell vorhandenen

Lipidankers diskutiert.

4.2.1 Kristallisation von Polysialinsdure

4.2.1.1 Herstellung von Polysialinsdurekristallen

In 5 mL Millipore-Wasser wird 1 g Colominsdure gelost. Um die Kristallisation
herbeizufiihren, wird die Losung in einen Exikkator mit einer geséttigten
Acetonatmosphére gestellt. Der Exikkator wird bei Raumtemperatur gelagert. Nach
einigen Tagen bildet sich ein feinkristalliner Niederschlag aus. Die Kristalle werden an

der Luft getrocknet. Sie sind farblos und machen einen grobkdrnigen Eindruck.

42.1.2 Charakterisierung der Polysialinsdurekristalle

Um die Morphologie der Probe zu untersuchen, wurden rasterelektronische Aufnahmen

angefertigt. Dabei wird die unbehandelte Probe mit der kristallinen Probe verglichen.
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Abb. 4-35. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von unbehandelter Colominsaure.

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der kduflich erworbenen Probe
(Abb. 4-35) lassen sich Kugeln unterschiedlicher Grofle erkennen. Sie haben einen
Durchmesser zwischen 1 um und 50 nm. RegelméaBige kristalline Strukturen lassen sich

nicht identifizieren.

Abb. 4-36. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von kristallisierter Colominséure.
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Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 4-36 zeigen die kristalline
Probe. Im Gegensatz zur unbehandelten Probe lassen sich hier regelméBige Strukturen
erkennen. Auf einem amorphen Untergrund hat sich eine feinkristalline Schicht
herausgebildet. Die blattchenférmigen Kristalle sind einige Mikrometer lang und etwa
einen Mikrometer breit.

Die chemische Identitit der kristallinen Probe wurde mit Hilfe der IR-

Spektroskopie iiberpriift.

—— kristalline Colominsdure

—— unbehandelte
Colominséure

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
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Abb.4-37. IR-Spektren der kristallinen Colominsdure im Vergleich zur unbehandelten Colominséure.

Aus den IR-Spektren in Abb. 4-37 lésst sich erkennen, dass es sich bei den beiden
Proben um chemisch identische Stoffe handelt. Die Probe wurde durch den
Kristallisationsprozess chemisch nicht verdndert.

Um den Wassergehalt in der kristallinen Probe zu bestimmen, wurde eine
thermogravimetrische Messung durchgefiihrt. Zum Vergleich wurde auch die

unbehandelte Colominsiure vermessen.
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Abb. 4-38. Thermogravimetrie-Kurve der unbehandelten Colominsaure.

In der TG-Messung der unbehandelten Colominsdure (Abb. 4-38) wurde der
Masseverlust bis zu einer Temperatur von 190 °C dem Wassergehalt zugeordnet. Die
gekaufte Probe enthilt somit 4 % Wasser. Die folgenden Stufen lassen sich auch mit
Hilfe der IR-Spektroskopie nur schwer zuordnen. Bis 320 °C lassen sich noch C—H-
Valenzschwingungen beobachten. Ab 320 °C treten die asymmetrische C-O-
Valenzschwingung bei 1440 cm™' und die C-O-Deformationsschwingung bei 870 cm™
in Erscheinung und sind bei allen folgenden Stufen zu beobachten. Durch die Rontgen-
Pulverdiffraktometrie konnte das Zwischenprodukt bei 700 °C als das Natriumcarbonat
Thermonatrit identifiziert werden. Dabei handelt es sich um ein Natriumcarbonathydrat.
Das enthaltene Wasser ist vermutlich auf eine Hydratisierung an Luft zuriickzufiihren.
Die Restmasse betrdgt 18 %. Die Phase des Endproduktes konnte nicht identifiziert

werden.
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Abb. 4-39. Thermogravimetrie-Kurve der kristallinen Colominséure.

In der TG-Messung der kristallinen Colominséure wurde der Masseverlust bis zu einer
Temperatur von 170 °C dem Wassergehalt zugeordnet (Abb. 4-39). Die kristalline
Probe enthdlt somit 19 % Wasser. Rechnet man diesen Wassergehalt auf die
Monomereinheiten um, so ergibt sich, dass im Kristall ein Verhéltnis von 3.5
Wassermolekiilen pro Monomereinheit vorliegt. Die Restmasse betrdgt 9.8 %.

Die Elementgehalte an Natrium, Kalium, Magnesium, Calcium, Eisen und
Kupfer der kristallinen und der unbehandelten Colominsdaure wurden mit ICP-OES

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4-2 aufgelistet.
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Tabelle 4-2. Elementgehalte von Colominséure vor und nach der Kristallisation mit Hilfe ICP-OES
bestimmt. Die Bestimmung des Natriumgehaltes erfolgte bei einer Wellenldnge von 589.592 nm, die des
Magnesiumgehaltes bei einer Wellenldnge von 280.270 nm und die des Calciumgehaltes erfolgte aus
zwei Linien bei 393.366 nm und bei 396.847 nm.

Na Mg Ca

m % m % m %
unbehandelte 5.558 + 0.056 0.001 + 0.00006 0.010 + 0.001
Colominsaure
kristalline 5.237 £ 0.005 0.002 + 0.0000 0.016 £ 0.0002
Colominsaure

Die Messwerte fiir Kalium, Eisen und Kupfer liegen unterhalb der Bestimmungsgrenze.

Es ist eine deutliche Abnahme des Natriumgehaltes in Folge der Kristallisation zu
beobachten. Um die Messergebnisse richtig interpretieren zu konnen, muss der mit
Hilfe der Thermogravimetrie bestimmte Wassergehalt der Proben beriicksichtigt werden.
Dabei wird zudem angenommen, dass die Restmasse der Probe nach der
thermogravimetrischen Messung aus Natriumcarbonat besteht. Unter diesen
Vorraussetzungen ldsst sich der prozentuale Anteil der ein Natrium als Gegenladung
tragenden Carboxylatgruppen bestimmen. Die Carboxylationen der unbehandelten
Probe tragen zu 96 % ein Natriumion. In der kristallinen Probe sind es nur 87 %. Dieser
geringere Wert ist vermutlich auf eine Protonierung der Carboxylatfunktion
zuriickzufiihren.

Die Probe wurde mit Hilfe der Rontgen-Pulverdiffraktometrie untersucht. In
Abb. 4-40. lassen sich auf einem breiten, amorphen Untergrund deutlich Reflexe
erkennen. Diese weisen allerdings eine gewisse Breite auf, welche die Indizierung
deutlich erschwert. Eine mogliche Erkladrung hierfiir ist in der Inhomogenitét der Probe
zu suchen. Die gekaufte Probe enthilt eine relativ breite Kettenldngenverteilung. Das
kann die kristalline Anordnung im Festkorper erschweren. Eine Auftrennung nach
Kettenldngen ist préparativ sehr aufwendig und konnte nicht im ausreichenden Mal}

erfolgen. Die Indizierung der Probe ist Tabelle 4-3 zu entnehmen.
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Abb. 4-40. Rontgen-Pulverdiffraktogramm der kristallisierten Colominséure.
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Tab. 4-3. Indizierung des Rontgen-Pulverdiffraktogramm der kristallinen Colominséure aus Abb. 4-40.

d beobachtet h k 1 20 260 260
beobachtet berechnet beobachtet —
berechnet
/A /° /° /°

12.8624 100 6.867 6.848 0.0190
9.0718 110 9.742 9.715 0.0269
8.0737 001 10.950 10.960 -0.0103
6.8248 011 12.961 12.953 0.0079
6.4414 1 01 13.736 13.705 0.0317
5.7491 111 15.400 15.351 0.0491
5.4269 2 01 16.320 16.379 -0.0585
5.0227 021 17.644 17.649 -0.0051
4.8095 121 18.433 18.397 0.0361
4.0221 00 2 22.083 22.022 0.0606
3.7953 2 21 23.420 23.335 0.0852
3.5578 320 25.008 24.910 0.0981
3.3581 2 31 26.522 26.549 -0.0268
3.2141 400 27.733 27.642 0.0911
3.0556 4 11 29.203 29.214 -0.0107
2.9811 041 29.949 29.952 -0.0024
2.6232 013 34.153 34.041 0.1119
2.5719 500 34.856 34.749 0.1070
2.5045 04 2 35.825 35.735 0.0905
2.3199 511 38.786 38.672 0.1136
2.2140 521 40.614 40.721 0.1066
2.0751 2 33 43.626 43.580 -0.0456
1.9864 6 1 2 45.558 45.633 0.0747
1.8678 12 4 48.715 48.712 -0.0023
1.8019 6 0 3 50.597 50.618 0.0214
1.7364 4 5 2 52.558 52.671 0.1130
1.6050 363 57.313 57.363 0.0508
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Es ergibt sich eine monokline Indizierung mit a = 13.02(3), b = 12.83(2), ¢ = 8.141(9),
L= 97.8(2) und V = 1347(4). Eine Strukturlésung konnte nicht erfolgen, da es weder
gelang, Einkristalle herzustellen, noch durch Strukturmodellierungen ein passendes

Modell zu entwickeln.

42.13 Diskussion

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass es prinzipiell mdglich ist,
Colominsdure zu kristallisieren. Durch das hier vorgestellte Verfahren erhdlt man einen
farblosen, polykristallinen Feststoff. Seine chemische Identitit konnte mittels IR-
Spektroskopie nachgewiesen werden. Der Wassergehalt wurde mittels TG bestimmt.
Wenn man diesen umrechnet, so erhélt man einen Wert von 3.5 Wassermolekiilen pro
Monomereinheit. Wiahrend des Kristallisationsprozesses protoniert ein Teil der
Carboxylatgruppen. Das Pulverdiffraktogramm konnte als monoklin indiziert werden.
Die Losung der Kristallstruktur steht noch aus. Dazu werden derzeit

Strukturmodellierungen durchgefiihrt.

422 Selbstorganisation von Polysialinsiure

Am Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitit Hannover wurde im
Rahmen der Forschergruppe 548 Polysia Polysialinsédure aus einer Bakterienkultur von
Escherichia coli K1 gewonnen. Die Gewinnung der Polysialinsdure erfolgte iiber eine
Kultivierung im 10-L-MaBstab. Der Uberstand wurde durch Zentrifugation abgetrennt
und durch Ultrafiltration gereinigt. Die Aufreinigung erfolgt iiber eine Fillung mit
Aceton, der anschlieBenden Resolvatisierung mit Cetavlon sowie einer erneuten Fillung
mit Natriumchlorid. Der erhaltene Feststoff wird erneut in Wasser geldst und noch
einmal durch Grofenausschlusschromatographie gereinigt. Der Feststoff wird durch

Gefriertrocknung gewonnen.
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Abb. 4-41. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der vom Institut fiir Technische Chemie
hergestellten Polysialinsdure.

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 4-41 lassen sich
regelméBige Strukturen erkennen. Wie oben schon beschrieben, stammt die Probe aus
einer Bakterienkultur von E. coli K1. Die Polysialinsdure ist bei diesen Bakterien als
Glycocalix kovalent mit der &uBeren Membran verbunden. Diese besteht in ihrem
Inneren aus einer Lipidschicht. An diese Lipide ist Polysialinsdure iiber einen
Phospolipidanker kovalent gebunden. Diese Bindung wurde bei der Gewinnung
scheinbar nicht gebrochen. Dadurch besitzen diese Polymere einen amphiphilen
Charakter. Dieser ermoglicht eine Selbstanordnung der Molekiile. Ein weiterer
Erklarungsansatz fiir die Strukturierung ist, dass das bei der Aufreinigung eingesetzte
Cetavlon nicht vollstindig abgetrennt werden konnte. Cetavlon konnte als
strukturdirigierendes Agens fungieren. Die Strukturierung erfolgt in einem sehr grof3en
Malfistab. Die Stege sind circa 15 um voneinander entfernt. Sollte es mdglich sein,
dieses hohe MalB an Strukturierung beispielsweise auf silicatische Materialien zu
iibertragen, konnte eine neue Substanzklasse entstehen, die auch fiir technische

Anwendungen wie Filtersysteme interessant wére.
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5. FUNKTIONALISIERUNG VON
SILICA-NANOPARTIKELN

Einige Bakterien wie Escherichia coli konnen dank ihrer Glycocalix aus Polysialinséure
die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden. In diesem Kapitel wird versucht, dieses Prinzip auf
Silica-Nanopartikel zu iibertragen. An die Oberfliche der Nanopartikel wird
Polysialinsdure angebunden. Im Folgenden werden die Partikel charakterisiert und

anschlieend ihr potentielles Anwendungsspektrum erldutert.

5.1 Synthese der beschichteten Silica-Nanopartikel

Als Modellsubstanz wurde Sipernat 500 eingesetzt. Dabei handelt es sich um kéuflich
erhéltliche Silica-Nanopartikel. Da diese durch eine im Wéssrigen gefillte Kieselsédure
hergestellt werden, besitzt ihre Oberfliche besonders viele Hydroxidgruppen. Dadurch
kann das Material besonders leicht funktionalisiert werden. Die Anbindung der
Polysialinsdure findet {iber ein Epoxysilan statt. Um die PSA anbinden zu koénnen, muss
diese erst am Stickstoff deacetyliert werden. Die so entstandene Aminfunktion reagiert
dann mit der Epoxidgruppe unter Ausbildung einer Amidbindung. Die Reaktionen

werden in Abb. 5-1 dargestellt.
Anbindung des Epoxids

100 mg Sipernat wird in 10 mL Aceton dispergiert und anschlieBend mit 100 puL
GOPTMS (3-Glycidoxypropyltrimethylethoxysilan) versetzt. Nach einer Stunde werden
die Nanopartikel abzentrifugiert. AnschlieBend werden sie mit Wasser dispergiert und

erneut abzentrifugiert. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt.



Kapitel 5 | Funktionalisierung von Silica-Nanopartikeln

Deacetylierung der Colominséiure

In 20 mL Ethanol werden 0.5 g Colominsdure (CA) und 1.2 g Natriumhydroxid gel0st.
Dazu werden 1.95 mL Wasser gegeben und das Gemisch bei 80 °C {iber Nacht gertihrt.
Die Losung wird anschlieBend neutralisiert und am Rotationsverdampfer eingedampft.
Der Feststoff wird iiber Nacht dialysiert und am folgenden Tag bis zur Trockne am

Rotationsverdampfer eingedampft.

Anbindung der Colominséure

100 mg des mit GOPTMS beschichteten Sipernats werden mit 50 mg deacetylierter
Colominsdure in 50 mL Wasser iiber 24 h geriihrt. AnschlieBend werden die
Nanopartikel abzentrifugiert. Zur Reinigung werden sie mit Wasser aufgeschlimmt und
erneut abzentrifugiert. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt. Die Nanopartikel

werden an der Luft getrocknet.
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Abb. 5-1. Anbindung von Colominsdure an Silica-Nanopartikel.
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5.2 Charakterisierung der beschichteten Silica-Nanopartikel

Mit Hilfe der IR-Spektroskopie soll die Gegenwart von Colominsdure an den
beschichteten Proben nachgewiesen werden. Die starkste beobachtete Bande bei Proben
dieser Art war jene der Si—O-Valenzschwingung bei 1100 cm™'. Um die im Verhiltnis
dazu sehr schwachen Banden des Epoxids und der PSA besser erkennen zu konnen,
wurde so viel Probe eingesetzt, dass die Si—O-Valenzschwingung aufgrund ihrer

Intensitét abgeschnitten wurde.

3722 2922 2850 15391450 1394

Sipernat

Sipernat mit GOPTM S
Sipernat mit deac. CA
deac. CA

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
v/em

Abb. 5-2. IR-Spektren von Sipernat, Sipernat mit einer GOPTMS-Beschichtung, Sipernat mit einer
Beschichtung aus deacetylierter Colominsdure und deacetylierter Colominséure.

In Abb. 5-2 sind die IR-Spektren von Sipernat, Sipernat mit GOPTMS-Beschichtung
sowie Sipernat mit einer Beschichtung aus deacetylierter Polysialinsdure dargestellt. Bei
beiden beschichteten Proben (Sipernat mit GOPTMS und Sipernat mit deacetylierter
Colominsdure) tritt eine Schwingung bei 3722 cm™' auf, die freien Silanolgruppen

zuzuordnen ist. Des Weiteren tritt bei allen drei Proben eine sehr breite Bande zwischen
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3700 cm™' und 3000 cm™' in Erscheinung, die den O-H-Valenzschwingungen
zugeordnet werden kann. Die C-H-Valenzschwingungen treten bei der mit GOPTMS
beschichteten Probe bei 2939 cm™' und 2869 cm™" auf und stimmen somit sehr gut mit
den C—H-Schwingungen des reinen GOPTMS mit 2944 cm™' und 2868 cm™' iiberein.
Die C-H-Valenzschwingungen der mit deacetylierter Colominséure beschichteten
Probe sind bei leicht verschiedenen Wellenzahlen (2922 c¢m™' und 2850 cm™) zu
beobachten. Die C-H-Valenzschwingungen der reinen deacetylierten Colominsdure
sind bei sehr dhnlichen Wellenzahlen (2918 cm™' und 2850 cm™) zu finden. Bei den
drei beschichteten Proben ist eine, im Falle der mit deacetylierter Polysialinsdure, recht
breite Schwingung bei 1625 cm™' bzw. 1620 cm ™' zu beobachten. Zum einen kann diese
Schwingung von dem an der Probe adsorbierten Wasser stammen, zum anderen ist dort
aber auch die Amid-Deformationsschwingung I zu finden. Dadurch konnte die leichte
Rechtsdrift dieses Signals bei der mit deacetylierter Colominsdure beschichteten Probe
erklirt werden, die bei 1614 cm™ zu finden ist. Die Amid-Deformationschwingungen I
und II treten bei der mit deacetylierter Colominsdure beschichteten Probe und der
deacetylierten Colominsdure im Bereich von 1614 cm™' und 1539 cm™' auf Die
symmetrische Carboxylatschwingung ldsst sich bei der mit deacetyliereter
Colominsiure beschichteten Probe bei 1394 cm™' beobachten. Der reine Feststoff zeigt
diese bei 1398 cm™'. Im Bereich von 1100 cm™' tritt die sehr intensive asymmetrische
Si—O-Valenzschwingung in Erscheinung. Um die anderen Signale besser vergleichen zu
konnen, wurde dieses Signal abgeschnitten. Die Si—O-Deformationsschwingungen
konnen bei den sipernatbasierten Proben bei 958 cm™' bzw. 954 cm™' beobachtet
werden. Die symmetrische Si—O-Valenzschwingung dieser Proben liegt zwischen
798 cm™' und 794 cm™'. Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere bei der
Betrachtung der C—H-Valenzschwingungen gute Ubereinstimmungen zwischen reinem
GOPTMS und der mit GOPTMS beschichteten Probe, sowie zwischen der
deacetylierten Colominsdure und der mit Colominséure beschichteten Probe existieren.

Das ist ein starker Hinweis auf eine erfolgte Anbindung.
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Tabelle 5-1. IR-Signale in der Ubersicht. Sipernat, das mit GOPTMS beschichtet wurde, wird als Probe (a)
bezeichnet. Die mit deacetylierter Colominsdure beschichtete Probe wird mit Probe (b) bezeichnet. Die
Vergleichswerte der GOPTMS Signale stammen aus [188].

Sipernat Probe (a) Probe (b) GOPTMS  deac. CA  Schwingungstyp

v/em™ v/em™! v/em™! v/em™! v/em™
3722cm™ 3722 cm™! freie
Silanolgruppen
3700 cm™'— 3700 cm '~ 3700 cm™'— 3700 cm™'— O-H-
3000cm™ 3000 cm™ 3000 cm™ 3000 cm™' Valenzschwingung

2939 cm™ 2922 em™ 2944 cm™! 2918 em™! C-H-
2869 cm™! 2850 cm™! 2868 cm™' 2850 cm™' Valenzschwingung

2841 cm™
1625ecm™  1625cm™ 1620 cm™ Wasser
1539 cm™ 1614 cm™ Amid-
Deformations-
schwingungen |
und II

1431 ecm™ 1450 cm™ 1439 cm™  1435cm™! C-H-
Deformations-
schwingung

1394 cm™ 1398 cm™'  symmetrische
Carboxylat
Valenzschwingung

1100cm™  1100cm™ 1100 ecm™ 1088 cm™ Si-O-
Valenzschwingung

958 cm”™! 958 cm™! 954c¢cm™ 910 cm™ Si-O-
Deformations-
schwingung

798 cm™  796cm™  794cm” 821 cm Si-O-
Valenzschwingung
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Die Partikel wurden zudem mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie
charakterisiert. Dazu wurden TEM-, EFTEM- und EELS-Aufnahmen gemacht. Die
Arbeiten wurden von Herrn Dr. Armin Feldhoff vom Institut fiir Physikalische Chemie

der Leibniz Universitdt Hannover durchgefiihrt.

|
Abb. 5-3 TEM-Aufnahme von unbehandeltem Sipernat (links) und Sipernat, das mit deacetylierter
Polysialinsdure (rechts).

In Abb. 5-3 kann man die GroBe und Beschaffenheit der Nanopartikel erkennen.
Sowohl die beschichtete als auch die unbeschichtete Probe weisen Partikel von circa 10
nm Grofe auf. Die Partikel und ihre Beschichtung sind amorph, so dass sich bei
klassischen TEM-Aufnahmen keine Unterschiede beobachten lassen. Um diese sichtbar
machen zu konnen, wurden energiegefilterte Aufnahmen (EFTEM) gemacht (Abb. 5-4)
Die Abbildungen wurden im Bereich des Energieverlustes durch Plasmonenanregungen

aufgenommen. Die Aufnahmen entstanden bei einem Energieverlust von 5 bis 24 eV.
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Energie 7 eV 9eV 11eV 13 eV

Sipernat

Sipernat mit
deacetylierter
PSA
beschichtet

Energie 15eV 17 eV 19eV 21 eV

Sipernat

Sipernat mit
deacetylierter
PSA
beschichtet

Abb. 5-4. Energiegefilterte Aufnahmen der unbeschichteten und der beschichteten Silica-Nanopartikel.

Auf den energiegefilterten Aufnahmen der unbehandelten Sipernat-Probe ldsst sich eine
Nanostrukturierung erkennen. Sie erscheint bei 13 eV und ldsst sich bis 19 eV erkennen.

Diese Strukturierung ist auch bei den mit CA beschichteten Proben zu sehen. Allerdings
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wird sie schon bei niedrigen Energien beobachtet. Ab einer Energie von 9 eV lassen
sich kleine Kugeln erkennen, die bis etwa 17 eV zu beobachten sind. Um Aussagen
iiber die Elementverteilung in der Probe treffen zu kénnen, wurden EELS-Aufnahmen
und EELS-Spektren aufgenommen. Dabei ist insbesondere die Kohlenstoffverteilung in

der Probe von Interesse.

(b)

(© (d)

Abb. 5-5. (a) TEM-Aufnahme der mit Colominsdure beschichteten Probe. (b) EFTEM-Aufnahmen der
mit Colominsdure beschichteten Probe. (c¢) Kohlenstoff-Verteilung (weill) auf der mit Colominsdure
beschichteten Probe. (d) Ebendies als Falschfarbenbild. Das Kohlenstoffsignal erscheint in griin.

In der Abbildung 5-5 ldsst sich ein beschichtetes Silica-Nanopartikel erkennen. Abb. 5-
5 (a) zeigt das reguldre TEM-Bild, Abb. 5-5 (b) das EFTEM-Bild bei 20 eV. Es lassen

sich wiederum die kugelférmigen Strukturen erkennen. Die Abbildungen 5-5 (¢) und (d)
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zeigen die Kohlenstoffverteilung auf dem Nanopartikel. Man kann deutlich erkennen,
dass auf dem gesamten Partikel Kohlenstoff vorkommt. Die Verteilung des
Kohlenstoffs ist von den kugelférmigen Strukturen der Partikel unabhéngig. Das EELS-
Spektrum in Abb. 5-6 (a) zeigt bei einer unbeschichteten Probe kaum Kohlenstoff. Das
geringe noch zu beobachtende Signal fiir Kohlenstoff ist auf Verschmutzungen des
Probenraums zurilickzufiihren. Das starke Signal fiir Stickstoff ist auf den Probentrager,
der aus SizNy besteht, zuriickzufiihren.

In Abb. 5-6 (b) ist das EELS-Spektrum der mit deacetylierter Colominsdure
beschichteten Probe zu sehen. Man kann ein deutliches Kohlenstoffsignal erkennen.
Das Kohlenstoffsignal ist mit dem von amorphem Kohlenstoff zu vergleichen [186].

Dartiber hinaus ist wiederum das Stickstoffsignal des Probentriagers zu erkennen.
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Energieverlust / eV

260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
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Abb. 5-6 EELS-Spektren des unbeschichteten Sipernats (oben) und der mit Colominsdure beschichteten
Probe (unten).
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Der Thiobarbitursdure-Assay (TBA-Assay) bietet eine quantitative Moglichkeit zur
Bestimmung von Sialinsduren. Er wurde hier eingesetzt, um die Anbindung von
Polysialinsdure an Silica-Nanopartikel nachzuweisen. Der Nachweis wurde nur
qualitativ eingesetzt. Die Messungen wurden am Institut fiir Technische Chemie der
Leibniz Universitit Hannover von Yvonne Stark durchgefiihrt.

Zunidchst muss die Polysialinsdure bzw. Colominsdure durch Hydrolyse mit
0.1 M Phosphorsdure von den Nanopartikeln entfernt und in Sialinsduremonomere
zerlegt werden. Dazu gibt man zu 30mg der Nanopartikeln 100 mL 0.1 M
Phosphorsdure und ldsst die Probe 18 h ruhen. Danach wird die Losung mit 100 uL
0.1 M Natriumhydroxidlosung neutralisiert und abzentrifugiert. 200 uL des
neutralisierten Zentrifugats werden zum Test herangezogen. Die Probelosung wird mit
einer Oxidationslosung aus 10 mg Periodsdure, 100 uL 1 M Phosphorsidure sowie
1.9 mL Wasser versetzt und eine halbe Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend gibt
man eine Reduktionslosung aus 0.5 g Natriumarsenat, 0.72 g Natriumsulfat, 200 pL
konzentrierter Schwefelsdure und 9.8 mL Wasser hinzu. Die Probe wird bis zum
Verschwinden der braunen Farbe geschiittelt. AnschlieBend wird sie mit 500 pL
3 %iger Thiobarbitursdure versetzt und bei 95 °C 13 Minuten inkubiert. Die Losung
wird zum Abkiihlen 5 Minuten in ein Wasserbad gestellt. 400 pL. der Probeldsung
werden mit 700 pL. Cyclohexanon vermengt und die Absorption in einem UV-Vis-
Spektrometer des Typs Mulitscan Spektrum der Firma Thermo Labsystems bei 549 nm
gemessen. Zum Vergleich wird reine Colominsdure herangezogen. Die Messwerte

wurden Blindwert bereinigt und sind in Abb. 5-7 dargestellt.
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Abb. 5-7. Ergebnisse des TBA-Tests von reiner Colominséure und von mit Colominsdure beschichteten
Silica-Nanopartikeln.

Der TBA-Assay zeigt eine leichte Absorption in der Probelosung. Diese liegt deutlich
iiber dem Blindwert. Diese Beobachtung ist ein weiterer Hinweis darauf, dass
Colominsdure auf der Oberfliche angebunden werden konnte. Eine quantitative
Auswertung der Ergebnisse konnte nicht erfolgen, da es sich hier um die deacetylierte

Variante der Colominsaure handelt.

5.3 Diskussion

Die IR-Spektren zeigten deutliche Hinweise auf eine erfolgte Funktionalisierung.
Insbesondere die C—H-Valenzschwingungen sind dafiir ein deutliches Indiz. Beim
unbehandelten Sipernat sind in diesem Bereich keine Schwingungen vorhanden. Nach
der Beschichtung mit GOPTMS sind die fiir ein Epoxisilan typischen Banden zu finden.
Nach der Anbindung von Colominsédure findet eine leichte Verschiebung der C—H-
Schwingungen hin zu den fiir deacetylierte Colominsédure typischen Signalen statt. Die
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Anbindung der deacetylierten Colominsdure wird auch durch die EELS-Spektren
gestiitzt. Auf den beschichteten Proben konnte deutlich Kohlenstoff nachgewiesen
werden. Im Vergleich ist ein klarer Unterschied zum reinen Sipernat zu erkennen. Der
TBA-Assay ist ein weiterer Hinweis auf die Anbindung von Colominsdure. Mit ihm
konnte ein — wenn auch nur geringer — Nachweis fiir Sialinsduren erbracht werden. In
diesem Kapitel konnte folglich gezeigt werden, dass man Colominsdure an die
Oberfldche von Silica-Nanopartikeln binden kann. Dazu wurde ein deacetyliertes
Derivat der Colominsdure verwandt. Dies ist allerdings nicht stabil und zersetzt sich
[187]. Um die Anwendbarkeit der Partikel gewihrleisten zu konnen, muss noch eine
Reacetylierung angeschlossen werden. Nur iiber ldngere Zeit stabile Partikel lassen sich
in der Medizin einsetzen. Als potentielles Einsatzgebiet fiir colominsdurebeschichtete
Nanopartikel ist vor allem das Gehirn zu sehen. Das Gehirn ist ein durch die Blut-Hirn-
Schranke speziell geschiitztes Organ [161]. Zum Uberwinden dieser Schranke sind
diese Partikel vermutlich gut geeignet, um beispielsweise Wirkstoffe in das Gehirn
einzuschleusen. Polysialinsdure kommt im Korper unter anderem im Gehirn vor. Durch
ihre Polysialinsdurehiille werden die Nanopartikel, dhnlich den hirninvasiven Bakterien
E. coli K1 und N. meningitidis, getarnt und konnen so die natiirliche Abwehr
tiberwinden [6].

Fiir das Anwendungsgebiet der Nanopartikel ist der innere Aufbau der Partikel
entscheidend. Ein magnetischer Kern wiirde die Anwendung in der Hyperthermie
ermOglichen. Gerade inoperable Tumore werden mit dieser Technik behandelt. Eine
zusitzliche Anbindung von Tumorantikdrpern zum fargeting wiére sinnvoll. Ein zweites
mogliches Anwendungsgebiet liegt im Bereich des drug delivery. Die
Polysialinsdurebeschichtung konnte auf mesopordsen Partikeln aufgebracht werden.
Diese konnen mit einem Wirkstoff beladen werden, der dann im Gehirn sukzessive
freigesetzt wird. Die Verwendung von mesopordsen anorganischen Materialien
ermoglicht im Vergleich zu organischen Nanopartikeln eine groBere Stabilitit
gegentiber der Immunabwehr [155]. Die hier aufgefiihrten Anwendungsbeispiele zeigen
den grof3en potentiellen Nutzen der colominsdurebeschichteten Nanopartikel. Diese sind
in einem weiteren Entwicklungsschritt am Tiermodell zu testen. Zudem muss die

Technik noch auf andere Tragersysteme iibertragen werden.
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6. ORGANISCH-ANORGANISCHE KOMPOSITE AUF
DER BASIS VON POLYSACCHARIDEN

In diesem Kapitel wird die Synthese, Charakterisierung und Bewertung von
verschiedenen Polysaccharid-Kompositen vorgenommen. Durch Co-Prézipitation
werden zum einen Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite und zum anderen
Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite als Vergleichsubstanz hergestellt. Aufgrund der
extrem guten Loslichkeit von Polysialinsdure trat auf dem Weg zu Polysialinsiure-
Hydroxylapatit-Kompositen eine Vielzahl von Schwierigkeiten auf. Durch eine einfache
Co-Prizipitation lieB sich kein Kompositmaterial herstellen. Die Polysialinsdure ging
bei Kontakt mit Wasser immer wieder in Losung. Um ein schwerlosliches
Polysialinsdure-Komposit herstellen zu koénnen, war es nétig, die Polysialinsdure
querzuvernetzen. Inwieweit dabei die biochemischen Eigenschaften der Polysialinsdure
verindert wurden, ist anschliefend untersucht worden. Dariliber hinaus wurden
zellbiologische und mechanische Untersuchungen durchgefiihrt. Eine weitere
Moglichkeit zur Herstellung von Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Kompositen ist die
nachtrdgliche Mineralisierung von Hydrogelen. Hierzu werden ebenfalls zwei Ansétze
vorgestellt. AbschlieBend wird die Prézipitation von Calciumcarbonat in Polysaccharid-

16sungen beschrieben.

6.1 Co-Prizipitation

Zunichst werden die durch Co-Prizipitation dargestellten Proben vorgestellt. Bei der
Herstellung dieser Kompositmaterialien werden die organischen und anorganischen
Bestandteile gleichzeitig aus Losung gefillt. Das Material wird sowohl chemisch,

biologisch als auch mechanisch gepriift und bewertet.
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6.1.1 Organisch-anorganische Komposite auf Chitosanbasis

In diesem Abschnitt werden Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite vorgestellt. Sie
wurden in der Literatur bereits als potentielle Implantatmaterialien vorgestellt. Die
vorliegenden Komposite sind analog des in der Dissertation von Krueger vorgestellten
Verfahrens hergestellt worden [7, 8]. Sie dienen zum Vergleich mit Polysialinsdure-

Hydroxylapatit-Kompositen.

6.1.1.1 Herstellung

Die Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite wurden durch Co-Prézipitation nach einer
Vorschrift von Krueger hergestellt [7]. Allerdings wurde hier neben dem von Krueger
verwandten Chitosan (CHI) der Firma Acros auch Chitosan der Firma Fluka mit
unterschiedlichen Viskositéten, und somit auch unterschiedlichen
Polymerisationsgraden verwandt. Drei unterschiedliche Chitosane werden eingesetzt:
niedrigviskoses Chitosan mit einem Polymerisationsgrad von 150 000, mittelviskoses
Chitosan mit einem Polymerisationsgrad von 300 000 bis 500 000 und hochviskoses
Chitosan mit einem Polymerisationsgrad von 500 000 bis 700 000. Eine Ubersicht der
Ansitze zur Herstellung der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite wird in Tabelle 6-1
gegeben.

Tabelle 6-1.: Ubersicht iiber die Herstellung der Hydroxylapatit-Chitosan-Komposite. Die Abkiirzung
CHI steht fiir Chitosan und die Abkiirzung HAP fiir Hydroxylapatit.

theoretisches Verhéltnis 35/65 48/52 65/35
CHI/HAP / m %
Chitosan / g 1.167 2 4
2 % Essigsdure / mL 48 100 130
0.108 M Ca(ac), / mL 200 200 200
200 200 200

0.0648 M KH,PO4 / mL

K2C03 / g
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Zunichst wird das Chitosan in 2 %iger Essigsdure gelost. AnschlieBend gibt man zu der
geligen Losung je 200 mL 0.108 M Calciumacetatlosung und 0.0648 M Kalium-
dihydrogenphosphatlésung. Zu dem Gemisch werden 2 g Kaliumcarbonat gegeben und
der pH-Wert mit Kaliumhydroxid auf 9 eingestellt. Der Ansatz wird unter Riithren 12 h
gealtert und anschlieBend abzentrifugiert. Der Niederschlag wird dreimal mit
destilliertem Wasser gewaschen und an der Luft soweit getrocknet, dass die Masse gut
verarbeitet ~werden kann. Diese wird dann in  zylindrische  Gefal3e
(Rollrandschnappdeckelgldschen, Glasfritten) gegeben und mechanisch verdichtet.
Beim Trocknen an der Luft schrumpfen die Proben unter Beibehalten ihrer Form auf ein
Drittel ihrer urspriinglichen Grof3e. Fiir die mechanische Charakterisierung miissen die
zylindrische Proben eine Linge aufweisen, die dem 1.5-fachen ihres Durchmessers

entspricht. Abb. 6-1 zeigt eine beispielhafte Photographie der Komposite

2480, -
Universitit Hannover I.' I

35/65 HAP/Chi c

Abb. 6-1. Photographie eines Chitosan-Hydroxylapatit-Komposits mit einen Chitosan/Hydroxylapatit-
Verhiltnis von 65/35. Das verwandte Chitosan war hochviskos. Der Durchmesser der Komposite betrigt
circa 6 mm.
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6.1.1.2 Charakterisierung

Mit Hilfe der IR-Spektroskopie sollen die chemische Identitdt der Proben tiberpriift

werden.

P

a,
bt
e
—_——_._—-_.—-..u-»’
o - .
L
i,

——65/35 CHI/HAP

—48/52 CHI/HAP
—35/65 CHI/HAP

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

~ -1
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Abb. 6-2. IR-Spektren von Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen unterschiedlicher Zusammensetzung.
Das verwendete Chitosan stammt von der Firma Acros.

Die in Abb. 6-2 gezeigten IR-Spektren unterscheiden sich nur geringfligig. Die
Komposite weisen breite Schwingungen im Bereich von 3700-3000 cm™ auf, die O-H-
Valenzschwingungen zugeordnet werden kénnen. Die C—H-Valenzschwingungen treten

sehr schwach bei 2900 cm™ und 2820 cm™ auf. Die breiten Banden bei 1650 cm™! und
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1560 cm™' werden den Deformationsschwingungen I und II der Amidgruppe sowie der
antisymmetrischen Valenzschwingung der Carboxylatgruppe zugeordnet. Zudem treten
noch einige Schwingungen auf, die den Phosphatgruppen des Hydroxylapatits
zugeordnet werden konnen. Die intensivste Bande ist die P-O-Valenzschwingung bei
1035 cm ™. Insgesamt stimmen die Ergebnisse gut mit den von Krueger und Yamaguchi

vorgestellten Resultaten iiberein [7, 190].
Mit Hilfe der Rontgen-Pulverdiffraktometrie sollen die vorliegenden kristallinen

Phasen niher bestimmt werden. Zunichst wurden die Proben mit Chitosan der Firma

Acros untersucht (Abb. 6-3).

—— HAP

— 65/35 CHI/HAP
—— 48/52 CHI/HAP
—— 35/65 CHI/HAP

N

5 45 55 65
o 2 H
Abb. 6-3. Rontgen-Pulverdiffraktogramme von Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen unterschiedlicher

Zusammensetzung. Das verwendete Chitosan stammt von der Firma Acros. Die schwarzen Linien geben
die Reflexe des Hydroxylapatits wieder (PDF-Karte 9-432 ICDD).
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Alle Rontgen-Pulverdiffraktogramme zeigen einen breiten Reflex bei 20 °26, der dem
Chitosan zuzuordnen ist [32]. Dessen Reflexintensitit nimmt mit steigender
Chitosankonzentration in der Probe zu. Des Weiteren lassen sich die iibrigen, ebenfalls
verbreiterten Reflexe mit Hydroxylapatit in Einklang bringen. Die Reflexverbreiterung
kann zum einen auf eine starke Fehlordnung und zum anderen auf eine
Nanokristallinitit der Probe zurlickzufithren sein. Zu einer Fehlordnung kann
beispielsweise der Einbau von Carbonat in das Kristallgitter fithren. Die Intensitdt der
Reflexe des Hydroxylapatits nimmt mit dessen sinkender Konzentration ab. Ahnliche
Ergebnisse sind auch von Krueger vorgestellt worden. Dort wird allerdings keine
Korrelation zwischen Zusammensetzung und Reflexintensitéit beschrieben [7].

Die Proben mit Chitosan unterschiedlicher Polymerisationgrade der Firma Fluka

wurden ebenfalls mit der Rontgen-Pulverdiffraktometrie vermessen:

—— 65/35 hoch
—— 48/52 hoch
—— 35/65 hoch
—— 65/35 mittel

—— 35/65 mittel

—— 65/35 niedrig

T T T T T T T T T T T T T 1 —— 35/65 medng

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
°2 0

Abb. 6-4. Rontgen-Pulverdiffraktogramme von Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen unterschiedlicher
Zusammensetzung. Das verwendete Chitosan hatte eine niedrige, mittlere oder hohe Viskositéit und
stammt von der Firma Fluka. In der Legende beschreibt die erste Zahl den prozentualen Gehalt an
Chitosan und die zweite Zahl den prozentualen Gehalt an Hydroxylapatit.
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Die Rontgendiffraktogramme der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite mit Chitosanen
unterschiedlicher Polymerisationsgrade in Abb. 6-4. zeigen im Wesentlichen die
gleichen Reflexe wie die Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite mit Chitosan der Firma
Acros. Der Polymerisationsgrad des Chitosans scheint keinen Einfluss auf die
Kristallinitdit der Probe zu haben. Auch bei diesen Proben variieren die
Reflexintensititen mit der Zusammensetzung der Probe.

Die in Abb. 6-5. dargestellten rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
geben einen Uberblick iiber die Morphologie Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite, die
mit Chitosanen unterschiedlicher Polymerisationsgrade hergestellt wurden. Alle Proben
zeigen einen homogenen Aufbau. Mit steigendem Polymerisationsgrad sind die Proben

etwas poroser. Dieser Effekt verstirkt sich mit steigender Polymerkonzentration.

Chitosan/Hydroxylapatit Chitosan/Hydroxylapatit Chitosan/Hydroxylapatit
35/65 48/52 65/35

mittel

hoch

Abb. 6-5 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite bei einer
100-fachen VergroBerung. Die verwandten Chitosane stammen von der Firma Fluka. Auf einigen Proben
lassen sich Schleifspuren erkennen.
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Die in Abb. 6-6. dargestellten rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen eine
2000-fache VergroBerung der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite, die mit Chitosanen
unterschiedlicher Polymerisationsgrade hergestellt wurden. Auf allen Bildern ist ein
homogener Feststoff zu sehen. Einzelne Bestandteile wie Kristallite lassen sich bei
2000-facher VergroBerungen noch nicht unterscheiden. Dazu sind hohere Auflésungen

vonnoten.

Chitosan/Hydroxylapatit Chitosan/Hydroxylapatit —Chitosan/Hydroxylapatit
35/65 48/52 65/35

R

niedrig

mittel

Abb. 6-6 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite bei einer
2000-fachen VergroBerung. Die verwendeten Chitosane stammen von der Firma Fluka.

Im Folgenden werden die Proben mit einem Chitosan/Hydroxylapatit Verhiltnis von

48/52 beispielhaft in starken VergroBerungen gezeigt (Abb. 6-7).
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hoch

Abb. 6-7. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite. Das
Verhaltnis CHI/HAP betrégt 48/52. Das verwandte Chitosan ist niedrig-, mittel- oder hochviskos. Die
Bilder auf der linken Seite sind 5 000-fach, die auf der rechten Seite 20 000-Fach vergrof3ert.

Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen Chitosan-Hydroxylapatit-
Komposite bei starken VergroBerungen. Ab einer 20 000-fachen Vergroferung lassen
sich einzelne Bestandteile unterscheiden. Die 50 000-fache Vergroferung -eines

Chitosan-Hydroxylapatit-Komposits mit niedrigviskosem Chitosan ist in Abb. 6-8 zu
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sehen. Die Hydroxylapatitkristallite sind etwa 100 nm gro und haben eine
blattchenartige Morphologie. Die Grofe der beobachteten Partikel stimmt gut mit den

Daten der Rontgen-Pulverdiffraktometrie iiberein.

Abb. 6-8. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines Chitosan-Hydroxylapatit-Komposits in
50 000-facher VergroBerung. Das Verhiltnis CHI/HAP betrdgt 48/52. Das verwendete Chitosan ist
niedrigviskos.

Auf der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme des Chitosan-Hydroxylapatit-
Komposits mit hochviskosem Chitosan in Abb. 6-9 ist neben den
Hydroxylapatitnanokristallen auch eine amorphe Schicht zu erkennen, die auf das
Chitosan zuriickgefiihrt werden kann. In diese sind die Hydroxylapatitnanokristalle
eingebettet. Ahnliches ist, wenn auch nicht ganz so deutlich, bei mittel- und
niedrigviskosem Chitosan ebenfalls zu beobachten. Eine Vorzugsrichtung der Kristalle,
wie im natiirlichen Knochen, lédsst sich allerdings nicht erkennen. Sie ist aber auch bei

dieser Herstellungsmethode nicht zu erwarten.
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Abb. 6-9. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Chitosan-Hydroxylapatit-Komposits mit
hohem Polymerisationsgrad.

Mit Hilfe von thermogravimetrischen Untersuchungen konnte die Zusammensetzung
der Komposite bestimmt werden. Der Masseverlust bis zu einer Temperatur von 150 °C
ist dem Verdampfen von Wasser zugeordnet. Aus der verbliebenen Masse wurde das
Verhiltnis von organischen zu anorganischen Bestandteilen bestimmt. Der Masseverlust
im Bereich von 150 bis 600°C wird dem Chitosan zugeordnet. In diesem Bereich ist
aber auch schone eine Abspaltung von Wasser aus dem Hydroxylapatit moglich. Die
verbliebene Masse wird dem Hydroxylapatit zugeordnet. Eine Auflistung der

Ergebnisse findet sich in Tabelle 6-2.
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Tab. 6-2. Ubersicht der theoretischen und tatsichlichen Verhiltnisse von organischen zu anorganischen
Bestandteilen der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite. Die verwandeten Chitosane stammen von der
Firma Acros.

Viskositét theoretisches tatsdchliches

Verhiltnis Verhiltnis

CHI/HAP CHI/HAP
niedrig 35/65 37/63
48/52 48/52
65/35 67/33
mittel 35/65 35/65
48/52 49/51
65/35 63/37
hoch 35/65 36/64
48/52 49/51
65/35 63/37

Die theoretischen und tatsdchlichen Verhiltnisse von Chitosan zu Hydroxylapatit
stimmen recht gut liberein. Fiir die thermogravimetrischen Untersuchungen ist Fehler

von etwa einem Prozent anzunehmen.
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Um den inneren Aufbau der Proben beurteilen zu kénnen, wurden diese mit Hilfe der p-
CT untersucht. Exemplarisch wird hier das Bild eines Chitosan-Hydroxylapatit-
Komposits mit einem CHI/HAP-Verhéltnis von 48/52 dargestellt (Abb.6-10). Das fiir

diese Probe verwendete Chitosan stammt von der Firma Acros.

10 mm

Abb. 6-10. u-CT eines Chitosan-Hydroxylapatit-Komposits mit einem Chitosan/Hydroxylapatit-
Verhéltnis von 48/52. Das verwandte Chitosan stammt von der Firma Acros. Die Abbildung zeigt einen
Querschnitt durch die Probe.

Die in Abb. 6-10 gezeigte Probe zeigt einen weitgehend homogenen Aufbau. Vereinzelt
sind Poren zu erkennen. Um die mechanische Belastbarkeit der Proben zu testen,

wurden diese einer Druckpriifung unterzogen.

6.1.1.3 Mechanische Priifung

Um die Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite auf ihre mechanische Belastbarkeit zu
testen, wurde es einer Druckpriifung unterzogen. Die Ergebnisse der mechanischen
Priifung mit Chitosan der Firma Acros sind in Abb. 6-11 gezeigt. Die Chitosan-
Hydroxylapatit-Komposite mit einem niedrigen oder mittleren Hydroxylapatitanteil
weisen sehr homogene Messergebnisse auf. Die in dieser Arbeit ermittelten Werte
werden in Tab. 6-4 mit denen von Li et al. beschriebenen Druckfestigkeiten verglichen
[141]. Die Komposite mit dem niedrigsten Anorganik-Anteil halten Druck am

wenigsten stand. Bei etwa 20 bis 30 MPa beginnen die Proben sich unter dem Druck
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stark zu verformen. Die Druckfestigkeiten bei einem CHI/HAP-Verhéltnis von 65/35
liegen deutlich unter den von Li et al. ermittelten Werten. Eine mogliche Erklérung
konnten Inhomogenitéiten innerhalb der Probe sein. Inwieweit der Polymerisationsgrad
des Chitosans eine Rolle spielt, muss noch tliberpriift werden. Bei den Kompositen mit
einer Zusammensetzung von 48/52 CHI/HAP ist mit 95 MPa schon ein deutlich
groBBerer Druck erforderlich, um die Proben zu verformen. Die gemessenen
Druckfestigkeiten liegen etwas hoher als die von Li et al. beschriebenen Werte.
Verschiedene Proben der Zusammensetzung 35/65 CHI/HAP zeigen ein variierendes
Verhalten. Die Verformung beginnt je nach Probe bei einem Druck zwischen 80 und
115 MPa. Diese unterschiedlichen Druckfestigkeiten sind vermutlich auf
Inhomogenititen innerhalb der Probenkdrper zuriickzufiihren. Méglicherweise befindet
man sich hier an der Grenze der Perkolation des Polymeranteils. Die gemessen Werte
stimmen gut mit den von Li et al. beschriebenen Werten tiberein. Die Druckfestigkeiten

liegen hier im Bereich des natiirlichen Knochens.

35/65 Chitosan /Hydroxylapatit

— 48/52 Chitosan/Hydroxylapatit
—— 65/35 Chitosan/Hydroxylapatit
— Spongiosa
<
ol
=
=~
S
N
Q
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Spannung /%

Abb. 6-11. Mechanische Priifung von Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen unterschiedlicher
Zusammensetzung im Vergleich mit Spongiosa. Das Chitosan stammt von der Firma Acros.
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Tab. 6-3. Druckfestigkeiten der gemessen Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite im Vergleich mit den bei
Li et al. beschriebene Druckfestigkeiten [141].

Theoretisches gemessene Theoretisches Druckfestigkeit
CHI/HAP Verhiltnis Druckfestigkeit CHI/HAP Verhiltnis bei Li et al.
m % MPa m % MPa
20/80 102
30/70 120
35/65 80-115
40/60 109
48/52 95 50/50 87
60/40 85
65/35 20-30
70/30 67

6.1.2  Organisch-anorganische Komposite auf Polysialinséurebasis

In diesem Abschnitt werden Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite vorgestellt.
Diese stellen eine neue Variante organisch-anorganischer Kompositmaterialien dar.
Zundchst wurde versucht, unvernetzte Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite
herzustellen, was jedoch erfolglos war. Es gelang nicht, phasenreinen Hydroxylapatit zu
fallen. Zudem l16ste sich die Polysialinsdure (PSA) im Waissrigen sofort auf. Im
Folgenden wird nun die Herstellung und Charakterisierung von quervernetzten
Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Kompositen beschrieben. Das hier zum Quervernetzten
verwandte Diepoxyoctan bildet dabei einen Ether mit einer der Hydroxidgruppen des

Zuckers aus.
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6.1.2.1 Herstellung

Die Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite wurden durch Co-Prizipitation von
Hydroxylapatit mit Polysialinsdure und anschlieBender Quervernetzung der
Polysialinsdure hergestellt. Die Polysialinsdure musste aufgrund ihrer sehr guten
Loslichkeit quervernetzt werden, um ein wasserunlosliches Produkt zu erhalten.

Zur Herstellung werden 0.1 g Colominsdure in 5 mL Millipore-Wasser gelost.
Zu dieser Losung werden 5SmL 1.08 M Calciumacetatlosung gegeben. Durch die
Zugabe von 10 mL Aceton triibt sich die Reaktionslosung. AnschlieBend werden 5 mL
0.648 M Kaliumdihydrogenphosphatlosung zugegeben und damit das Komposit gefillt.
Dabei entsteht eine weille Suspension. Zu dem Reaktionsgemisch werden 0.135 mL
Diepoxyoctan gegeben und die Losung wird mit Kaliumhydroxid auf pH 9 gebracht.
Der Ansatz wird iiber Nacht geriihrt und am néchsten Tag in einen Dialyseschlauch
gefiillt. Das Gemisch wird 14 Tage gegen Millipore-Wasser dialysiert, wobei das
Wasser tédglich gewechselt wird. AnschlieBend wird der Inhalt des Schlauchs
abzentrifugiert, der Niederschlag in Glasfritten gefiillt und an der Luft getrocknet. Dabei
schrumpfen die Proben auf ein Viertel ihrer urspriinglichen GréB3e. Durch die Wahl der
zur Trocknung verwendeten Probengefil3e 1dsst sich die Probengeometrie vorgeben. So

konnen beispielsweise zylindrische Proben hergestellt werden (Abb. 6-12).

Abb. 6-12. Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposit in zylindrischer Form.
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6.1.2.2 Charakterisierung

Zundchst werden die IR-Spektren von Polysialinsdure sowie des Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Komposits vorgestellt und deren wichtigste Schwingungen beschrieben
(Abb. 6-13). Die Polysialinsdure weist breite Schwingungen im Bereich von 3700-3000
cm' auf, die O-H-Valenzschwingungen zugeordnet werden konnen. Die C—H-
Valenzschwingungen treten bei 2929 cm™' und 2881 cm™' auf. Die breite Bande bei
1612 cm™ und 1556 cm™ lasst sich den Deformationsschwingungen 1 und II der
Amidgruppe sowie der antisymmetrische Valenzschwingung der Carboxylatgruppe
zuordnen. Bei 1392 cm™'  tritt die symmetrische Valenzschwingung der
Carboxylatgruppe auf. Das Chitosan-Hydroxylapatit-Komposit zeigt ebenfalls eine
breite Bande im Bereich von 3700 cm'-3000 cm ™', die auf O—H-Valenzschwingungen
zuriickzufiihren ist. Die C—H-Valenzschwingungen der Polysialinsdure finden sich auch
im Kompositmaterial bei 2927 cm™' wieder. Die symmetrische Valenzschwingung der
Carboxylatgruppe  tritt  bei 1398 cm™ und die  symmetrische  O-H-
Deformationschwingung bei 1373 cm ™' auf. Die symmetrische Deformationschwingung
der C-H-Gruppen erscheint im Komposit bei 1315 cm™'. Schwingungen, die durch die
C—O-Valenzschwingungen verursacht werden, sind bei 1029 cm™' zu beobachten.
Zusdtzlich treten im Kompositmaterial noch einige Schwingungen auf, die den
Phosphatgruppen des Hydroxylapatits zuzuordnen sind. Die P—O-Valenzschwingungen

sind bei 1047 cm_l, 985 cm_l, 601 cm™! sowie 561 cm ™! zu beobachten.
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—— Polysialinsdure-Hydroxylapatit-
Komposit

—— Polysialinsdure
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Abb. 6-13. Infrarotspektren des Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits und der Polysialinséure.

Es ldsst sich also feststellen, dass eine gute Ubereinstimmung der Banden des
Hydroxylapatit und der Polysialinsdure mit dem vorgestellten Komposit besteht. Beide
Komponenten sind im Material vorhanden und rufen die fiir sie charakteristischen

Schwingungen hervor. Eine Ubersicht wird in Tabelle 6-4 gegeben.

136



6. Kapitel | Organisch-anorganische Komposite auf der Basis von Polysacchariden

Tabelle 6-4. Auflistung der fiir Polysialinsdure und Hydroxylapatit [192] charakteristischen Banden im
Vergleich mit dem Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposit (Zuordnung nach [191]).

Polysialinsdure Hydroxylapatit Polysialinsdure-  Schwingungstyp
Hydroxylapatit-
Komposit
v/em™ v/em™! v/em™

3700-3000 3700-3000 O-H-Valenzschwingung

2929, 2881 2927 C-H-Valenzschwingung
1612 N-H-Deformations-

schwingung des Amid I

1556 antisymmetrische Valenz-

schwingung Carboxylat,
N-H-Deformations-
schwingung des Amid II

1392 1398 symmetrische Valenz-
schwingung Carboxylat

1375 1373 symmetrische O—H-
Deformationschwingung

1313 1315 symmetrische C—H-
Deformationschwingung
1046 1047 P-O-Valenzschwingung v;
1026 1029 C-O-Valenzschwingung
962 985 totalsymmetrische P-O-

Valenzschwingung v,

601, 571 601, 561 antisymmetrische P-O-
Valenzschwingung vg4
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Mit Hilfe der Rontgen-Pulverdiffraktometrie soll die vorliegende kristalline Phase ndher
bestimmt werden (Abb.6-14).

— Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposit
— Hydroxylapatit
~
T N |
5 15 25 35 45 55 65
02 0

Abb. 6-14. Rontgen-Diffraktogramm eines Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits. Die Linien geben
die Reflexe von Hydroxylapatit wieder (PDF-Karte 9-432 ICDD).

Das in Abb. 6-14 abgebildete Rontgen-Diffraktogramm zeigt ein Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Komposit mit den fiir Hydroxylapatit in der Literatur genannten
Reflexen. Die auftretenden Reflexe lassen sich sehr gut mit denen des Hydroxylapatits
in Einklang bringen. Die Polysialinsdure in diesem Komposit ist rontgenamorph und
bringt keine weiteren Reflexe hervor. Die Reflexe der untersuchten Probe sind
vergleichsweise breit. Das spricht fiir nanokristallinen oder stark fehlgeordneten

Hydroxylapatit.
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Die Thermogravimetrie soll Aufschluss iiber das Verhéltnis von organischem zu

anorganischem Anteil im Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposit geben (Abb. 6-15).
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Abb. 6-15. Thermoanalytische Untersuchung des Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits.

In Abb. 6-15. ist eine thermogravimetrische Messung an einem Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Komposit dargestellt. Die erste Stufe wurde dem Bereich von 20 °C bis
170 °C zugeordnet. Der Masseverlust in diesem Bereich ist dem Verdampfen von
Wasser zugeordnet. Dadurch wurde fiir die Probe ein Wassergehalt von 7.2 %
bestimmt. Zudem konnte aus der verbliebenen Masse das Verhiltnis von organischen zu
anorganischen Bestandteilen festgestellt werden: Dazu wird eine zweite Stufe dem
Bereich von 170 °C bis 500 °C zugeordnet. Der Masseverlust betrdgt hier 12.1 %. Das
entspricht dem organischen Anteil in der Gesamtprobe. In diesem Bereich ist aber auch
schone eine Abspaltung von Wasser aus dem Hydroxylapatit moglich. Als Restmasse
verbleiben 79.4 %. Rechnet man nun das in der Probe enthaltene Wasser heraus, so setzt
sich das Komposit aus 85 % anorganischen und 15 % organischen Bestandteilen
zusammen. Damit ist der organische Anteil im Komposit nur etwa halb so grof3 wie im

naturlichen Knochen.
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Die Oberflichenmorphologie und die PartikelgroBe lassen sich mit Hilfe der
Rasterelektronenmikroskopie untersuchen (Abb.6-16).

100 nm

é

-

Abb. 6-16. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines Polysialinsdure- Hydroxylapatit-
Komposits in verschiedenen Vergroflerungen.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen einen homogenen Feststoff.
Das Material enthélt nanokristallinen Hydroxylapatit. Die einzelnen HAP-Kristallite
erscheinen nadelformig und sind circa 100 nm lang. Die Nanokristallinitdt des
Hydroxylapatits steht im Einklang mit den Ergebnissen aus der Rontgendiffraktometrie.
Dort tritt eine Reflexverbreiterung auf, die ebenfalls auf eine Nanokristallinitit des
Anorganik-Anteils hindeutet. Die Form der Kristalle ist typisch fiir Hydroxylapatit. Der
organische Bestandteil der Probe ldsst sich auf den Aufnahmen nur schwer
identifizieren. Da es sich dabei um ein vergleichsweise kurzkettiges Polymer handelt, ist
zu vermuten, dass dieses im Unterschied zu Chitosan keine Filme oder Schichten
ausbildet. In der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme in Abb. 6-17 lassen sich

kugelformige Aggregate erkennen, die wahrscheinlich der Polyialinsdure zuzuordnen
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sind. Zudem konnte in Kapitel 4 gezeigt werden, dass eine Salzzugabe, wie sie auch
hier bei der Préparation der Proben erfolgt, zu einer Deaggregation fiihrt. Dies sollte
weiterhin die Ausbildung gréBerer zusammenhingender Polymerschichten, die mit dem

Rasterelektronenmikroskop zu identifizieren waren, erschweren.

100 nm

Abb. 6-17. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits.
In den Kreisen werden Polysialinsdurepartikel vermutet.

6.1.2.3 Biochemische Abbaubarkeit

Durch das Quervernetzen der Polysialinsdure wurde die Probe chemisch verdndert. Um
zu priifen, inwieweit sich das Material noch durch das Enzym Endosialidase abbauen
lasst, werden Probenstiicke in eine bei pH 7.4 mit Phosphat gepufferte Losung mit
Endosialidase gegeben. Die Endosialidase stammt aus dem E. coli K1 infizierenden
Phagen ®KI1F. Als Vergleich wurde eine Probe in die reine Pufferlosung gegeben.

Zudem wurde eine Endosialidasemutante eingesetzt: AN245-endoNF-Ser911Ala. Dabei
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handelt es sich um eine N-terminal um 245 Aminosduren verkiirzte Mutante, deren
Serin an Position 911 durch ein Alanin ersetzt wurde.

Eine Moglichkeit zur Messung der freien reduzierbaren Enden der
Polysialinsdure ist der Thiobarbitursdure-Assay (TBA-Assay). Dieser Assay wurde
schon im Kapitel 5 beschrieben. Hier soll er nun verwandt werden, um die Mdglichkeit
des Abbaus der Komposite mit Endosialidase zu beurteilen, denn der Abbau sollte zu
einem starken Zuwachs der freien reduzierbaren Enden fiihren. Der enzymatische
Abbau wurde von David Schwarzer an der Medizinischen Hochschule Hannover in der

Arbeitsgruppe von Frau Prof. Gerardy-Schahn durchgefiihrt.

O Phosphatpuffer
M Endosialidase
M Serin-Mutante

1

freigesetzte reduzierbare Enden / nmol mit

1 24 42 168 456 619
t/h

Abb. 6-18. Mit Hilfe des TBA-Assays ermittelte Aktivitdt von Endosialidase in Bezug auf den Abbau von
Polysialinsdure aus quervernetzten Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Kompositen.

Die Aktivitétstests zeigen, dass alle drei Proben abgebaut werden (Abb. 6-18). Auch bei
der Blindprobe mit der phosphatgepufferten Losung ist ein — wenn auch geringer —
Abbau feststellbar. Somit ist das Material offensichtlich nicht vollstindig
hydrolysestabil. Eine mdgliche Erklérung ist die Autoprotolyse von Polysialinsdure. Die
Gegenwart von Hydroxylapatit konnte diesen Prozess noch beschleunigen. Zudem
wurde eine wachsende Instabilitit der Polysialinsdure mit zunehmender Kettenldnge
beschrieben [99]. Der Einfluss des Quervernetzens auf die Stabilitit der Polysialinsdure
ist ungewiss. Im Vergleich zur Probe in Pufferlosung werden die beiden mit Enzymen

versetzten Proben deutlich schneller abgebaut. Die AN245-endoNF-Ser911Ala Mutante
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ist dabei noch aktiver als der Wildtyp. Wihrend des Versuchs bildete sich am Boden ein
weiller feinteiliger Niederschlag aus (sieche Abb. 6-19), der vermutlich auf aus dem
Kompositverbund herausgelosten Hydroxylapatit zuriickzufiihren ist. Durch den Abbau
der Polysialinsdure ,fallen’ die Hydroxylapatitkristdllchen aus der Matrix heraus und

sinken zu Boden.

Phosphat-Puffer Endosialidase AN245-endoNF-Ser911Ala
(Wildtyp) (Serin-Mutante)

(a) (b) (c)

Abb. 6-19. Photographie von Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Kompositen nach 28 d in:
(a) Phosphatpufferlosung, (b) Endosialidase in Phosphatpufferldsung und

(c) AN245-endoNF-Ser911Ala Mutante in Phosphatpufferlosung.

Die der AN245-endoNF-Ser911Ala Mutante ausgesetzte Probe und die in
Phosphatpuffer gelagerte Probe wurden getrocknet und anschlieBend im
Rasterelektronenmikroskop untersucht (Abb. 6-20). Es konnten keine Unterschiede
festgestellt werden. Im Vergleich zum unbehandelten Komposit fallt hingegen auf, dass
die Oberflichenstrukturen der beiden behandelten Proben insgesamt runder erscheinen.
Dies ist vermutlich auf den Abbauprozess zuriickzufiihren.

Die Ergebnisse zeigen, dass die enzymatische Abbaubarkeit der Polysialinséure
auch im quervernetzten Kompositmaterial erhalten werden konnte. Das Material ist
allerdings nicht zu 100 % wasserstabil. Das ist moglicherweise auf eine Autoprotolyse
der Polysialinsdure zuriickzufiihren. Das Material quillt in Kontakt mit Wasser stark auf.
Durch die dabei entstehenden Spannungen bilden sich Risse. Diese beiden

Eigenschaften sind fiir ein potentielles Implantatmaterial nicht wiinschenswert. Durch
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das Aufquellen im Korper ist es moglich, dass das Material von seiner vorgesehenen
Position abweicht oder Druck auf das umgebende Gewebe ausiibt. Zudem werden sich
die mechanischen Eigenschaften eines solchen hydrogelartigen Komposits deutlich von
denen eines kompakten Komposits unterscheiden. Ein Einsatz an mechanisch belasteten

Stellen im Knochen ist somit nicht moglich.
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(c)

Abb. 6-20. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen an einem enzymatisch abgebauten
Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposit (c) im Vergleich mit einer unbehandelten (a) sowie einer in
Phoshatpufferlosung gelagerten Probe (b).
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6.1.2.4 Cytotoxizitit

Um die Cytotoxizitit der Proben zu priifen, wird etwas Komposit in eine
Zellkulturplatte gegeben und der Behilter mit Zellkulturmedium aufgefiillt. Zum
Vergleich wird das Zellkulturmedium ohne Probe herangezogen. Als Zellen wurden
immortalisierte Schwann-Zellen aus neonatalen Ratten verwandt. Um die Viabilitdt der
Zellen zu priifen, wird alle zwei Tage eine Probe des Zellkulturmediums entnommen.
Diese Proben werden mit dem gelben MTT-Reagenz (3-(4,5-Ddimethyldiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium-bromid) versetzt. Leben die Zellen, wird das Reagenz in den
blauen Formazan-Komplex umgesetzt. Dieser kann anschlieBend photometrisch
quantifiziert und auf diese Weise die Viabilitidt und Anzahl der Zellen bestimmt werden.
Die Tests fanden am Institut fiir Technische Chemie der Universitdt Hannover statt und

wurden von Yvonne Stark und Stephanie Bruns durchgefiihrt.

Abb. 6-21. Lichtmikroskopische Aufnahmen von (a) immortalisierten Schwann-Zellen im Kulturmedium
und (b) im Kulturmedium der Zellkultur mit dem Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposit. Die Zellen
befinden sich am Boden der Zellkulturplatte.

In Abb. 6-21 (a) ist eine gesunde Kultur von Schwann-Zellen zu sehen. Die Zellen
bilden einen dichten Teppich, der sich am Boden des GefiaBes befindet. Im Vergleich
dazu sind die Zellen, die sich in einem Probengefil mit dem Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Komposit befinden, eher kugelformig (dunkle Kreise in Abb. 6-21 (b))
und bilden kleine Zellhaufen aus, anstatt sich zu spreiten. Das deutet darauf hin, dass

die Gegenwart des Komposits die Zellen beeintrdchtigt. Hierbei ist auch zu
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berticksichtigen, dass Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite im Hinblick auf die
Verwendung als  Knochenersatzmaterial — entwickelt  wurden. Mit  einer
Osteoblastenkultur wiirden sich  eventuell bessere Ergebnisse erzielen lassen.
Allerdings sterben die Zellen auch nicht ab, was zeigt, dass das vorliegende Material
generell nicht cytotoxisch ist. Die in Abb. 6-22 dargestellten Ergebnisse des MTT-Tests
zeigen aber, dass das Komposit nicht toxisch ist. Im Vergleich zum reinen
Zellkulturmedium zeigt sich eine nur geringfiigig erniedrigte Viabilitit. Das ist
eventuell darauf zuriickzufiihren, dass die eingesetzten Zellen nicht den Zellenarten

entsprechen, die der Probe als Osteosynthesematerial ausgesetzt sein wiirden.

1.2
Hl ohne

1.0 - m PSA/HAP Komposit

0.8

0.6

A 579/630 nm
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0.2

0.0

t/d

Abb. 6-22. Ergebnisse des MTT-Tests zur Viabilitdt von Schwann-Zellen in Abwesenheit und in
Gegenwart eines Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits.

Eine direkte Besiedelung des Materials mit Zellen war nicht méglich, da diese nicht auf
der sehr glatten, hydrogelartigen Oberflache des aufgequollenen Komposits adhérieren

konnten.
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6.1.2.2 Mechanische Priifung

Um das Material auf seine mechanische Belastbarkeit zu testen, wurde es einer
Druckpriifung unterzogen (Abb. 6-23). Dazu wurde die Probe in eine zylindrische Form
gebracht und in eine Universalpriifmaschine eingebracht. Des Weiteren wurde die Probe
im p-CT vermessen. Die Messungen fanden am Institut fiir Werkstoffkunde der
Universitdt Hannover unter Mithilfe von Herrn Dipl.-Ing. Christian Klose und Herrn

Dr.-Ing. Dirk Bormann statt.

= Polysialinsdure- Hydroxylapatit-K omposit

= Spongiosa

Druck / MPa
[\)
S

30 40 50 60 70 80
Spannung | %

Abb. 6-23. Druckpriifung des Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits im Vergleich mit Spongiosa.

Das Druck-Spannungsdiagramm in Abb. 6-23. zeigt das Verhalten des Polysialinsiure-
Hydroxylapatit-Komposits im Vergleich zu Spongiosa. Dabei féllt ins Auge, dass das
Komposit schon bei relativ geringen Belastungen (5-10 MPa) zerbirst. Dies ist
vermutlich auf die unzureichenden Polymereigenschaften der Polysialinsdure
zuriickfithren. Die Kettenldnge ist mit 100 Monomereinheiten zu gering, um eine
ausreichende Elastizitit des Komposits zu gewdhrleisten. Das Quervernetzen der
Polysialinsdure fiithrt auch zu einer Erhohung der Steifigkeit. Eine Erhéhung des
Polymerisationsgrades konnte zur Losung des Problems beitragen. Dem steht jedoch die
Neigung der Polysialinsdure entgegen, sich mit steigenden Kettenldngen
autoprotolytisch zu =zersetzen. Zudem gibt es im Moment kein Verfahren zur

Herstellung von Polysialinsdureketten, die ldnger als 400 Monomereinheiten sind. Fiir
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eine signifikante Anderung der Materialeigenschaften wire aber eine mindestens
tausendmal ldngere Kette erforderlich. Ein weiterer moglicher Erkldrungsansatz fiir die
schlechten mechanischen FEigenschaften ist die Bildung von kugelformigen
Polysialinsdurepartikeln.  Darauf deuten die rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen hin. Diese wiirden, anders als das die anorganischen Nanopartikel
verbindende Chitosan, keinen Beitrag zur mechanischen Stabilitét leisten.

Mit Hilfe der pu-CT lésst sich der innere Aufbau von Proben beurteilen. Die p-
CT-Aufnahmen in Abb. 6-24 zeigen, dass es sich um ein homogenes, kompaktes
Material handelt. Es sind nur vereinzelt Poren zu erkennen. Diese sind vermutlich auf
den Trocknungsprozess zuriickzufiihren. Auf den Aufnahmen sind keine
Rontgenkontrastunterschiede zu erkennen. Die beiden Komponenten des Komposits
sind demzufolge sehr homogen verteilt. Diese Beobachtung wird auch von den

rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen gestiitzt.

1 mm

Abb. 6-24. u-CT-Aufnahmen von Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Kompositen.
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6.1.3 Diskussion der Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite im Vergleich
mit Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen

Im Folgenden sollen die Eigenschaften der beiden in den vorangegangenen Abschnitten
vorgestellten Komposite diskutiert und miteinander verglichen werden.

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels konnte gezeigt werden, dass es nach der
Synthesevorschrift von  Krueger gelingt, Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite
herzustellen. Dabei ldsst sich das Chitosan/Hydroxylapatit-Verhéltnis variieren und es
lassen sich Chitosane mit unterschiedlichem Polymerisationsgrad einsetzen. Solche
Komposite wurden mit Hilfe einer Druckpriifung auf ihre mechanische Belastbarkeit
hin untersucht. Die gemessenen Druckfestigkeiten flir die Chitosan-Hydroxylapatit-
Komposite der Zusammensetzung CHI/HAP 35/65 und 52/48 liegen in einem dhnlichen
Bereich wie die von Li et al beschriebenen Druckfestigkeiten [141]. Nur die
Druckfestigkeiten der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite der Zusammensetzung
CHI/HAP 65/35 liegen im Vergleich deutlich unter den von Li et al beschriebenen
Werten. Inwieweit das auf den Polymerisationsgrad des Chitosans zuriickzufiihren ist,
muss noch iiberpriift werden. Dariiber hinaus konnen auch Inhomogenitédten der Proben
niedrigere Druckfestigkeiten verursachen. Zumindest die Werte von Chitosan-
Hydroxylapatit-Kompositen mit einem Chitosan/Hydroxylapatit-Verhéltnis von 35/65
liegen im Bereich der Druckfestigkeiten des natiirlichen Knochens. Weiterhin wurde der
Aufbau der Probe mit Hilfe der hochauflésenden Rasterelektronenmikroskopie beurteilt.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die GroBe der Hydroxylapatitkristallite etwa im
Bereich von 100 nm liegt. Damit sind sie etwas grofler als die von Rusu beschriebenen
Kristalle und auch grofler als die Hydroxylapatitkristalle im natiirlichen Knochen [8]
[16]. Dennoch ist zu vermuten, dass dieser nanokristalline Hydroxylapatit noch
ausreichend klein ist, um vom Korper resorbiert zu werden. Demzufolge konnte auf
diese Weise ein biodegradierbares Implantatmaterial hergestellt werden.

In Hinblick auf die Anwendbarkeit als biodegradierbares Implantat ist der
Umstand von Nachteil, dass sich die Abbaubarkeit nur indirekt iiber den
Deacetylierungsgrad des Chitosans steuern ldsst [53]. Stattdessen wire eine direkte
Kontrolle der Abbauraten wiinschenswert.

In einem weiteren Abschnitt wurde die Herstellung und Charakterisierung eines
Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits vorgestellt. Durch das Quervernetzen des

Polymers gelang es, ein schwerlosliches Kompositmaterial mit einem
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Polysialinsdure/Hydroxylapatit-Verhéltnis von 15/85 herzustellen. Das Material ist
homogen. Der im  Material enthaltene Hydroxylapatit ist, wie
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen und die Rontgen-Pulverdiffraktometrie
zeigen, nanokristallin. Dieses ist, wie oben schon erwihnt, eine fiir ein bioresorbierbares
Implantatmaterial wiinschenswerte Eigenschaft, da nanokristalliner Apatit von
Osteoclasten abgebaut und an seiner Stelle von Osteoblasten natiirlicher Knochen
wieder aufgebaut werden kann [135]. Ein weiterer Vorteil von Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Kompositen ist in der enzymatischen Abbaubarkeit der Polysialinsdure
zu sehen. Es konnte gezeigt werden, dass diese auch nach dem Quervernetzen erhalten
bleibt. Allerdings zeigten die Versuche auch bei jenen Materialien, die nur
phosphathaltiger Pufferlosung ausgesetzt waren, einen geringen Abbau. Das kann auf
eine Autoprotolyse der Polysialinsdure zuriickgefiihrt werden [99]. Die Proben sind
nicht cytotoxisch. Es wire aber interessant, zur besseren Beurteilung die Versuche mit
Osteoblasten zu wiederholen. Das starke Quellen der Probe stellt fiir den Einsatz als
Implantatmaterial im Korper ein generelles Problem dar. Dieses Verhalten kann zu
einer Dislokation des Implantats fiihren. AuBBerdem besitzen solche hydrogelartigen
Materialien nur unzureichende mechanische Eigenschaften und konnen daher nicht an
mechanisch belasteten Stellen eingesetzt werden. Die mechanischen Messungen zeigen,
dass es sich bei den Polysialinsdaure-Hydroxylapatit-Kompositen um ein sehr sprodes
Material handelt, das schon bei geringen mechanischen Belastungen zerspringt. Diese
Materialeigenschaft ist zum einen auf das mit 100 Monomereinheiten sehr kurzkettige
Polymer und zum anderen auf die zusitzliche Erh6hung der Steifigkeit in Folge des
Quervernetzens der Polysialinsdure zuriickzufithren. Eine Vervielfachung der
Kettenldnge konnte Abhilfe schaffen. Diese ist jedoch schwer zu realisieren, da sich
Polysialinsdure mit steigenden Kettenldngen autoprotolytisch zersetzt. Zudem ist
bislang kein Verfahren zur Herstellung von lédngerkettiger Polysialinsdure bekannt.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Polysialinsédure-Hydroxylapatit-
Komposite einige vielversprechende Eigenschaften aufweisen, ihr Aufquellen sowie
thre mechanischen Eigenschaften ihren Einsatz als Knochenersatzmaterial jedoch
unwahrscheinlich erscheinen lassen.

Beim Vergleich der beiden diskutierten Komposite lassen sich unter dem
Rasterelektronenmikroskop nur geringe Unterschiede bei den Hydroxylapatit-
Kristalliten feststellen. In Abb. 6-25. sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen

der beiden Komposite bei starken Vergroerungen zu sehen. In beiden Fillen ldsst sich
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nanokristalliner Hydroxylapatit identifizieren. Im Falle von Chitosan scheinen die
Hydroxylapatit-Kristallite eher blattchenformig und die Hydroxylapatit-Kristallite in
Gegenwart von Polysialinsdure eher nadelférmig zu sein. Die Art des verwendeten
Polysaccharids scheint einen gewissen Einfluss auf die Morphologie der Kristalle zu

haben. Dabei scheint Polysialinsdure einen geringeren Einfluss auf die Morphologie der

Hydroxylapatit-Kristallite zu haben.

100 nm

(a) (b)

Abb. 6-25. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von (a) Chitosan- und (b) Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Kompositen.

Die Reflexbreiten des Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits in den Rontgen-
Pulverdiffraktogrammen sind mit denen der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite
vergleichbar (Abb. 6-26). Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 6-25)
zeigen, dass die Abmessungen der Kristallite in einer dhnlichen Grof3enordnung liegen.
So lassen sich auch anhand der Rontgen-Pulverdiffraktogramme kaum Unterschiede

auszumachen.
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— Hydroxylapatit PDF (9-432)
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Abb. 6-26. Rontgen-Pulverdiffraktogramme von Chitosan- und Polysialinsdure-Hydroxylapatit-
Kompositen.

Bei Vergleich der Abbaubarkeit der Materialien besitzen die Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Komposite einen entscheidenden Vorteil: Ihr Abbau lésst sich durch die
Zugabe von Endosialidase kontrollieren. Allerdings scheint das hier vorgestellte
Material einem Autoprotolysemechanismus zu unterliegen, so dass der Vorteil der
kontrollierten Abbaubarkeit hier nur bedingt zum Tragen kommt. Bei den Chitosan-
Hydroxylapatit-Kompositen ldsst sich die Abbaugeschwindigkeit im Korper nur
indirekt tiber den Deacetylierungsgrad des Chitosans kontrollieren.

Ein deutlicher Nachteil der Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite ist in
thren schlechten mechanischen Eigenschaften zu sehen (Abb. 6-27). Das friihe
mechanische Versagen des Materials schlieit einen Einsatz als Implantat aus. Im

Vergleich dazu verfiigen die Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite iiber mechanische
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Eigenschaften, die denen des natiirlichen Knochens &hneln. Das ist eine

wiinschenswerte Eigenschaft fiir Implanatmaterialien.

35/65 Chitosan/Hydroxylapatit

160
—— 48/52 Chitosan/Hydroxylapatit
140 + —— 65/35 Chitosan/Hydroxylapatit
ey
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Abb. 6-27. Druckpriifung der durch Co-Prazipitation hergestellten Komposite mit Chitosan (Acros) und
Polysialinsdure.

Die Beobachtungen zur mechanischen Stabilitdt der Proben lassen sich auch anhand von
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen nachvollziechen. Dabei soll nun ein
besonderes Augenmerk auf dem Polymeranteil der Probe liegen. In Abb. 6-28 sind noch
einmal beide Proben im Vergleich zu sehen. Dabei ist zu beobachten, dass das Chitosan
die Hydroxylapatit-Kristallite einbettend umgibt. Dadurch besitzen die Komposite die
gewlinschte Elastizitit. Anders liegt der Fall bei den Polysialinsdure-Hydroxylapatit-
Kompositen. Wie schon in Kapitel 4 gezeigt werden konnte, neigt Polysialinsdure in
salzhaltigen Losungen nicht zur Ausbildung von Netzwerken, sondern liegt eher in
isolierten als geknduelten Polymerketten vor. Das scheint auch innerhalb des Komposits
der Fall zu sein. Die Polysialinséure tragt dadurch nicht zur Erhéhung der Elastizitit
bei. Das Material bleibt sehr sprode. Ob ein hoherer Polymerisationsgrad der

Polysialinsdure diesen Umstand verbessern wiirde, bleibt noch zu iiberpriifen.
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Chitosan Hydroxylapatit Polysialinsdure

Abb. 6-28. Modell des inneren Aufbaus der Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite (links) und der
Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite (rechts) im Vergleich mit den entsprechenden
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich die Abbaubarkeit von Polysialinsdure-
Hydroxylapatit-Kompositen im Vergleich zu Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen
zwar deutlich besser steuern lésst, letztere jedoch iiber erheblich bessere mechanischen

Eigenschaften verfiigen.
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6.2 Hydrogele

Die Polysialinsdure-Hydrogele wurden von Silke Berski am Institut fiir organische
Chemie der Universitit Hannover hergestellt. Dazu wurde die Polysialinsdure mit
Diepoxyoctan verlinkt, um ein wasserbestindiges Gel zu erhalten. Im Rahmen dieser
Arbeit sollten diese Gele mineralisiert werden. Um eine Mineralisation zu erreichen,
wurden zwei Strategien verfolgt: Zum einen wurde das Hydrogel simulierter
Korperfliissigkeit (SBF) ausgesetzt, die den Ionengehalt des Blutes widerspiegeln soll.
Zum anderen sollte das Gel in einer Préizipitationsanlage mineralisiert werden. Die

Ergebnisse der beiden Ansitze werden im Folgenden gemeinsam diskutiert.

6.2.1 Mineralisation von Polysialinsdure-Hydrogelen in simulierter

Korperfliissigkeit

Die Verwendung von simulierter Korperfliissigkeit zur Abscheidung von
Hydroxylapatit ist in der Literatur bereits beschrieben worden [7, 193, 194]. Dieses

Verfahren soll nun auf das Polysialinsdurehydrogel iibertragen werden.

6.2.1.1 Versuchsdurchfiihrung

Die SBF wird wie folgt hergestellt:

In einen Erlenmeyerkolben 250 mL deionisiertes Wasser fiillen. Darin werden
nacheinander 3.9909 g Natriumchlorid, 0.1770 g Natriumhydrogencarbonat, 0.1132 g
Kaliumchlorid, 0.1141 g Dikaliumhydrogenphosphat Tertrahydrat sowie 0.1527 g
Magnesiumchlorid Hexahydrat gelost. Die Losung hat nun einen pH-Wert von 7.95.
Anschlieend werden 15 mL 0.01 M Salzsdure zugegeben. Dadurch sinkt der pH-Wert
auf 7.44 ab. Die Losung wird auf 30 °C erwidrmt. Nacheinander werden dann 0.1870 g
Calciumchlorid-Dihydrat, 0.3530 g Natriumsulfat und 3.0302 g Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan geldst. Bei der Zugabe der letzten Substanz wird die Losung triibe, sie hat

dann einen pH-Wert von etwa 9.3. AnschlieBend werden 10 mL 2 M Salzsdure
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zugegeben. Die Losung wird oberhalb von pH 7.45 wieder klar. Man lisst die Losung
fiir weitere 5 min rithren. Dann wird sie in einem Messkolben auf 500 mL aufgefiillt.

Das Hydrogel wird in simulierte Korperfliissigkeit (SBF) gegeben und dort 14 Tage
belassen. AnschlieBend wird die Probe gefriergetrocknet. Da die SBF in Bezug auf
Calciumphosphatldsung iibersittigt ist, war zu erwarten, dass das Hydrogel mineralisiert

wird.

6.2.1.2 Charakterisierung der Hydrogele

Die Mineralisierung der Proben wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie
beurteilt. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 6-29 zeigen, dass
durch die Gefriertrocknung eine pordse Struktur erhalten werden konnte. Auf der
Oberfliche des Hydrogels sind lediglich geringe Abscheidungen von anorganischem
Material zu beobachten. Die Abscheidungen haben eine wurmartige Struktur. Die
Morphologie der Abscheidung stimmt nicht mit den von Krueger beschriebenen
Abscheidungen von Hydroxylapatit aus SBF auf amorphen Siliciumdioxid iiberein [7].
Eine Identifizierung der Phase konnte nicht erfolgen. Die Probe war rontgenamorph,

was vermutlich auf die geringe Menge an Abscheidungen zuriickzufiihren ist.
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Abb. 6-29. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der durch SBF mineralisierten Proben. Es lassen
sich vereinzelt kleine Areale feststellen, die einen nanopartikuldren Aufbau aufweisen.
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6.2.2 Mineralisation eines Polysialinsdure-Hydrogels

In diesem Abschnitt soll die Mineralisation von Polysialinsdure-Hydrogelen

beschrieben werden.

6.2.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Fiir die Kristallisation wird die Probe zwischen zwei Reservoirs eingespannt (Abb. 6-
30). In einem der Reservoirs befindet sich 0.108 M Calciumacetatldsung und im
anderen befindet sich 0.0648 M Kaliumdihydrogenphosphatlosung. Waihrend des
Versuchs diffundieren die Ionen in das Hydrogel. Dort sollen sie Kristallisationskeime
ausbilden und so das Hydrogel mineralisieren. Die Versuchsdauer betrigt einen Monat.

AnschlieBend wird das Hydrogel gefriergetrocknet.

Calciumacetat- Kaliumdihydrogen-
Lésung phosphat-Lésung

— & (=

[0801pAH

Abb. 6-30. Versuchsaubau: Mineralisation von Hydrogelen.

6.2.2.2 Charakterisierung der Hydrogele

Die Mineralisierung der Proben wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie

beurteilt. In Abb. 6-31. ist das gefriergetrocknete Hydrogel zu erkennen. Es besitzt eine
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porose Struktur. Insgesamt ldsst sich bei der in Abb. 6-31 dargestellten Probe nur ein
sehr geringer Mineralisationsgrad feststellen. Vereinzelt sind kugelartige Gebilde zu
beobachten, die mit den von Busch in einem Collagen-Gel hergestellten
Hydroxylapatitkristallen vergleichbar sind [22]. Eine Identifizierung der Phase konnte
nicht erfolgen, da die Probe rontgenamorph war. Das ist auch hier vermutlich auf die

geringe Menge an Abscheidungen zuriickzufiihren.

Abb. 6-31. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der mineralisierten Proben.
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6.2.3 Diskussion der Mineralisation von Polysialinsédure-Hydrogelen

Beide Versuche zeigen, dass sich das Polysialinsdurehydrogel nur schlecht
mineralisieren ldsst. Nur vereinzelt sind Abscheidungen zu beobachten. Eine
vollstdndige Mineralisation der Materialien ist jedoch nicht erfolgt. Dies stimmt zwar
mit der biologische Funktion der Polysialinsdure iiberein, denn bei der Bildung des
zentralen Nervensystems ist keine Mineralisation erwiinscht; trotzdem wére bei einem

sauren Polysaccharid wie Polysialinsdure eine Mineralisierung zu erwarten gewesen.

6.3 Calciumcarbonat-Prazipitate

Um die natiirliche Zusammensetzung des Knochens besser nachzuahmen, wurde bei der
Herstellung der Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Prézipitate bei einigen Versuchen
Kaliumcarbonat zugegeben. Dabei fiel ein weiller Feststoff aus, der als
Calciumcarbonat identifiziert werden konnte. Dies gab Anlass zu den folgenden
Untersuchungen. Es wurde Calciumcarbonat in Polysialinsdure-Losungen prézipitiert.
Zum Vergleich wurden entsprechende Versuche in Gegenwart von Hyaluronsdure
durchgefiihrt. Auch bei diesen Versuchen fiel ein weiller Feststoff aus. Beide Proben

sollen hier nun kurz vorgestellt werden.

6.3.1 Synthese der Calciumcarbonat-Prézipitate

In 20 mL 0.108 M Calciumacetat werden 0.1 g des entsprechenden Polysaccharids
gelost. Die Probe wird 1 h lang geriihrt. AnschlieBend werden 5 mL Aceton zugegeben.
Dann wird 1 mL 1M Kaliumcarbonatlosung zugegeben. Der Niederschlag wird

abfiltriert und an der Luft getrocknet.
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6.3.2 Charakterisierung der Calciumcarbonat-Prézipitate

Die Morphologie der Prizipitate wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie
untersucht. Die Prézipitate von Hyaluronsdure und Polysialinsdure weisen eine
vergleichbare Grofle auf (Abb. 6-32). In beiden Fillen haben sich in erster Ndhrung
kugelformige Partikel von etwa 5 pm GroBe gebildet. Bei hoheren VergrofBerungen
lassen sich jedoch deutliche Unterschiede erkennen. Die Prizipitate der Hyaluronséure
weisen eine feinstrukturierte Oberflaiche auf. Die Prizipitate der Polysialinsdure
besitzen dagegen eine eher kantige Oberfldche aus einigen grof8eren Kristallen. Einzelne
Kiristallite der Polysialinsdure-Prézipitate weisen eine rhomboedrische Morphologie auf.
Die Kristallite der Hyaluronsdure-Préizipitate sind nanokristallin (Abb. 6-33). Sie sind
etwa 30 nm grof3.

(2) (b)

Abb. 6-32. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von (a) Polysialinsdure-Calciumcarbonat-
Prézipitaten und (b) Hyaluronsiure-Calciumcarbonat-Prazipitaten.
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100 nm

Abb. 6-33. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines Hyaluronsdure-Calciumcarbonat-
Prézipitats.

Die Bestimmung der Phasen der Partikel erfolgte mit Hilfe der Rontgen-
Pulverdiffraktometrie. Bei der Prézipitation mit Polysialinsdure hat sich der
thermodynamisch stabile Calcit gebildet (Abb. 6-34). Die Probe weist eine hohe
Kristallinitdt auf. Bei der Prézipitation mit Hyaluronsdure hat sich metastabiler Vaterit
gebildet (Abb. 6-35). Das Prizipitat ist eher schlecht kristallin. Die Reflexe sind leicht
verbreitert, was auf eine Fehlordnung oder Nanokristallinitit hindeuten kann. Die
Nanokristallinitit der Probe steht im Einklang mit den rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen der Hyaluronsdure-Prizipitate. Des Weiteren zeigt das Rontgen-
Pulverdiffraktogramm des Hyaluronsdure-Prézipitats einen hohen amorphen
Untergrund. Bei 7 °2 @ tritt ein sehr breiter Reflex auf. Ob dieser auf eine pordse
Struktur des Vaterits oder auf Effekte zuriickzufithren ist, die ihre Ursache im

Primirstrahl haben, konnte nicht geklart werden.
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—— Polysialinsdure-Prazipitat
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Abb. 6-34. Rontgen-Pulverdiffraktogramm des Polysialinsdure-Préizipitats. Die schwarzen Linien geben
die Reflexe des Calcits wieder (PDF 47-1743 ICDD).

— Hyaluronséure-Prézipitat

— Vaterit
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Abb. 6-35. Rontgen-Pulverdiffraktogramm des Hyaluronsdure-Calciumcarbonat-Prizipitats. Die
schwarzen Linien geben die Reflexe des Vaterits wieder (PDF 33-268 ICDD).

164



6. Kapitel | Organisch-anorganische Komposite auf der Basis von Polysacchariden

6.3.3 Diskussion der Calciumcarbonat-Prizipitate

Obwohl sich die beiden Polysaccharide chemisch auf den ersten Blick sehr dhnlich sind,
zeigen sie bei der Prézipitation von Calciumcarbonaten deutliche Unterschiede. Bei
beiden Polymeren bilden sich kugelférmige Prizipitate mit einem Durchmesser von
etwa 5 um. Die Morphologie dieser Kugeln unterscheidet sich aber stark. Das
Hyaluronsédure-Prézipitat besteht aus Vaterit. Die Oberfldche ist pords und besteht aus
vielen einzelnen Kristalliten, die 30 nm groB sind. Im Gegensatz dazu bilden sich bei
den Prézipitaten der Polysialinsdure vergleichsweise groBe rhomboedrische
Calcitkristalle aus. Die Oberfliche hat eine eher kantige Struktur und besteht aus
wenigen Kiristalliten. Die Keimbildungswahrscheinlichkeit bei den Polysialinsdure-
Calciumcarbonat-Prézipitate ist viel kleiner als die der Hyaluronsdure-Calciumcarbonat-
Prézipitate. Die Unterschiede konnen zum einen auf eine viel geringere Ladungsdichte
der Hyaluronsdure zuriickgefiihrt werden. Zum anderen geht Polysialinsdure, wie in
Kapitel 4 gezeigt werden konnte, eine spezifische Wechselwirkung mit Calciumionen
ein. Diese kann die Kristallisation ebenfalls beeinflussen. Durch die Wechselwirkung
scheint die Polysialinsdure nicht oder nur sehr bedingt fiir die Kristallisation zur

Verfligung zu stehen.

6.4 Diskussion

Im Rahmen der Versuche zur Co-Prizipitation konnte gezeigt werden, dass es sowohl
bei Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen als auch bei Polysialinsdure-Hydroxylapatit-
Kompositen gelang, ein homogenes Kompositmaterial herzustellen. Die p-CT-
Aufnahmen zeigen den homogenen inneren Aufbau der Komposite. Mit Hilfe der IR-
Spektroskopie und der Rontgendiffraktometrie wurden die jeweiligen Komponenten der
Komposite identifiziert. In beiden Féllen zeigt die Rontgendiffraktometrie in
Kombination mit rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen, dass der Hydroxylapatit
in den erhaltenen Proben — dhnlich dem natiirlichen Knochen — nanokristallin ist [16].
In bioresorbierbaren Implantatmaterialien ist dies eine wiinschenswerte Eigenschaft, da
nanokristalliner Apatit vom Korper vergleichsweise leicht resorbiert und durch

natilirlichen Knochen ersetzt wird [135]. Zur Herstellung eines schwerloslichen
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Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposits ~war es ndtig, die Polysialinsdure
querzuvernetzen. Die Ursache hierfir liegt in der sehr guten Ldslichkeit von
Polysialinsdure. Diese liegt in den polyelektrolytischen Eigenschaften des Polymers
begriindet. Da es sich bei dem hier vorgestellten Polysialinsdure-Hydroxylapatit-
Komposit um eine neue Art von Komposit handelt, wurde dieser ndher untersucht. Mit
Hilfe der Thermogravimetrie konnte das Verhiltnis von organischen zu anorganischen
Komponenten bestimmt werden. Dieses ist mit 15 % organischem und 85 %
anorganischem Anteil niedriger als im natiirlichen Knochen.

Die Proben sind nicht cytotoxisch. Die hier gewonnenen Ergebnisse miissen aber
noch an Osteoblasten iiberpriift werden, da die Schwann-Zellen nicht typisch fiir den
potentiellen Einsatzbereich eines Knochenmaterials sind. Die glatte Oberflache der
Proben stellt offensichtlich ein Problem dar, da die Zellen an ihr nicht adhérieren
konnen. Fiir das gute Einwachsen eines Implantats wire aber eine raue Oberfliche von
Vorteil, da diese die Zellanhaftung erleichtert. Zudem haben die p-CT-Aufnahmen den
sehr kompakten Aufbau des Materials gezeigt. Ein Einwachsen der Zellen in das
Implantat wird dadurch erschwert. Trotz der Quervernetzung ldsst sich das
Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposit durch Endosialidase kontrolliert abbauen.
Das stellt einen groen Vorteil gegeniiber herkdmmlichen Chitosan-Hydroxylapatit-
Kompositen dar, da sich der Chitosanabbau in diesen nur unzureichend iiber den
Deacetylierungsgrad des Chitosans steuern ldsst [53]. Eine geringe Degradation der
Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite wurde aber auch in phosphatgepufferter
Losung beobachtet. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist der autokatalytische Abbau der
Polysialinsdure [99].

Die mechanischen Eigenschaften der Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposite
sind aber ungeniigend. Die Proben zerspringen schon unter geringen mechanischen
Belastungen. Damit sind sie fiir den Einsatz als Implantatmaterial nicht geeignet. Die
schlechten mechanischen Eigenschaften sind vermutlich auf den niedrigen
Polymerisationsgrad der Polysialinsdure zurlickzufithren. Darliber hinaus fiihrt die
Quervernetzung zu einer weiteren Erhohung der Steifigkeit des Materials. Eine
mogliche Losung hierfiir wére die Herstellung ldngerkettiger Polysialinsduren. Die
Herstellung erfolgt im Moment ausschlieBlich aus Bakterienkulturen, die
Polysialinsdure mit einem maximalen Polymerisationsgrad von 400 Monomereinheiten
produzieren. Daher darf bezweifelt werden, dass es gelingt, die Kettenldnge auf diesem

Produktionsweg deutlich zu erhdhen. Zudem wird fiir Polysialinséure ein
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autokatalytischer Abbau beschrieben. Die Wahrscheinlichkeit des Abbaus nimmt mit
steigender Kettenldnge zu [99]. Eine weitere Ursache fiir die mechanische Instabilitét
des Probenmaterials ist in der mechanischen Spannung der Probe zu suchen. Durch das
starke Schrumpfen des Materials beim Trocknen entstehen Spannungen innerhalb der
Probe. Zudem scheint sich Polysialinsédure im Material nicht wie Chitosan als Matrix zu
verhalten, in die sich die Kristalle einbetten. Stattdessen liegt sie eher in Form von
separierten Partikeln vor. Diese Beobachtung wird durch das in Kapitel 4 vorgestellte
Verhalten der Polysialinsdure bei Salzzugabe gestiitzt. In Gegenwart von Salzen neigt
Polysialinsdure zur Partikelbildung. Ein Gel, wie es fiir Chitosan typisch ist, bildet sich
nicht aus. Im Vergleich zu den Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Kompositen besitzen die
Chitosan-Hydroxylapatit-Komposite ~ vorteilhaftere = mechanische  Eigenschaften.
Insbesondere die Komposite mit einem Chitosan/Hydroxylapatit Verhéltnis von 35/65
weisen eine Druckfestigkeit auf, die im Bereich der Werte des natiirlichen Knochens
liegt. In diesen Kompositen wirkt das Chitosan als einbettende Matrix. Die vorteilhaften
mechanischen Eigenschaften machen dieses Komposit zu einem potentiell guten
Knochenersatz. Allerdings muss bei diesem, wie auch bei allen anderen
Kompositmaterialien, beachtet werden, dass sie als Implantatmaterial eine zusitzliche
Fixierung benétigen. Das kann zusdtzliche Operationen erfordern, die neben der
Gefdhrdung des Patienten hohe Kosten sowie volkswirtschaftlichen Schaden
verursachen. Zudem lassen sich beim Chitosan die Abbauraten nur indirekt
kontrollieren.

Ein Polysialinsdurehydrogel lieB sich nur schwer mineralisieren. Weder bei der
Mineralisierung des Hydrogels, noch im Kontakt mit SBF bildete sich eine
nennenswerte Anzahl von Kristallen aus. Dieser Umstand kann seine Ursache in der
biologischen Funktion der Polysialinsédure haben. Sie spielt in der Bildung des zentralen
Nervensystems eine wichtige Rolle [189]. Bei diesem Prozess ist keine Mineralisation
gewiinscht.

Bei den Calciumcarbonat-Prazipitaten von Hyaluronsdure und Polysialinsédure
sind, trotz der auf den ersten Blick groBen chemischen Ahnlichkeit der beiden
Polysaccharide, deutliche Unterschiede erkennen. In beiden Féllen ist die Bildung von
kugelformigen, etwa 5 um groflen Préizipitaten zu beobachten. Die Morphologien der
Proben unterscheiden sich aber erheblich. Bei den Polysialinsdure-Prézipitaten bilden
sich sehr wenige Kristallisationskeime aus. Es entstehen Partikel aus wenigen groBBeren

Calcitkristallen. Im Gegensatz dazu entstechen bei Hyaluronsdure sehr viele
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Kristallisationskeime, an denen sich die metastabile Phase Vaterit ausbildet. Dieser
Vergleich verdeutlicht, dass Polysialinsdure sich nur schwierig mit Calciumcarbonat
mineralisieren lésst.

Bei der Zusammenfassung der drei hier beschriebenen Varianten der
Mineralisation féllt auf, dass sich Polysialinsdure generell nur schwer durch
Calciumsalze mineralisieren ldsst. Unter Beriicksichtigung ihrer Funktion im Korper ist
diese Eigenschaft sinnvoll, da bei der Nervenbahnausbildung keine Mineralisation
wiinschenswert ist. In Kapitel 4 konnte gezeigt werden, dass eine spezifische
Wechselwirkung zwischen Calcium und Polysialinsdure besteht. Daher muss noch
tiberpriift werden, ob die schlechte Mineralisierbarkeit der Polysialinsdure nur auf

calciumhaltigen Mineralen zutrifft.
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7.

Kombiimplantate stellen eine Neuentwicklung auf dem Gebiet der Biomedizintechnik
dar. Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Implantat ist bioresorbierbar und fiir den

Einsatz als Knochennagel oder auch als Knochenersatzmaterial konzipiert. Die

ENTWICKLUNG VON KOMBIIMPLANTATEN

Entwicklung fand in Kooperation mit dem Institut fiir Werkstoffkunde statt.

7.1

Die Erfindung ist im Wesentlichen aus zwei Teilen aufgebaut: einer umgebenden

Magnesiumhiille und einer Kompositfiillung im Kern (Abb. 7-1).

)
-

R

(2)

Abb. 7-1. Aufbau der Kombiimplantate. (a) Gesamtansicht, (b) Querschnitt, (c¢) Draufsicht auf den

Querschnitt.
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(b)

Herstellung der Implantate
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Der Kern der Implantate kann beispielsweise aus einem Chitosan—Hydroxylapatit-
Kompositmaterial bestehen. Die Synthese und die Eigenschaften dieser Materialien
wurden im Kapitel 6 erldutert. Es sind aber auch noch andere Fiillungen denkbar. Das
umgebende Magnesium besteht aus einer biokompatiblen Legierung. Die Auswahl der
Legierungskomponenten, deren Eigenschaften und Verarbeitung wurden von Frau
Dipl.-Ing. Miriam Zeddis im Rahmen ihrer Diplomarbeit beschrieben [188]. Die
Herstellung der Implantate verlduft nach folgendem Schema (Abb. 7-2):

Herstellen der Fiillung GieBen der Mg-Legierung
,, l
Bearbeiten der Fiillung Herstellen des Mg-Rohrchens
Befiillen des Rohrchens
Kaltziehen

l

Verschlielen der Enden

l

Verschweillen der Enden

Abb. 7-2. Fertigungsschema fiir Kombiimplantate.

Zunidchst wird die Kompositfiillung, wie in Kapitel 6 beschrieben, hergestellt. Die
getrockneten Komposite werden durch mechanische Bearbeitung in eine zylindrische
Form gebracht. Das Magnesium wird gegossen und zu Bolzen verarbeitet. Diese werden
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dann stranggepresst und mittels Warmziehen zu Rohrchen geformt. Die werden
anschlieBend mit den Kompositen befiillt. Um die Hohlrdume zwischen Komposit und
Container zu beseitigen, werden die befiillten Rhrchen nun kaltgezogen. Es ist wichtig,
dass dieser Prozess kalt erfolgt, denn das Komposit ist nicht sehr hitzebestindig.
AnschlieBend werden die Enden der R6hrchen mit Magnesiumstopfen verschlossen und
diese mittels eines Elektronenstrahls verschweilit. Auch dabei ist darauf zu achten, dass
sich das Innere des Implantats nicht zu stark erwirmt. Eine Ubersicht iiber die einzelnen

Schritte wird in Abbildung 7-3 gegeben.

(e) ® (2 (h)

Abb. 7-3. Fertigen der Implantate. (a) frisch gefilltes Komposit, der Durchmesser der Schale betrigt
10 am; (b) Stopfen der Komposite; (c) getrocknetes Komposit; (d) Komposit nach der Bearbeitung; (e)
Gussbolzen; (f) Bolzen nach dem Abdrehen; (g) Magnesiumrohrchen; (h) befiilltes Magnesiumréhrchen
(Bilder c-h aus [188]).

Aufgrund von technischen Schwierigkeiten beim Kooperationspartner konnte im
Rahmen dieser Arbeit leider kein fertiges Implantat hergestellt werden. Die

anzuschlieflenden Tierversuche stehen daher ebenfalls noch aus.
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7.2 Diskussion

Da die Implantate noch nicht im Tierexperiment getestet wurden, kann im Folgenden
nur eine theoretische Bewertung der Erfindung erfolgen. Eines der gro3en Probleme bei
Magnesiumimplantaten ist die massive Wasserstoffentwicklung bei der Korrosion im
Korper. Dabei konnen sich grofe Gasblasen ausbilden [149]. Daher bedarf es einer
Reduktion der implantierten Magnesiummenge. Diese Anforderung konnte mit den hier
vorgestellten Kombiimplantaten erreicht werden. Da, bezogen auf das Gesamtimplantat,
wesentlich weniger Magnesium eingesetzt wird, reduziert sich auch die Menge des als
Korrosionsprodukt entstehenden Wasserstoffs deutlich. Die Ausbildung von Gasblasen,
wie von Witte beschrieben, kann so vermieden oder zumindest deutlich minimiert
werden [148, 149].

Das Magnesium als Bestandteil des Implantates erfiillt mehrere Aufgaben. Zum
einen kann das Implantat aufgrund seiner guten mechanischen Eigenschaften einfach
implantiert werden. Es ist den Belastungen beim Einsetzen des Implantats gewachsen
und so flir den Chirurgen gut handhabbar. Dies stellt einen wesentlichen Fortschritt in
Bezug auf die von Rueger definierten Anforderungen hinsichtlich der
Weiterentwicklung von bioresorbierbaren Implantatmaterialien dar [128]. Das
Komposit, das hier als Fiillung eingesetzt wird, hielte fiir sich als bioresorbierbare
Implantat alleingenommen, den Belastungen beim Einsetzen nicht oder nur
unzureichend stand. Im Unterschied zu bioresorbierbaren Keramiken und Kompositen
ist zudem keine weitere Fixierung erforderlich. Dadurch entfillt auch eine zweite
Operation zur Entfernung der Fixierung, wodurch auch die Kosten der Nachbehandlung
erheblich gesenkt werden konnen und die Rekonvaleszenzzeit erheblich verkiirzt wird.
Diese Verkiirzung kommt dem Patienten zugute und generiert dariiber hinaus auch
einen volkswirtschaftlichen Nutzen. Somit erfiillen die Kombiimplantate eine weitere
von Rueger definierte Anforderung [128]. Aufgrund seiner mechanischen Eigenschaften
ist auch eine Nutzung des Implantats an mechanisch belasteten Stellen im Knochen
denkbar. Damit ergibt sich ein hoheres Anwendungsspektrum fiir diese Implantate als
fiir konventionelle bioresorbierbare Kompositimplantate. Dariiber hinaus fiihrt die
Anwesenheit von Magnesium zu einer vermehrten Knochenneubildung am Implantat
[148] Das fiihrt zu einer schnellen Integration des Implantates in den umgebenden
Knochen. Das schnelle Anwachsen von neuem Knochen an das Implantat ist eine

wichtige Vorraussetzung fiir die Einheilung und die schnelle Wiederbelastbarkeit des
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Knochens. Damit wird wiederum die Rekonvaleszenz verkiirzt und es entsteht
zusitzlich ein bedeutender volkswirtschaftlicher Nutzen.

Es besteht des Weiteren die Moglichkeit, Wirkstoffe in das Komposit
einzubringen, welche das Einwachsen weiter verbessern oder Entziindungen hemmen.
Das Komposit selbst hat dhnliche mechanische Eigenschaften wie der natiirliche
Knochen (Vergl. Kapitel 6). Wenn es durch das sich auflosende Magnesium gut
eingewachsen ist, sollte es den mechanischen Anforderungen gerecht werden konnen,
da die mechanischen Eigenschaften des Komposits im Bereich des natiirlichen
Knochens liegen. Da das Komposit biodegradierbar ist, wiirde es im Korper durch
natiirlichen Knochen langsam ersetzt werden. Nach einiger Zeit wére dann nur noch der
natiirliche Knochen vorhanden.

Ein Auflésen des Knochens um das Implantat kann als unwahrscheinlich
angesehen werden. Anders als beispielsweise Titanimplantate besitzen die einzelnen
Bestandteile des Kombiimplantats dem natiirlichen Knochen &hnliche mechanische
Eigenschaften. Daher sollte eine Lockerung des Implantats durch Knochendegeneration
nicht auftreten.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass Kombiimplantate eine
Weiterentwicklung im Sinne der von Rueger beschriebenen Anforderungen zur
Verbesserung von Kombiimplantaten darstellen. In der Zukunft miissen klinische Tests
durchgefiihrt werden, um diese theoretischen Uberlegungen zu bestitigen. Die

Erfindung wurde zum Patent angemeldet.

173






8. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In dieser Arbeit wurden im Rahmen der Forschergruppe 548 PolySia grundlegende
Untersuchungen zu den physikochemischen FEigenschaften von Polysialinsdure
durchgefiihrt. Insbesondere wurde das Aggregationsverhalten in Losung untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Polysialinsdure eine starke Tendenz zur Aggregation
hat. In salzfreien wie auch in salzhaltigen Losungen bilden sich Aggregate mit einem
hydrodynamischen Radius von 160 nm. Diese deaggregieren teilweise in Gegenwart
von Salzen und bilden Partikel aus, die mit einem hydrodynamischen Radius von 7 nm
vermutlich aus einzelnen Polymerketten bestehen. Auch die Art des zugegebenen Salzes
beeinflusst das Aggregationsverhalten und, wie statische Lichtstreuexperimente gezeigt
haben, die Form der Partikel in Losung. Insbesondere Calciumionen treten auf
spezifische Weise mit der Polysialinsdure in Wechselwirkung. In einer 0.033 M
Calciumchloridlosung bilden sich ca. 500 nm lange stibchenformige Aggregate der
Polysialinsdure aus. Auch aus dem Bereich der Medizin gibt es Hinweise auf
spezifische Interaktion zwischen Calciumionen und Polysialinsdure. So spielt die
Calciumkonzentration bei der Nervenneubildung, an der auch Polysialinsdure beteiligt
ist, eine wichtige Rolle [88-90]. Die Untersuchungen hierzu miissen in Zukunft weiter
vertieft werden. So sollten neben weiteren statischen Lichtstreuexperimenten noch
NMR- und Kleinwinkelbeugungsexperimente durchgefiihrt werden, um ein
umfassenderes Bild von den Wechselwirkungen zu erhalten.

Des Weiteren wurde der Einfluss von Alkalihalogeniden auf Polysialinsdure
untersucht. Der Einfluss unterschiedlicher Kationen auf das Aggregationsverhalten
wurde herausgearbeitet. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch die Wahl des
Anions das Verhalten des Polysaccharids in Losung beeinflusst. Dabei konnte
festgestellt werden, dass beim Vergleich der Alkalichloride die Zugabe von
Kaliumchlorid zur stirksten Deaggregation der Polysialinsdure fiihrt. Bei den
betrachteten Anionen fiihrt Chlorid zu einer stirkeren Deaggregation als Bromid oder
Iodid.

In einer simulierten Cerebrospinalfliissigkeit zeigt Polysialinsdure ein

konzentrationsabhéngiges Aggregationsverhalten. Bei hoheren Konzentrationen von
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Polysialinsdure zeigt sich eine Deaggregation, wdhrend sich bei niedrigeren
Polysialinsdure-Konzentrationen grole Aggregate mit einem hydrodynamischen Radius
von 225 nm ausbilden. Dieses Verhalten kann eine wichtige Rolle in der
Zellproliferation und  Adhédsion spielen. Der Einfluss von  kiinstlicher
Cerebrospinalfliissigkeit auf das Aggregationsverhalten von Polysialinsdure bedarf
ebenfalls weiterer Untersuchungen. Die statische Lichtstreuung kann hier wertvolle
Informationen zur Form der in Losung vorliegenden Partikel liefern.

Neben dem Verhalten in Losungen wurde auch die Struktur der Polysialinsdure im
festen Zustand untersucht. Es gelang, einen kristallinen Feststoff herzustellen, dessen
Rontgen-Pulverdiffraktogramm mit einem monoklinen Kristallgitter indiziert werden
konnte. Die Losung der Kristallstruktur steht jedoch noch aus. Die Zucht von
Einkristallen scheint bei einem Polysaccharid wenig aussichtsreich, am nichsten kdme
man dem Einkristallcharakter wohl mit der Zucht von Fasern. Eine wichtige
Unterstiitzung zur Losung des Strukturproblems bieten Strukturmodellierungen.
Vorteilhaft wédre es auch, wenn als Ausgangsmaterial grof3enselektierte
Polysisalinsduremolekiile zur Verfiigung stiinden.

Des Weiteren war die Anbindung von Polysialinsdure an Silica-Nanopartikeln
Gegenstand dieser Arbeit. Die Motivation ist die Entwicklung eines Systems zum
Transport von Wirkstoffen, das die Blut-Hirn-Schranke {iberwindet. Eine
Polysialinsdurebeschichtung hitte ein grofles Potential, diese Anforderung zu erfiillen,
da dieses System auch von hirninvasiven Bakterien angewandt wird. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte deacetylierte Polysialinsdure erfolgreich iiber ein Epoxysilan an Silica-
Nanopartikel gebunden werden. Diese Nanopartikel miissen fiir den Einsatz in der
Medizin noch weiterentwickelt werden. Derzeit besteht die Beschichtung aus dem
deacetylierten Derivat der Colominséure. Dieses ist jedoch instabil und muss noch einer
Reacetylierung unterzogen werden. Ist diese erfolgreich, muss einer Ubertragung der
Technik von der hier verwandten Modellsubstanz auf medizinisch interessante Systeme,
wie mesopordse Partikel oder magnetische Core-Shell-Partikel, erfolgen. Anschlieend
wiren diese Partikel im Tiermodell zu testen.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Herstellung von potentiellen
Knochenersatzmaterialien. Zum einen wurden dazu Chitosan-Hydroxylapatit-
Komposite hergestellt. Dabei gelang es, homogene Komposite herzustellen, die tliber
gute mechanische Eigenschaften verfiigen. Die Druckfestigkeit von Chitosan-

Hydroxylapatit-Kompositen der Zusammensetzung 35 % Chitosan und 65 %
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Hydroxylapatit liegt im Bereich des Wertes von natiirlichem Knochen. Bei den hier
vorgestellten Chitosan-Hydroxylapatit-Kompositen sollte in Zukunft der Einfluss der
Kettenldnge des Polymers auf die mechanischen Eigenschaften untersucht werden. Zum
anderen wurde ein neuer Typ von organisch-anorganischen Kompositen entwickelt. Es
handelt sich dabei um ein Polysialinsdure-Hydroxylapatit-Komposit, bei dem die
Polysialinsdure quervernetzt wurde. Diese Materialien sind homogene Feststoffe, deren
anorganischer Bestandteil nanokristalliner Hydroxylapatit ist. Die Komposite sind nicht
cytotoxisch und konnen durch das Enzym Endosialidase abgebaut werden. Sie sind
allerdings auch nur bedingt hydrolysestabil. Die Polysialinsdure unterliegt vermutlich
einer Autoprotolyse, die zu einem Abbau in phosphathaltiger Losung fiithrt. Zudem
quellen die Komposite in wéssrigen Losungen stark auf. Mechanische Messungen
zeigen, dass die Komposite sehr sprode sind, was unter anderem auf den
vergleichsweise geringen Polymerisationsgrad der Polysialinsdure zuriickzufiihren ist.
Das Quellverhalten und die schlechten mechanischen Eigenschaften machen einen
Einsatz als Knochenersatzmaterial unwahrscheinlich. Um mechanisch stabile
Komposite herstellen zu konnen, bediirfte es einer um ein vielfaches lédngeren
Polysialinsdurekette. Ob deren Darstellung gelingen kann, ist aufgrund der
beschriebenen Autoprotolyse fraglich. Zudem erfolgt die Herstellung zurzeit {iber eine
Bakterienkultur, die eine maximale Kettenlinge von 400 Monomereinheiten
hervorbringt.

Die Mineralisation von Polysialinsdure-Hydrogelen war nicht erfolgreich. In
Verbindung mit den Beobachtungen bei den Versuchen zur Calciumcarbonat-
Préazipitation deutet das darauf hin, dass sich Polysialinsdure zumindest von
Calciumsalzen nur schlecht mineralisieren ldsst. Inwieweit dieses eine Calcium-
spezifische Eigenschaft der Polysialinsdure ist, bleibt noch zu untersuchen.

Der letzte Teil der Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung eines neuen
bioresorbierbaren Implantats fiir die Anwendung als Knochenersatzmaterial (diese
Entwicklung  erfolgte im  Rahmen des  Sonderforschungsbereichs 599
Biomedizintechnik). Das Implantat besteht aus einer Magnesiumhiille und einem Kern,
der beispielsweise aus einem Chitosan-Hydroxylapatit-Komposit hergestellt werden
kann. Das Magnesium erfiillt in diesem Implantat mehrere Aufgaben: Es sorgt einerseits
fiir eine hohe mechanische Belastbarkeit des Implantats, sowohl beim Einsetzen als
auch bei der Belastung des implantierten Knochens. Zum anderen fordert die

Gegenwart von Magnesium die Knochenneubildung. Das Innere des Implantats besteht
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mit dem Komposit aus einer biodegradierbaren Substanz, die gut in natiirlichen
Knochen umgewandelt werden kann. Die Erfindung wurde zum Patent angemeldet.
Der nichste Umsetzungsschritt auf diesem Gebiet wire die Herstellung eines Prototyps.
Die hier aufgestellten Thesen zum Verhalten im Ko&rper miissen im Tiermodell

iberpriift werden.
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9.4 Chemikalienliste

Substanz Hersteller Reinheit

Aceton Fluka puriss. p.a.

Ammoniak Fluka puriss. p.a.

Calciumacetat Riedel-de Haén. puriss.

Calciumchlorid-Dihydrat Fluka Ultra

Calciumnitrat-Tetrahydrat Fluka Ultra

Chitosan Acros 2 % Ascheriickstand

Chitosan, low viscosity Fluka < 1% unléslicher
Riickstand

Chitosan, middle viscosity < 1% unléslicher
Riickstand

Chitosan, high viscosity Fluka < 1% unléslicher
Riickstand

Colominsdure nacalai tesque min. 98 %

Lot. No.Z4P4565, Z6R2470, Z7G4076

Diepoxyoctan Aldrich 97 %

Essigsdure Riedel-de Haén. puriss.

GOPTMS Fluka purum

Hyaluronséure Fulka < 1% Protein

Kaliumcarbonat Fluka puriss.

Kaliumchlorid Fluka puriss. p.a.

Kaliumdihydrogenphosphat Merck p.a.
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Substanz Hersteller Reinheit
Kaliumhydroxid Fluka Ultra
Lithiumchlorid Fluka Ultra
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Fluka Ultra
Natriumchlorid Fluka puriss. p.a.
Natriumhydroxid Fluka puriss. p.a.
Rubidiumchlorid Fluka purum p.a.
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