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Kurzfassung

Bioresorbierbare Materialien sind derzeit, aufgrund ihrer Abbaubarkeit, fiir die
Medizintechnik von grofSem Interesse, insbesondere Materialien, die potenziell das
gewlnschte Anforderungsprofil optimal erfiillen kénnen und sich damit fir den
Einsatz als Implantatwerkstoff qualifizieren. Bei der Untersuchung des
Abbauverhaltens von Implantatmaterialien werden in erster Linie in vitro
Experimente durchgefihrt. AnschliefSend folgt eine Phase, in der das untersuchte
Material im Tiermodell getestet wird. Hierflir sind geeignete und leistungsfédhige,
analytische Methoden bzw. Strategien erforderlich, mit denen die am Ende
gewonnenen histologischen Praparate selektiv untersucht werden kénnen.

Das Ziel dieser Doktorarbeit war die Entwicklung und Anwendung einer neuen
analytischen Methode 2zur Untersuchung des zeitabhdngigen Abbaus von
Poly(L-lactid) auf beschichteten permanenten Metallstents, die im Tiermodell
eingesetzt worden waren. Des Weiteren wurden Mg-SEE-Stent-Systeme
(unbeschichtet und medikamentenbeschichtet) hinsichtlich ihrer Wirkung auf das
umliegende Arteriengewebe sowie die Auswirkung der Freisetzung zweier Wirkstoffe
(Paclitaxel bzw. Sirolimus) eines medikamentenfreisetzenden Stents (DES) auf die
zellulare Proliferation mit einer Alternative, zu der heute klassischen Farbemethode,
miteinander verglichen.

Daftir wurden histologische Praparate untersucht, die mit Hilfe unterschiedlicher
kardiovaskularer Stent-Systeme (unbeschichtete, passiv beschichtete und -aktiv-
medikamentenbeschichtete Metallstents) in Schweinearterien implantiert worden
waren.

Die Untersuchung umfasste zwei Aspekte. Zuerst musste eine neue analytische
Methode unter Einsatz der Mikro-Raman-Spektroskopie entwickelt werden, um den
zeitabhangigen Abbau von Poly(L-lactid) auf beschichteten permanenten
Metallstents quantitativ charakterisieren zu kénnen.

In einem zweiten Schritt wurde Mikro-Partikel-induzierte Rontgenemission (u-PIXE)
als alternative Methode fiir den Vergleich dreier bioresorbierbarer Metallstent-
Systeme auf Mg-SEE-Basis, mit und ohne Medikamentenbeschichtung, eingesetzt.
Dartiber hinaus wurde die Laserablation-Quadrupol-Massenspektrometrie mit
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induktiv gekoppeltem Plasma (LA-ICP-QMS) als zusétzliche Methode angewendet,
um die aus den biodegradierbaren Mg-SEE-Stent-Systemen degradierten
Spurengehalte an Neodym in der Umgebung des Implantats nachzuweisen und zu
quantifizieren.

Die mit Mikro-Raman-Spektroskopie erhaltenen Ergebnisse =zeigten, dass die
entwickelte analytische Methode einerseits fir die quantitative Charakterisierung
von biologisch abbaubaren Poly(L-lactid) und andererseits flir den Nachweis, dass
der Abbau von Poly(L-lactid) durch eine hydrolytische Degradation Uber den
Bulkerosionsmechanismus erfolgt, geeignet war.

Die réntgenemissionsspektroskopische Bewertung der Auswirkung medikamenten-
freisetzender Stent-Systeme lieferte vergleichbare Ergebnisse wie die klassische
histologische Farbemethode mit lichtmikroskopischer Detektion. Die Anwendung
von Paclitaxel oder Sirolimus in einem medikamentenfreisetzenden Stent-System
inhibierte die neointimale Hyperplasie und fihrte zu einer Abnahme der In-Stent-
Stenose (ISS). Dartiber hinaus wurde auch bestatigt, dass sich eine inhomogene
Calciumphosphat-Phase um den Stent herum gebildet hat. Die Anwendung von LA-
ICP-MS bewies, dass vier Wochen nach der Implantation des biodegradierbaren Mg-
SEE-Stents der Gehalt an Neodym in dem umgebenden Arteriengewebe unter

3,0 ng'gt lag.

Schlagworter: Implantatmaterialien, Abbaubarkeit, Stent, BMS, DES, Poly(L-lactid),
Paclitaxel, Sirolimus, In-Stent-Stenose
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Abstract

Bio-absorbable materials are currently of great interest to medical technology due
to their degradability, especially materials which have the potentials to meet
optimally with the desired profile of requirements, and thus qualify for use as
implant material. Firstly, in vitro experiments are carried out in order to investigate
the degradation behavior of implant materials. Subsequently, the examined
material is then tested in animal models. For this purpose, appropriate and
powerful analytic methods and strategies are required in order to selectively
investigate the histological samples obtained.

The aim of this doctoral thesis was the development and application of a new
analytical method to study the time-dependent degradation of poly (L-lactide) coated
on permanent metal stents that had been tested in animal experiments.
Furthermore, Mg-REE-stent systems (uncoated and drug-coated) were compared
with one another with respect to their effects on the surrounding arterial tissue and
their effects on the release of two drugs (Paclitaxel and Sirolimus) of a drug-eluting
stents (DES) on cellular proliferation with an alternative to today classical staining
method.

For this purpose, histological samples that had been implanted in the arteries of
pigs with the help of various cardiovascular stent systems (uncoated, coated passive
and drug-coated metal stents) were examined.

Two aspects were involved in this study. Firstly, a new analytical method using
micro-Raman spectroscopy had to be developed in order to quantitatively
characterize the time-dependent degradation of poly (L-lactide) on permanent coated
metal stents.

Secondly, micro-particle induced X-ray emission was used as an alternative method
for the comparison of three metal bioresorbable stent systems based on Mg-REE-
Alloy, with and without drug coating. Furthermore, laser ablation inductively
coupled plasma quadrupole mass spectrometry (LA-ICP-QMS) was used as an
additional method to detect and quantify the released neodymium traces from the
biodegradable Mg-REE-stent systems around the implant.


http://www.linguee.de/englisch-deutsch/uebersetzung/with+respect+to.html

Abstract

The results obtained from the micro-Raman spectroscopy showed that the
developed analytical method was suitable for both the quantitative characterization
of biodegradable poly (L-lactide) and for the verification of the fact that the
degradation of poly (L-lactide) through hydrolytic degradation occurs through bulk
erosion mechanism.

X-ray emission spectroscopic evaluation of the impact of drug-eluting stent systems
yielded comparable results as the classical histological staining methods with light
microscopic detection. The use of Paclitaxel or Sirolimus in a drug-eluting stent
system inhibited the neointimal hyperplasia and led to a decrease in the in-stent
stenosis (ISS). In addition, it was also confirmed that an inhomogeneous calcium
phosphate phase had been formed around the stent. The use of LA-ICP-MS revealed
that the content of neodymium in the surrounding arterial tissue after four weeks of
biodegradable Mg-REE-stent implantation was less than 3.0 pug-g-1.

Keywords: implant materials, degradability, Stent, BMS, DES, poly (L-lactide),
Paclitaxel, Sirolimus, In-stent-stenosis
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Resumen

En la actualidad los materiales biorreabsorbibles son de gran interés para la
tecnologia médica debido a su degradabilidad. Estos materiales podrian cumplir de
manera optima con el perfil de los requisitos deseados y de esta manera calificar
para su uso como material de implantes. En el estudio del comportamiento de la
degradacion de los materiales de implante se llevan a cabo en primer lugar
experimentos in vitro. Posteriormente, el material estudiado se prueba en modelos
con animales, para lo cual se necesitan métodos y estrategias analiticas, adecuadas
y potentes, que permitan que las placas obtenidas de las preparaciones
histologicas, de los estudios en animales, se puedan estudiar de forma selectiva.

El objetivo de esta tesis doctoral fue el desarrollo y la aplicacion de un nuevo
meétodo analitico para estudiar la degradacion, en funcién del tiempo, del acido
poli (L-lactico) sobre estents metalicos permanentes revestidos que habian sido
utilizados en un modelo animal. También se compararon sistemas de estents
basados en una aleacion de Magnesio-Tierras Raras (sin recubrir y recubiertos con
farmacos) con respecto a su efecto sobre el tejido arterial circundante, y el efecto de
la liberacion de dos farmacos (Paclitaxel y Sirolimus), de estents liberadores de
farmacos (DES), sobre la proliferacion celular.

Para alcanzar los objetivos propuestos, se investigaron las preparaciones
histolégicas en las que habian sido implantados diversos sistemas de estents
cardiovascular (estents metalicos sin revestir, con revestimiento pasivo y con
revestimiento farmacoactivo) en arterias porcinas.

El estudio incluy6é dos aspectos. En primer lugar, se desarrolld un nuevo método
analitico utilizando la espectroscopia micro-Raman con el fin de caracterizar
cuantitativamente la degradacion, en funcion del tiempo, del acido poli (L-lactico)
sobre estents metalicos permanentes revestidos.

Posteriormente, se utiliz6 micro-emision de rayos X inducida por particulas
(u-PIXE), como un método alternativo al método clasico de tincion, para la
comparacion de tres sistemas de estents biodegradables basados en una aleacion
de Magnesio-Tierras Raras, con y sin recubrimiento farmacoactivo. Adicionalmente,
se utilizo6 ablacion con laser acoplado con espectrometria de masas de tipo



Resumen

cuadrupolo con plasma acoplado inductivamente (LA-ICP-QMS) como meétodo
adicional para detectar y cuantificar en los alrededores del implante las trazas del
neodimio degradado de los sistemas de estents de metal biodegradable.

Los resultados obtenidos con espectroscopia micro-Raman mostraron que el
método analitico desarrollado era adecuado, por una parte, para la caracterizacion
cuantitativa del acido poli (L-lactico) biodegradable y, por otra parte, para demostrar
que la degradacion del acido poli (L-lactico) ocurrié por medio de una degradacion
hidrolitica a través del mecanismo de erosion en masas.

La evaluacion del impacto de los sistemas de estents liberadores de farmacos por
medio de la espectroscopia de emision de rayos X dio resultados comparables con el
meétodo clasico de microscopica optica con tincion. El uso de Paclitaxel o Sirolimus
en un sistema de estent liberador de farmaco inhibi6 la hiperplasia neointimal y
condujoé a una disminucion de la estenosis intrastent (ISS). Ademas, se confirmé
también que una fase de fosfato de calcio no homogénea se formoé alrededor del
estent. El uso de LA-ICP-MS mostré6 que cuatro semanas después de la
implantacion de los estents basados en la aleacion de Magnesio-Tierras Raras, el
contenido de neodimio en los tejidos circundantes fue de menos de 3,0 pg-g1.

Palabras clave: material de implantes, degradabilidad, estent, BMS, DES,
acido poli (L-lactico), Paclitaxel, Sirolimus, estenosis intrastent
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Einleitung und Zielsetzung

Laut Statistischem Bundesamt [1-3] war die haufigste Todesursache in den letzten
drei Jahren in Deutschland eine Erkrankung des Kreislaufsystems. Eine
chronische ischdmische Herzkrankheit, akuter Myokardinfarkt und Herzinsuffizienz
bilden hierbei die Ursache fir nahezu 40 % aller Todesfélle. Diese Bilanz fihrt zu
grofSerer Sensibilitdt in allen grofSfen Gebieten der Kardiologie und motiviert
Mediziner und Forscher, das aktuelle diagnostische Verfahren und die Therapie zu
verbessern sowie neue Behandlungsmethoden zu entwickeln. Neben einer
medikamentdsen Therapie stellt die operative Behandlung wie z. B. eine Implantat-
basierte Therapie einen wichtigen Teil der medizinischen Behandlung der unter
Herz-Kreislauf-Erkrankungen leidenden Patienten dar. Die Erfolge in der
interventionellen Therapie sind mafigeblich dem Einsatz von koronaren

Endoprothesen zu verdanken. 4

Eine fihrende Technik zur Therapie koronarer Herzerkrankungen ist die vaskulare
Stent-Implantation. Sie gehort zu den wichtigsten perkutanen Revaskularisations-
verfahren zur Behandlung von Verengungen der Koronargefidfsfe und von

Verschltissen. 45

Dartiber hinaus wurde die kontinuierliche Verbesserung der Interventions-

ergebnisse durch die Modifizierung der Implantationstechnik sowie durch eine



1 Einleitung und Zielsetzung

stetige Materialoptimierung erzielt . Derzeit wird fiir die Herstellung von
Implantaten eine Vielzahl von Materialien verwendet, sowohl naturliche als auch
synthetische. Dabei werden alle Werkstoffhauptgruppen wie Metalle, Keramiken,
Polymere und Komposite berticksichtigt. Allerdings gewinnt in den letzten Jahren
die Entwicklung neuartiger, resorbierbarer Biomaterialien immer mehr an
Bedeutung. [6-11] Bioresorbierbare Materialien werden auch bei der Herstellung von
Tragersystemen fir eine Deposition und kontrollierte Freisetzung von Wirkstoffen
sowie in der vaskuldren Chirurgie fiir Stents eingesetzt 19.12-17]. Der grofSe Vorteil
biodegradierbarer Materialien ist, dass sie sich im K&érper nach der Erfiillung ihrer

Funktion vollig auflésen kénnen [181.

Die Anwendung bioresorbierbarer Stents hat den Vorteil, chronische
Fremdkorperreaktion und das Risiko einer spéten Stent-Thrombose sowie eine
sekundéire GefafSoperation im ehemals gestenteten Bereich zu vermeiden [14.16,17],
Daruiber hinaus spielen diese bioresorbierbaren Implantate in der Kinderkardiologie
eine erhebliche Rolle, weil sie den Wachstumsprozess der padiatrischen Patienten

ermobglichen und eventuell keine chirurgische Entfernung benétigt wird [41.

Das Abbauverhalten eines bioresorbierbaren Materials ist als eine der wichtigsten
Eigenschaften zu bertcksichtigen. Winschenswert dabei ist, dass das Material
kontinuierlich abgebaut und im Weiteren durch das umgebende Empfangergewebe
ersetzt wird. Ein unerwilinschter Abbau kénnte dagegen die strukturelle Integritat
des Materials beeintrdchtigen oder zu einer Freisetzung von Metallionen oder
Abbauprodukten und Verunreinigungen fihren, die eine nachteilige Auswirkung
auf das Empfangergewebe wie entziindliche oder allergische Reaktionen oder
toxische Wirkungen hervorrufen kénnen. (191 In beiden Féllen ist die Untersuchung
von Abbauprozessen an bioresorbierbaren Materialien von gréfster Bedeutung,
damit ein Material sich fir den Einsatz als Implantatwerkstoff, der nach der
optimalen Erflillung der mechanischen und biologischen Anforderungsprofile mit
einer kontrollierten Geschwindigkeit in nicht toxische Produkte tber nattrliche

Wege in vivo abgebaut wird, qualifizieren kann.

Die Kontrolle der Geschwindigkeit erfordert z.B. den Nachweis und die
Quantifizierung entweder der beteiligten Substanzen oder der abgebauten Produkte.
Da sich der Abbauprozess eines Stents im um-Bereich abspielt, sind geeignete und

leistungsfahige, analytische Methoden bzw. Strategien erforderlich, mit denen die
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1 Einleitung und Zielsetzung

am Ende gewonnenen histologischen Prédparate von tierexperimentellen Studien

selektiv untersucht werden koénnen.

Das Ziel dieser Doktorarbeit ist die Entwicklung und Anwendung einer neuen
analytischen Methode zur Untersuchung des zeitabhdngigen Abbaus von
Poly(L-lactid) auf beschichteten permanenten Metallstents, die im Tiermodell
eingesetzt worden waren. Des Weiteren sollen Mg-SEE-Stent-Systeme
(unbeschichtet und medikamentenbeschichtet) hinsichtlich ihrer Wirkung auf das
umliegende Arteriengewebe sowie die Auswirkung der Freisetzung zweier Wirkstoffe
(Paclitaxel bzw. Sirolimus) eines medikamentenfreisetzenden Stents (DES) auf die
zellulare Proliferation mit eine Alternative, zu der heute klassischen Farbemethode,

miteinander verglichen werden.

Auf der Suche nach geeigneten Verfahren sollen im Rahmen dieser Doktorarbeit
unterschiedliche  kardiovaskulare  Stent-Systeme - unbeschichtete, passiv
beschichtete und (aktiv) medikamentenbeschichtete Metallstents - untersucht
werden, die in Schweinearterien implantiert worden waren. Zu Beginn sollen die
Implantatwerkstoffe bzw. die Rohkomponenten sowie die Stent-Systeme mittels
verschiedener Analysenverfahren charakterisiert werden. Zur quantitativen
Charakterisierung von L-PLA soll eine neue Methode unter Einsatz der Mikro-
Raman Spektroskopie entwickelt werden, um den in der Umgebung des
metallischen Implantates vorliegenden Restgehalt an L-PLA mit einer Ortsauflésung
im unteren Mikrometerbereich identifizieren und quantifizieren zu kénnen. Neben
der Optimierung der experimentellen Randbedingungen sollen hierflir geeignete,
homogene  Polymermischungen als Referenzmaterialien hergestellt und
charakterisiert werden. Zum Vergleich der Wirkung des Implantat auf das
umliegende Arteriengewebe und der Auswirkung der zelluldren Proliferation zweier
medikamentenfreisetzender Stent-Systeme (DES) mit antiproliferativen Wirkstoffen
(Paclitaxel bzw. Sirolimus) gegenliber unbeschichtetem Metallstent (BMS) soll die
Oberflache sowie die Umgebung des Mg-SEE-Stents vier Wochen nach
Implantationsdauer durch Mikro-Partikel-induzierte Roéntgenemission (u-PIXE)
erfasst werden. Dazu soll eine histomorphometrische Analyse der Neointima-Dicke
mittels der roéntgenemissionsspektroskopischen Methode und der klassischen
histologischen Farbemethode mit lichtmikroskopischer Detektion durchgefihrt und

miteinander verglichen werden. Darltiber hinaus sollen die aus den
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1 Einleitung und Zielsetzung

biodegradierbaren Mg-SEE-Stent-Systemen freigesetzten Neodym-Spuren in der

Umgebung des Implantats untersucht werden.

Kurz zusammengefasst l4sst sich die vorliegende Dissertation wie folgt gliedern: Der
Grundlagenteil beinhaltet einen kurzen Uberblick tber die Klassifizierung von
Biomaterialien, bioresorbierbarer metallischer Werkstoffe und Polymermaterialien
sowie deren Abbaumechanismen (Kapitel 2). Danach folgt eine kurze Beschreibung
der wesentlichen Aspekte, die fir das Verstidndnis der medizinischen Anwendungen
eines kardiovaskuldren Stents erforderlich sind (Kapitel 3). Neben einer
Beschreibung von Analyseverfahren, die zur Untersuchung und Charakterisierung
von Implantatwerkstoffen eingesetzt werden koénnen, werden die theoretische
Grundlage und die Methodik der in dieser Arbeit angewendeten Techniken sowie die
Beschreibung der Probenvorbereitung, Arbeitsbedingungen und Analysestrategien
erortert (Kapitel 4). Der erste Teil des Ergebnis- und Diskussionskapitels (Kapitel 5)
erfasst die Entwicklung einer neuen Methode zur quantitativen Charakterisierung
von biodegradierbarem Poly(L-lactid) auf einem permanenten metallischen
koronaren Stent. Der Vergleich der Wirkung des Abbaus eines Mg-SEE-Stent-
Systems sowie die Auswirkung der Freisetzung zweier Wirkstoffe (Paclitaxel bzw.
Sirolimus) eines medikamentenfreisetzenden Stents (DES) wird im zweiten
Abschnitt des Ergebnisteils (Kapitel 6) vorgestellt und diskutiert. AbschliefSend
werden die wichtigsten Punkte der hier vorgelegten Dissertation zusammengefasst
und ihre Bedeutung fur die Weiterentwicklung und Anwendung im Bereich der

Materialforschung gewurdigt (Kapitel 7).
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Bioresorbierbare
Implantatmaterialien

Dieses Kapitel liefert einen umfassenden Uberblick tiber bioresorbierbare
Materialien und Werkstoffe flir medizinische Anwendungen. Nach einer kurzen
Beschreibung der Klassifizierung von Biomaterialien wird hier auf bioresorbierbare
Polymermaterialien und metallische Werkstoffe sowie auf die Abbaumechanismen

eingegangen.

2.1 Einleitung

D. F. Williams 201 definiert ,Biomaterial® im Jahr 2009 als ,A biomaterial is a
substance that has been engineered to take a form which, alone or as part of a
complex system, is used to direct, by control of interactions with components of living
systems, the course of any therapeutic or diagnostic procedure, in human or

veterinary medicine”.

Fur den Einsatz eines Biomaterials in einer speziellen biomedizinischen Anwendung
sind folgende Eigenschaften erforderlich: Biokompatibilitdt, Biofunktionalitat,
Verarbeitbarkeit, Sterilisierbarkeit, Anpassbarkeit an den Implantationsort sowie
Lagerfahigkeit 9. Daher mussen, je nach Anforderungsprofil, die mechanischen,

chemischen und biologischen Eigenschaften vorab getestet werden.



2 Bioresorbierbare Implantatmaterialien

Heutzutage gibt es eine Vielfalt von Biomaterialien, die fir die Medizintechnik bzw.
Implantate verwendet werden koénnen. Sie kénnen in verschiedene Gruppen, je
nach Stoffklasse, Struktur oder Material-Gewebe-Interaktion, eingeteilt werden
(siehe Abbildung 2.1), wobei ein Biomaterial einer oder auch mehreren Klassen

zugeordnet sein kann. [9.15.21]

Biomaterialien
v v \
Material-Gewebe-
Stoffklasse Struktur §
Interaktion
v v \
chemischer Makrostruktur Vertraglichkeit
Grundcharakter pords bioinert
Metall kompakt biokompatibel/biotolerant
Keramik bioaktiv
Pol .
Ko ymer Mikrostruktur
omposit Abbaubarkeit
kristallin au
A teilkristallin biostabil
rt amorph bioresorbierbar
nattrlich
synthetisch

Abbildung 2.1: Schematische Klassifizierung von Biomaterialien.

Obwohl Biomaterialien mehreren Klassen zugeordnet sind (siehe Abbildung 2.1), ist
die Klassifizierung nach Implantat-Gewebe-Interaktionen fir die Medizintechnik
von besonders grofSer Bedeutung, weil es das biologische Verhalten des Materials

im Korper definiert. Dieses kann in zwei Gruppen eingeteilt werden:

Nach biologischer Vertriglichkeit: (1) bioinerte Materialien, bei denen nach einer

Implantation sowohl keine chemischen und/oder biologischen Wechselwirkungen
zwischen dem Implantat und dem Empfangergewebe als auch keine Freisetzung
von toxischen Substanzen aus dem Werkstoff auftreten; (9211 (2) biokompatible bzw.
biotolerante Materialien, die in der Einsatzzeit zu keiner Zersetzung, Zell-
Veranderung und toxischen Wirkung filhren kénnen. Das Implantat wird mit einer
Bindegewebsschicht umkapselt; 9151 und (3) bioaktive Materialien, welche eine
Adhésion vom Empfingergewebe an der Grenzflichen zum Implantat mit positiven

Interaktionen ermoglicht [9.21],

Nach biologischer Abbaubarkeit: (1) biostabile Materialien, welche einer

biologischen Degradation widerstehen und ihre Eigenschaften in situ erhalten
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2 Bioresorbierbare Implantatmaterialien

kénnen, 22 und (2) bioresorbierbare Materialien, die sich im Kérper ohne
Freisetzung von toxischen Substanzen auflésen und als Grundlage zur Neubildung

fur das Empfangergewebe genutzt werden kénnen 9:211.

2.2 Bioresorbierbare Polymere

Diese Materialien wurden urspringlich flir biomedizinische und pharmazeutische
Verwendungen flir temporare oder wiederholte Anwendung so entwickelt, dass das
Material mit einer kontrollierten Geschwindigkeit in nicht toxische Produkte tiber
natlrliche Wege in vivo abgebaut werden kann. Heutzutage werden sie immer noch
in der Chirurgie vor allem als tempordre strukturelle Unterstiitzung, in der
Pharmazie als Tragerwerkstoffe fiir kontrollierte, therapeutische Systeme, sowie flr
neue Ansatze fUr die regenerative Medizin und das Tissue Engineering
eingesetzt. [9.11,23] Bioresorbierbare Polymere kénnen beziglich des Ursprungs in
zwei Kategorien eingeteilt werden: sie sind entweder naturliche oder synthetische
Polymere. Natiirliche Polymere wie Cellulose, Alginate, Kollagen, PHB, PHV, Chitin
und Chitosan wurden fir medizinische Anwendungen getestet. Synthetische
Kunststoffe, wie aliphatische Polyester (PLA, PGA, PLGA, PHA, PCL), Polyanhydride,
Polyorthoester und Polyvinylalkohol, sind in der Biomedizin einsetzbar. [9.11,15.23]
Aufgrund der grofien Anzahl von biodegradierbaren Polymeren, die derzeit im
medizinischen Bereich untersucht werden oder bereits anwendbar sind, werden
anschlieffend nur die zwei bioresorbierbaren Polyester (PLA und PLGA), die eine

bedeutende Rolle fiir diese Arbeit spielen, diskutiert.

2.2.1 Polylactid

Polylactid (engl. polylactic acid, PLA) oder auch Polymilchsdure ist eine der
Poly(a-hydroxysduren) oder auch ein thermoplastisches Polyester (siehe
Abbildung 2.2), das aus nachwachsenden Rohstoffen wie z. B. Starke hergestellt
wird. PLA und deren entsprechende Copolymere zusammen mit dem einfachsten
linearen Polyester Polyglycolid (engl. polyglycolic acid, PGA) gehoren zu den
bioresorbierbaren Polyestern, die eine Zulassung der FDA (Food and Drug
Administration) fir bestimmte klinische Anwendungen besitzen und in den letzten

Jahrzehnten wegen ihrer Abbaubarkeit, guten Biokompatibilitdt und sehr niedrigen
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2 Bioresorbierbare Implantatmaterialien

Toxizitdt sowie relativ starken mechanischen Eigenschaften umfangreich
untersucht wurden. PLA kann in drei stereochemischen Formen existieren: Poly(L-
lactid) [L-PLA], Poly(D-lactid) [D-PLA] und Poly(D,L-lactid) [D,L-PLA]. PLA wird durch
Hydrolyse der Esterbindungen zur Milchsdure und in die entsprechenden
Oligomere abgebaut (siehe Abschnitt 2.2.3) und die Freisetzung dieses priméren
Abbauproduktes (Milchsaure) wird anschliefSend im Citrat-Zyklus zu H,O und CO:
metabolisiert. 24271 Weitere detaillierte Informationen zu dem Polylactid sind der

Literatur [24-26] zu entnehmen.

%
CH,

Abbildung 2.2: Chemische Strukturformel von Polylactid (n = Anzahl Milchs&ure-
Einheiten).

2.2.2 Polylactid-co-Glycolid

Polylactid-co-Glycolid (engl. poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA) ist ein Copolymer, das
auf der Basis von Milch- und Glykolsdure entsteht (siehe Abbildung 2.3). Dieses
synthetische Copolymer wurde sowohl von der FDA als auch von der Europédischen
Arzneimittel-Agentur (engl. European Medicines Agency, EMA) fir verschiedene
Anwendungen in der Humanmedizin zugelassen. PLGA wird durch Hydrolyse
abgebaut (siehe Abschnitt 2.2.3). Die Abbauprodukte sind die Monomere
Milchsdure und Glykolsdure, die anschliefend Uber den Citrat-Zyklus zu den
Endprodukten H,O und CO, weiter abgebaut werden. Aufserdem wird Glykolsaure
auch Uuber die Nieren ausgeschieden. Da diese Abbauprodukte von PLGA
- Milchsdure und Glykolsdure - im Korper normalerweise vorhanden sind, zeigt
PLGA eine sehr gute Biokompatibilitdt und besitzt eine geringe Toxizitat fir die

Anwendung als Arzneistofftrager oder als Biomaterial. [28.29]
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2 Bioresorbierbare Implantatmaterialien

HO 5 OJY/H
O

Abbildung 2.3: Chemische  Strukturformel von  Polylactid-co-Glycolid (x = Anzahl
Milchsaure-Einheiten; y = Anzahl Glykolsdure-Einheiten).

2.2.3 Abbaumechanismus

Im Allgemein ist der Abbau eines Polymers ein Prozess, bei dem die Polymerketten
zu Oligomeren und Monomeren aufgespalten werden und somit das
Molekulargewicht des Polymers sinkt. Polymere kénnen durch eine Vielzahl von
Mechanismen, wie zum Beispiel thermische, mechanische und Photodegradation
abgebaut werden. Die héaufigsten Arten des Abbaus invivo sind entweder
hydrolytisch oder enzymatisch. Eine hydrolytische Degradation erfolgt bei
Polymeren wie z. B. Polyanhydriden, Polyorthoestern und Poly(a-hydroxysauren)
sowie bei Thioether-Ester-Verbindung (gebildet von Additionsreaktionen zwischen
ungesattigten Acrylaten und Thiolen), wihrend nur einige synthetische Polymere
wie z. B. amorphes L-PLA sowie amorphes oder teilkristallines Poly-e-Caprolacton
fir einen enzymatischen Abbau anfallig sind. 6] Die Degradation hangt dabei
sowohl von intrinsischen Materialeigenschaften wie Zusammensetzung, Reaktivitat,
Hydrophilie, Molekulargewicht, Kristallinitdt, Molekularstruktur und Morphologie
als auch von externen Faktoren wie z. B. Temperatur, pH-Wert, Medium, Belastung
und Materialgréfie ab [25.26,30], Dartiber hinaus kann der Degradationsmodus in drei

qualitative Kategorien eingeteilt werden (siehe Abbildung 2.4) [24.26,30,31];

A. Oberflachenerosion: tritt auf, wenn die Eindringgeschwindigkeit von Wasser

oder von Enzymen in das Polymermaterial geringer als die
Umwandlungsgeschwindigkeit des Polymers in l6sliche Fragmente ist und

folglich eine Verringerung der Materialdicke erfolgt (siehe Abbildung 2.4a).

B. Bulkerosion: im Gegensatz zur Oberflachenerosion tritt sie auf, wenn die

Eindringgeschwindigkeit von Wasser oder von Enzymen in das Polymermaterial
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2 Bioresorbierbare Implantatmaterialien

schneller als die Umwandlungsgeschwindigkeit des Polymers in 16sliche
Fragmente ist und eine Aufspaltung kovalenter Bindungen in dem gesamten
Polymermaterial mit einer Verringerung des Molekulargewichts des Polymers
stattfindet (siehe Abbildung 2.4b).

C. Bulkerosion mit Autokatalyse: ist der Bulkerosion zunachst adhnlich, es wird

aber angenommen, dass: (1) die wasserléslichen Abbauprodukte nicht aus dem
Polymermaterial entweichen wund daher in der Mitte des Polymers
eingeschlossen sind, (2) die sauren Abbauprodukte die Degradation
katalysieren und somit der Abbau mehr in der Mitte des Polymers stattfindet,
wahrend sich eine relativ wenig abgebaute AufSenhaut an der Oberflache bildet

(siehe Abbildung 2.4c).

Degradationsgrad

o

Degradationszeit
)

Vs

Y’ 7
- ’ﬁ;m

%
@ -0)

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Degradationsmodi von abbaubaren
Polymeren: a) Oberflachenerosion, b) Bulkerosion, c) Bulkerosion mit Autokatalyse
(Modifiziert nach Woodruff und Hutmacher [31).
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2.3 Bioresorbierbare Metalle

Metallische Werkstoffe spielen eine wesentliche Rolle in der biomedizinischen
Anwendung als Biomaterial flir Implantate. Aus langen klinischen Erfahrungen

mussen metallische Implantatwerkstoffe ausreichende mechanische Festigkeit,
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Korrosionsbestandigkeit mit minimaler Implantatschiddigung sowie biologische
Kompatibilitdt aufweisen und deshalb werden in der Medizintechnik hauptsachlich
noch rostfreie Stadhle, Kobalt-Basislegierungen sowie Titan und Titanlegierungen
eingesetzt. 1 Aber die meisten Anwendungen solcher metallischer Systeme basieren
auf der Annahme, dass das Implantat wéhrend seiner gesamten Lebensdauer im
Korper des Patienten bleibt oder dass es nach der Heilung chirurgisch entfernt
werden muss. (6] Allerdings ist bei der Verwendung von z. B. Knochenbruchplatten
als temporare Hilfsstiitzen zur Gewebeheilung oder von kardiovaskularen Stents bei
padiatrischen Patienten, deren Wachstum noch nicht abgeschlossen ist, eine
dauerhafte Sttitzfunktion nicht notwendig und deshalb kann in beiden Féllen ein
bioresorbierbares Material als Alternative in Betracht gezogen werden. [6:14 Aus
diesem Grund besteht, wie die aktuelle Literatur [7.8] berichtet, ein zunehmendes
Interesse an der Anwendung von bioresorbierbaren Metallen in medizinischer
Forschung und Entwicklung, obwohl Jahrzehnte in die Entwicklung zur

Minimierung der Korrosion von metallischen Biomaterialien investiert wurde.

Bioabbaubare Metalle (BM) kénnen bezliglich der verwendeten Materialien in drei

Kategorien eingeteilt werden [71:

A. Bioabbaubare reine Metalle: dazu gehéren die Materialien, die aus einem

einzigen Metall mit Verunreinigungen unterhalb der kommerziellen
Toleranzgrenzen bestehen. Der Korrosionsgrad wird hauptsédchlich durch die
enthaltenen Spuren an Verunreinigungen definiert. [/l Metalle wie Mg, Fe, Zn,
W und Mn wurden als potentielle Elemente zu diesem Zweck untersucht (7321,

B. Bioabbaubare Legierungen: zu dieser Gruppe gehoéren die metallischen

Werkstoffe, die aus einem oder mehreren Legierungselementen bestehen und
verschiedene Mikrostrukturen aufweisen, sowie metallische Glaser, die Uber
eine amorphe Struktur verfliigen. Die entsprechenden Legierungselemente
sollen vor allem biotolerant sein.[? Hierfir wurden Mg-, Fe- und Zn-
Legierungen sowie metallische Glaser auf Mg-, Ca-, Sr- und Zn-Basis
verwendet [7.8].

C. Bioabbaubare Metall-Matrix-Komposite: hierunter versteht man Komposite,

deren Hauptkomponente ein Metall bzw. eine Legierung ist und deren
Bestandteile biologisch abbaubar sind. Beispiele dafir sind Komposite wie Mg-
Keramik auf Calciumphosphat-Basis, Mg-Bioglas, Mg-ZnO, Mg-Ca, Fe-W,

Fe-Kohlenstoffnanoréhren und Fe-Fe;Os. [7]
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2.3.1 Magnesium und Mg-Legierungen

Mg ist ein essentielles Element fir den menschlichen Koérper und spielt eine
wesentliche funktionale Rolle in biologischen Systemen (2. Die Anwendung von
Magnesium als Implantat begann im Jahr 1878 33l. Magnesium und seine
Legierungen werden in wassriger bzw. physiologischer Umgebung mittels
elektrochemischer Reaktionen mit einer Neigung zu schneller Korrosion abgebaut,
die zu UberméafSiger Wasserstoffproduktion und zu einem vorzeitigen Verlust der
mechanischen Festigkeit filhren, wodurch eine Anwendungsbeschridnkung in der
Biomedizin  folgte. Allerdings ermodglichten die  Fortschritte in den
Legierungstechniken, Oberflaichenbehandlungen und Oberflaichenbearbeitungen
das Abbauverhalten und die mechanischen Eigenschaften des Werkstoffes zu

kontrollieren und verbessern. [34]

Fur medizinische Anwendungen wurden verschiedene Magnesiumlegierungen
untersucht. Essentielle Elemente (Ca, Sr, Zn oder Si), geringe toxische Elemente (Sn
oder Zr) sowie weitere Elemente (Al, Y oder Seltene Erden Elemente, SEE) wurden
eingesetzt, um Magnesium zu legieren. Legierungselemente wie Calcium oder
Strontium kénnen die Mikrostruktur von Magnesium verfeinern sowie die Festigkeit
und die Kriecheigenschaften bei erhéhten Temperaturen aufgrund der Ausbildung
von thermisch stabilen intermetallischen Phasen verbessern. Zink tragt zu einer
Steigerung der Zugfestigkeit und Zugdehnung bei, wahrend Silizium das effektivste
Legierungselement ist, um die Streckgrenze und Zugfestigkeit des reinen
Magnesiums zu verbessern. Das Legierungssystem Mg-Sn zeigt hdhere
Streckgrenzen, Zugfestigkeiten und Dehnungen als Mg im reinem GufSzustand.
Zirkonium ist als ein leistungsfihiges Kornfeinungsmittel fliir Mg-Legierungen
bekannt. Dieses Element wird tiblicherweise in Legierungen, die Zn, SEE, Y und Th
enthalten, verwendet und kann nicht in Verbindung mit Al und Mn verwendet
werden, da diese stabile Verbindungen mit Zr bilden. Aluminium ist das am
haufigsten verwendete Legierungselement fir Mg-Legierungen. Es verbessert die
Zugfestigkeit bindrer Mg-Al-Legierungen. Mg-Al-Zn- und Mg-Al-Mn-
Legierungssysteme werden gewoOhnlich als Materialmodelle verwendet, um den
Korrosionsmechanismus von Mg-Legierungen zu untersuchen. Wegen der
Neurotoxizitdt von Aluminium sind Mg-Al-Basis-Legierungen nicht als Kandidaten
far biomedizinische Anwendungen geeignet. Seltene Erden Elemente (SEE) werden

in der Regel mit Magnesium legiert, um die Hochtemperaturfestigkeit und
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2 Bioresorbierbare Implantatmaterialien

Kriechbestdndigkeit zu verbessern. Alle SEE kénnen komplexe intermetallische
Phasen mit Magnesium bilden. Unter Berlicksichtigung der Loslichkeit des
Legierungselementes in Magnesium lassen sie sich in zwei Kategorien unterteilen:
(1) hohe Léslichkeits-Gruppe (Y, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb und Lu) und (2)
begrenzte Loslichkeits-Gruppe (Nd, La, Ce, Pr, Sm und Eu). Vorteilhaft ist, dass die
mechanischen und Abbaueigenschaften von Magnesium Uber einen weiten Bereich

durch die Zugabe von einem einzigen SEE angepasst werden kann. [7.8.32,35]

Wie zahlreiche Untersuchungen belegen, ist Magnesium derzeit ein attraktives
Metall, das als bioresorbierbares Material zur Herstellung von orthopadischen oder
vaskuldren Implantaten eingesetzt werden kann, weil es eine bekannte
Biokompatibilitdt und geeignete mechanische Eigenschaften aufweist. [7.8.13.34-38] Die
Hauptvorteile von Magnesiumlegierungen als tempordre Biomaterialien sind ihre
guten mechanischen Eigenschaften und Biokompatibilitdit. Magnesium und
Magnesiumlegierungen sind besonderes Leichtmetalle mit einer Dichte im Bereich
von 1,74 bis 2,0 geem-3 (vergleichbar mit der Dichte von Knochen: 1,8-2,1 g-cm-3)
und einem Elastizitdtsmodul von 41-45 GPa (nahe derjenigen des kortikalen
Knochen: 5-23 GPa). Magnesium ist beteiligt am menschlichen Stoffwechsel, es ist
das vierthaufigste Kation im menschlichen Koérper und ein Cofaktor fur viele
Enzyme. Magnesium stabilisiert die Struktur von DNA und RNA. Dieses Element
hat eine mangelhafte Korrosionsbestandigkeit in Chloridhaltiger physiologischer
Umgebung, und kann somit als ein biologisch abbaubares Metall verwendet

werden. [36]

Neben der Optimierung der Eigenschaften von Magnesium z. B. durch Legieren,
werden auch  unterschiedliche Verfahren wie  Oberflachenmodifikation,
Warmebehandlung, plasma-elektrolytische Oxidation (PEO), Phosphatierungs-
Behandlung, Elektrotauch- und Polymerbeschichtung angewendet, um die
Korrosionsrate von Magnesium zu verlangsamen bzw. die Biokompatibilitdt zu

verbessern [7,34,36,37,39],

2.3.2 Abbaumechanismus

In Kontakt mit wassrigem Medium werden die metallischen Biomaterialien durch

Korrosion abgebaut. Die Korrosion erfolgt, wenn elektrochemische Reaktionen auf
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einer metallischen Oberfliche in wassrigen Elektrolyten mit Entstehung von
Oxiden, Hydroxiden, Wasserstoffgasen oder anderen Verbindungen stattfinden.
Wenn dieser Vorgang in einem physiologischen Medium (fast neutraler pH-Wert)
ablauft, beinhaltet er eine anodische Auflésung des Metalls durch Oxidation (siehe
Gleichung 2.1) und eine kathodische Produktentstehung (siehe Gleichung 2.4)
durch Reduktion von Wasser zu Wasserstoff (siehe Gleichung 2.2) oder des

aufgelésten Sauerstoffes (siehe Gleichung 2.3): 16:7]

Anodische Reaktion: M — Mr* +n e (2.1)
Kathodische Reaktion: 2 H,O + 2 e-— Hy + 2 OH- (2.2)

2H0+ 02 +4e —4O0OH (2.3)
Produktentstehung: Mn* + n OH- — M(OH)x (2.4)

Das biologische Abbauverhalten metallischer Materialien ist, wie Zheng et alll
berichten, abhangig von Faktoren wie der Konzentration und Art anorganischer
Ionen in den physiologischen Medien, dem pH-Wert des Mediums, der Anwesenheit
von organischen Molektiilen wie z. B. Proteinen oder Aminosduren, des aufgeldsten
Sauerstoffs in den physiologischen Medien und der mechanischen Belastung je

nach anatomischer Lokalisation des Materials.
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Stents als
kardiovaskulare Implantate

In diesem Kapitel werden wesentliche Aspekte, die fiir die Beurteilung des Einsatzes
von kardiovaskuldren Stents relevant sind, vorgestellt. Nach einer kurzen
Einleitung Uuber Stents wird auf die aktuellen verschiedenen Stent-Systeme
eingegangen. Im Folgenden wird die Restenose als das grofite Problem der
interventionellen Kardiologie erlautert. Im Anschluss wird auch ein kurzer
Uberblick tiber die anspruchsvollen Anforderungen, die die koronaren Stents als

Implantat erfiillen sollten, gegeben.

3.1 Einleitung

Die intrakoronare Stentimplantation ist die fiithrende Technik zur Therapie der
koronaren Herzerkrankungen geworden 51 und gehort zu den perkutanen
Revaskularisationsverfahren, die zur Behandlung von Verengungen der
Koronargeféfse (Koronarstenosen) und Verschlissen zur Verfigung stehen 1440,
Stents als Platzhalter verhindern vor allem die akute Gefafdirtickstellung (Recoil) und
senken somit effektiv die Restenoserate. 16l Bei einem Stent (auch als
GefafSwandstlitze, GefafSstiitze oder Gefafistent bezeichnet) handelt es sich um ein
kleines Gittergeriist in Rohrchenform (siehe Abbildung 3.1), das als dilativ

wirkendes Rekanalisationssystem in eine GefafSwand einheilt [*1l. Aufgrund ihres
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Designs sind die Stents sehr flexibel und haben unterschiedliche Langen von 8 bis
38 mm sowie unterschiedliche Durchmesser von 2 bis 5 mm 2l Die Lange des

Stents ist abhéngig von der Lange des stenosierten GefafSsabschnitts 431

Abbildung 3.1: Bioresorbierbarer metallischer Stent (Firma MeKo Laserstrahl-
Materialbearbeitungen e. K., Sarstedt/Hannover).

In der Regel ist ein Stent auf einem Ballonkatheter montiert und wird nach
Positionierung und Inflation des Ballons in das stenosierte (verengte) Koronargefafd
expandiert (siehe Abbildung 3.2). Dieses Behandlungsverfahren ist in der Medizin
als perkutane Koronarintervention (engl. Percutaneous Coronary Intervention, PCI)
aber auch als Stentangioplastie bekannt 4345, Koronare Stents sind nach der
Applikationsart in das Gefafisystem in zwei Varianten verfigbar. Der
ballonexpandierbare Stent ist bereits auf einem Ballonkatheter vormontiert. Die
Stentapplikation, also Dilatation und Stentabwurf, erfolgt hier in einem Schritt. Der
selbstexpandierende Stent, der aus speziellen Metall-Legierungen (meistens aus
einer Formgedachtnislegierung wie  Nitinol) gefertigt ist, nimmt bei

Korpertemperatur seinen definierten Durchmesser selbst ein 6l

Die Anforderungen, die die koronaren Stents als Implantatwerkstoffe erfillen
mussen, sind: hohe Bruchdehnung, niedrige Dehngrenze, ein hohes E-Modul,
geringe Kriechneigung, hohe Dauerfestigkeit sowie hohe Korrosionsbestandigkeit
(sofern diese nicht als resorbierbares Material-Implantat genutzt wird), gute
Rontgenabsorption und nichtmagnetische Eigenschaften fir die Anwendung der
Magnetresonanztomographie. Aufierdem mussen die koronaren Stents, wie alle

Implantate, kérpervertraglich und sterilisierbar sein. [47]
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Entfernter Ballonkather; der Stent halt die Arterie offen

Abbildung 3.2: Erweiterung des stenosierten (verengten) Blutgefafies durch
Ballondilatation und Einlage eines Stents (Stentangioplastie). (8]

3.2 Koronarstenttypen

Seit der Einfihrung der Stent-Technologie wurden zahlreiche Stent-Systeme
entwickelt, die sich hinsichtlich Aufbau, Applikationsart und Material
unterscheiden 3. Entsprechend ihrem Aufbau ist es moglich, einige Grundformen

zu unterscheiden [491:

o slotted tube Stent (ein Metallrohr mit ausgestanzter Gitterstruktur,
rautenférmige Masche),

e modularer Stent (kronenférmige Module),

e Hybriddesign (multizellular),

¢ helikales Design (madander-férmig helikale Zellen),

o multizelluldres Design (komplett wabenférmiges Design), und

e Coil Stent (spiralférmig), der in der interventionellen Kardiologie keine Rolle

mehr spielt.

Nach der Applikationsart wird unterschieden zwischen ballonexpandierbaren Stents
und selbstexpandierenden Stents [46.491 (siehe Abschnitt 3.1). Bezlglich der
verwendeten Materialien (siehe Abbildung 3.3) koénnen die Koronarstents in vier
Kategorien eingeteilt werden: unbeschichteter Metallstent, beschichteter

Metallstent, bioabbaubarer Stent und medikamentenfreisetzender Stent [13l,
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| Stent
| Grundkorper | | Beschichtung
Metalle / Polymere Metalle Polymere natiirliche Medikamente
Legierungen Polyurethan Gold Polyurethan Stoffe/ Sirolimus
Edelstahl Polyethylen- Platin Polyethylen- Polymere Everolimus
Kobaltbasis terephthalat Platin-Iridium glycol Collagen Tacrolimus
Tantal Silikone Heparin Zatarolimus
Titan (abbaubar) Nichtmetalle | |Polyacrylate Fibrin Umirolimus
Nitinol PHB Siliziumkarbid | [Polyethylen- Phosphoryk- Mycophenol-
Platin-Iridium PLLA Titandioxid co-vinylacetat cholin saure
PCL Kohlenstoff Hyaluronan Paclitaxel
(abbaubar) PC Iridiumoxid (abbaubar) Antinomycin D
Magnesium PLGA Celluloseester Batimastat
Eisen PHB Tranilast
PLLA Anti-CD 34
Poly(lactid-co-
caprolacton)

Abbildung 3.3: Griundkorper und Beschichtung von Stents (Modifiziert nach Erbel et al. [59)).

Jeder einzelne Koronarstenttyp wird im Folgenden kurz beschreiben:

A. Unbeschichteter Metallstent (engl. Bare Metall Stent, BMS)

Im Allgemeinen bilden Grundkérper ohne Beschichtung, die aus Metall hergestellt

werden, die Plattform.

Metalle sind aufgrund der glinstigen Kombination der mechanischen Eigenschaften
Festigkeit und Zahigkeit sehr gut fir Implantate geeignet, wenn sie auch
biokompatibel sind. Aus diesem Grund werden koronare Stents fast ausschliefslich
aus metallischen Materialien hergestellt [4, wobei vor allem Edelstahl (316L),
Kobalt-Chrom-Legierungen (L605), Tantal (Ta), Titan (Ti), Nitinol (Ni-Ti) und Platin-

Iridium-Legierungen (Pt-Ir) verwendet werden [13.50],

B. Beschichteter Metallstent (engl. Coated Metal Stent)

Da neben den mechanischen Eigenschaften der Werkstoffe insbesondere deren
Biokompatibilitdt von Interesse ist, und da die chemischen und biologischen
Eigenschaften ausschliefSlich von der Oberflache der Stents abhingen, lassen sich
die Oberflachen durch Randschichtbeeinflussung oder Beschichtungen auch
dahingehend modifizieren, dass sie die gewlinschte Biokompatibilitdt erreichen [l
Aus diesem Grund werden heute eine Reihe von Materialien verwendet, um

Beschichtungen fiir metallische Stents aufzubringen [4.13,501:
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e Metalle (Gold, Platin, Platin-Iridium),

e Nichtmetalle/Keramiken (amorphes Siliziumkarbid, Titandioxid,
diamantahnlicher oder pyrolytischer Kohlenstoff, Iridiumoxid),

e Polymere (Polyurethan, Polyethylenglycol, Silikone, Polyacrylate, Polyethylen-
co-vinylacetat, Celluloseester, Polyhydroxybuttersdure [PHB], Poly(L-lactid)
[L-PLA], Poly(lactid-co-caprolacton)),

e Nattirliche Stoffe/Polymere (Collagen, Heparin, Fibrin, Phosphorylcholin und

Hyaluronan),

Die Polymere werden sowohl als Beschichtungsmaterial als auch als Grundkorper
verwendet, widhrend anorganische Materialien (Metall/Nichtmetall) und nattirliche
Stoffe /Polymere ausschliefdlich als Beschichtungsmaterialien verwendet werden [131.
Dartiber hinaus spielen die organischen, polymeren Beschichtungen, welche
abbaubar sind, eine wichtige Rolle, weil sie nicht im Koérper verbleiben und als
Arzneistofftrager verwendet werden koénnen, um bestimmte Medikamente
kontinuierlich freizusetzen 1 (Medikamente als Aktivbeschichtung siehe

Abschnitt D).

C. Bioabbaubarer Stent

Vor dem Hintergrund, dass koronare Stents in den Arterien wohl nur bis zur
Ausheilung der intervenierten Lasion bendtigt werden, wurden bioabbaubare
Gefafdstents entwickelt. 51 Dartiber hinaus bietet sich ihr Einsatz insbesondere in
der Kinderkardiologie an: Zum Einen ermoéglichen sie den Wachstumsprozess des
padiatrischen Patienten, zum anderen kann durch den Einsatz biodegradierbarer
Stents unter Umstidnden eine chirurgische Entfernung vermieden werden (141
Deswegen gewinnen biodegradierbare Stents, neben permanenten Stents aus Metall
bzw. Metall-Legierung sowie aus Polymeren wie z. B. Polyethylenterephthalat oder

Polyurethan, immer mehr an Bedeutung [9:13,50],

Mg-Legierungen und reines Fe wurden bisher fur die Herstellung biologisch
abbaubarer Koronarstents verwendet [13.50] (siehe Abschnitt 2.3). Der biologische
Abbau schliefst die Oxidation von Fe zu Ferro- und Ferriionen in biologischen
Medien ein, wahrend in der physiologischen Umgebung Magnesium in

Magnesiumhydroxyd, Magnesiumchlorid und Wasserstoffgas korrodiert wird [13I.
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Statt Metallen bzw. Metall-Legierungen kénnen auch abbaubare Polymere flr
Stents verwendet werden, im kardiovaskuldren Bereich biodegradierbare Polymere
wie Polyhydroxybuttersdure (PHB), hochkristallines Poly(L-lactid) [L-PLA],
Polycaprolacton (PCL), Polycarbonat (PC) und Polylactid-co-Glycolid
(PLGA) 19.13,14,50,51] Kunststoffe kommen aber, bedingt durch ihre vergleichsweise
geringe mechanische Festigkeit, bisher nur selten als Werkstoff flir koronare Stents

zum Einsatz 9.

D. Medikamentenfreisetzender Stent (engl. Drug eluting Stent, DES)

Die Optimierung der Architektur und der mechanischen Eigenschaften der Stents
hat zu einer Abnahme der Restenoserate, dem grofSiten Problem der
interventionellen Kardiologie (siehe Abschnitt 3.3), gefiihrt. Mit dem technologischen
Konzept der Wirkstofffreisetzung bleibt zudem ein weiterer vielversprechender Weg,

um eine Restenoserisiko nach der Koronarintervention zu minimieren [13].

Anfangs wurden Beschichtungen verwendet, um die Biokompatibilitat des Stents zu
verbessern. Spater wurden kontrolliert medikamentenfreisetzende Stentsysteme
entwickelt, um die neointimale Hyperplasie zu hemmen [13.50. Derzeit dient die
aktive Beschichtung eines Stents nicht nur der Inhibition der zellularen
Proliferation an der Stentoberflache, sondern auch der Pravention der In-Stent-
Restenose [521. Die Techniken, die zur Beladung von Arzneimitteln auf einem Stent

eingesetzt werden, kénnen in drei Haupttypen eingeteilt werden [13I:

e Anbringen des Medikamentes direkt auf die Metalloberflache,
¢ Beladung des Wirkstoffes in die Poren des porésen Metallstents, und
e Einbringen des Arzneimittels in ein Polymer, das dann als

Beschichtungsmaterial des Stents verwendet wird.

Eine Vielzahl von Substanzen (siehe Abbildung 3.4) sind als Mittel far die

Hemmung der Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen einsetzbar [501:

e Paclitaxel (Taxane) und abgewandelte Substanzen,

e Sirolimus (Rapamycin) und Sirolimus-Analoga (Everolimus, Zotarolimus und
Umirolimus, auch als Biolimus A9 genannt),

e Tacrolimus, und

e Pimecrolimus.
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Auch andere Wirkstoffe wurden als Beschichtung getestet: Mycophenolsdure und
Tranilast (Immunmodulatoren) [50.52] sowie Anti-CD34-Antiképer (Re-
Endothelialisierungssubstanz) 150. Neben diesen Substanzen sind auch weitere
Medikamente wie Actinomycin D, Batimastat, Dexamethason und 17-B-Ostradiol
getestet worden, allerdings ohne dass eine wirksame Hemmung der
Neointimaproliferation und eine Reduktion der Restenoserate festgestellt wurde [501.
Im Laufe der letzten Jahre hat aber das Interesse an einem Wirksamkeitsvergleich
und Nutzen-Risiko-Verhéltnis von medikamentenfreisetzenden Stents (DES)
zugenommen, vor allem an solchen, die mit Paclitaxel, Sirolimus und Analoga

beladen worden sind [10,53-64],

0 .. 0 0
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N NN

Sirolimus (SRL) Everolimus (ERL) Zotarolimus (ZRL) Umirolimus (URL)

Abbildung 3.4: Darstellung der chemischen Struktur der antiproliferativen und
immunsuppressiven Substanzen, die bei der DES-Technologie verwendet werden.

Paclitaxel ist ein Extrakt aus der Rinde von Taxus brevifolia, einer langsam
wachsenden immergrinen Pflanze im Pazifik (501, Dieser Arzneistoff geh6ért zu den
Taxanen, die eine potente, antiproliferative Wirkung besitzen und in der
Krebstherapie eingesetzt werden [65l. Paclitaxel bindet spezifisch an die
B-Untereinheit des Protein-Tubulins mit Bildung abnorm stabiler Komplexe. Damit
entwickelt sich entweder vor der mitotischen Teilung in der Gz-Phase oder wahrend
der Mitose in der M-Phase ein irreversibler Stopp im Zellzyklus (siehe
Abbildung 3.5), so dass das Zellwachstum blockiert wird [13.50.65-70]. Dartiber hinaus

besitzt Paclitaxel zytotoxische Effekte, weil es Apoptose (programmierten Zelltod)
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herbeiftihrt [13,50,71-73]  Literaturdaten [65.68.74-76] belegen aber, dass dies von der
Dosierung abhangig ist. Im Tiermodell konnte die Effektivitdt von Paclitaxel bei der
Reduzierung der Neointimabildung in einem Beobachtungszeitraum zwischen
1 - 6 Monaten nachgewiesen werden. Fibrin verblieb allerdings bis zu 6 Monate um
die Stent-Streben herum und die glatten Muskelzellen und Endothelzellen waren
nur spéarlich vorhanden [77l. Klinisch wurde die Paclitaxel-Freisetzung an Stents in
unterschiedlichen Studien gepriuft und in den Ergebnissen zeigt sich eine
Restenoserate um 5 % bei einer subakuten Thromboserate in der GréfSenordnung

von 1 % pro Jahr (501

Ruhephase

O

Vorbereitung zur
Replikation

® Sirolimus

Zellteilung Zellzyklus g Replikation der
DNA

Paclitaxel @)

Vorbereitung zur
Teilung

Abbildung 3.5: Darstellung des Zellzyklus mit den Wirkungsprofilen von Paclitaxel und
Sirolimus. M: Mitosephase, S: Synthese-Phase, Go: Ruhephase (keine Synthese-Phase), Gi:
Pra-Synthese-Phase (1. Wachstumsphase), G2: Post-Synthese-Phase (2. Wachstumsphase).
(Modifiziert nach vfa [78 und Erbel et al [59)).

Sirolimus gehoért zu den Makrolid-Antibiotika (Arzneimittel zur Behandlung von
bakteriellen Infektionskrankheiten) und wurde 1975 aus dem Pilz Streptomyces
hygroscopicus isoliert, der in der Gegend von Rapa Nui (Osterinsel) gefunden
wurde. 50,791 Sirolimus inhibiert die Proteinkinase mTOR (Abk. fir engl. mammalian
Target of Rapamycin) und fihrt zu einer Verhinderung der Progression des
Zellzyklus zwischen der G;-Phase (Zellwanderung) und der S-Phase (DNA-
Replikation) (siehe Abbildung 3.5). Der Wirkstoff bringt immunosuppressive und

antiproliferative Effekte hervor. Die Wirkung beruht dabei vor allem auf einer
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Hemmung der Proliferation von T-Lymphozyten (auch T-Zellen genannt). [50.66,79-81]
Sirolimus hat auch im Tiermodell gezeigt, dass 28 Tage nach der Implantation eine
signifikante Reduktion der Neointimabildung mit gréfSerer Persistenz von Fibrin
erfolgt, aber der Grad der Endothelialisierung (Einheilung) war mit dem von BMS
vergleichbar [77l. Klinische Studien zeigten, dass auch nach Verwendung von mit
Sirolimus-beschichteten Stents Restenosen auftreten und die Rate an definitiven
Stentthrombosen extrem niedrig bleibt und auch nach 6 Jahren noch im Bereich

von unter 1 % pro Jahr liegt (501

Ein Vergleich der kritischen Parameter fiir Sirolimus und Paclitaxel, die mit
Restenose und unerwlinschten vaskuldre Ereignissen assoziiert werden, ist in

Tabelle 3.1 aufgefihrt (nach Wessely et al. 182)).

Tabelle 3.1: Kritische Parameter assoziiert mit Restenose und unerwtinschten vaskularen
Ereignissen flir Sirolimus und Paclitaxel nach Wessely et al. (82

Parameter Sirolimus Paclitaxel
Inhibition der GMZ-Proliferation ++ ++
Inhibition der GMZ-Migration ++ +
Inhibition der EZ-Proliferation ++ ++
Immunsuppressive Eigenschaften ++ (+/-)°
Pro-apoptotische Effekte (+)° ++
Therapeutischer Bereich breit eng
Verteilung in die GefaRwand Gleichverteilung Akkumulation (Adventitia)
Restenose-Muster fokal diffus (50 %)
Auswirkung auf spat auftretenden Lumenverlust ++ +

® im therapeutischen Dosisbereich besteht keine spiirbare pro-apoptotische Wirkung auf vaskulire glatte Muskelzellen.

® paclitaxel ist kein klassisches Immunsuppressivum und seine minderwertigen immunsuppressiven Eigenschaften kénnen
durch Ergebnisse in praklinischen Tiermodellen zumindest teilweise erklart werden.

GMZ: glatte Muskelzellen, EZ: Endothelzellen

3.3 Restenose nach Stent-Implantation

Mit der Einfihrung der perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (engl.
Percutaneous Transluminal Coronary Angioplasty, PTCA) begann 1977 eine neue
Phase der modernen Kardiologie. Dieses Verfahren fihrte zwar durchaus zu einigen

Erfolgen, doch kommt es bei 25 — 50 % der Patienten innerhalb von 2 — 12 Monaten
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zu einer Wiederverengung der Arterie, einer sogenannten Restenose [70.83]. Spater,
seit Mitte der 90iger Jahre nach Einfihrung der koronaren Stents, stellt die
Stentimplantation die wichtigste Verbesserung bei der katheterinterventionellen
Behandlung der koronaren  Herzerkrankung  dar [84:85]. Dieses  neue
Revaskularisationsverfahren sollte das Problem der Restenose verhindern und
nachfolgende Studien haben die Uberlegenheit der Stentimplantate gegentiber der
alleinigen  Angioplastie  gezeigt 83l. Neben den akuten thrombotischen
Komplikationen (Gerinnselbildung) sowie den inflammatorischen Reaktionen und
trotz enormer Fortschritte bleibt in der interventionellen Kardiologie die
Entwicklung einer In-Stent-Restenose (ISR) nach einer Stentimplantation das
wichtigste Problem, weil sich noch bei 15 — 30 % der behandelten Patienten nach
einer Stentimplantation eine Restenose bildet [43.65.70,83-85], Dije Restenose wird

Uberwiegend durch eine Intimaverdickung verursacht 441,

Wie die Abbildung 3.6 zeigt, gliedern sich die Arterien in drei Schichten: Intima,
Media und Adventitia. Innen befindet sich die Tunica intima oder Intima, die aus
dem GefafSlendothel und einer dinnen Schicht kollagener und elastischer Fasern
besteht. Das Endothel ist mit der darunter ligenden Lamina elastica interna
verbunden. In der Mitte liegt die Tunica media oder Media, die verantwortlich fir die
mechanischen Eigenschaften des Gefafies ist und aus glatten GefafSmuskelzellen
(engl. Vascular Smooth Muscle Cells, VSMC), Kollagen und elastischen Fasern
besteht. Die aufSen liegende Tunica adventitia oder Adventitia besteht hauptsachlich

aus Kollagen. (86l

Lamina elastica
interna

Lamina elastica
externa

Fibroblast

Adventitia

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des anatomischen Aufbaus einer Gefafiwand der
Arterien (Modifiziert nach Ghesquiere 187)).
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Wird ein Stent in ein sonst gesundes Gefafs implantiert, spricht man von In-Stent-
Stenose (ISS), statt In-Stent-Restenose (ISR) 88l. Nach einer Stentimplantation
entwickelt sich die In-Stent-Restenose als Hohepunkt einer komplexen Reihe von
zelluldren und molekularen Ereignissen (siehe Abbildung 3.7). Sie wird durch die
Verletzung einer Gefafwand (die Schadigung des Endothels und haufig Einrisse der
Intima, siehe Abbildung 3.6) initiiert, welche wahrend der Rekonstruktion
stattfindet. Das Ausmaf5 der Reaktion auf die Schadigung ist variabel, jedoch meist
proportional zur Groéfie der wurspringlichen Verletzung. Die biologischen
Mechanismen der Entstehung einer Restenose sind elastische Ruckstellkréafte,
Thrombosierung, Umbauprozesse (Remodellierung), neointimale Hyperplasie und
die Auflésung der Entzindung. 65.89.90] Viele Autoren [43,46,50,65,85,89-94] sind sich einig,
dass eine Intimahyperplasie, die hauptsachlich auf die Proliferation und Migration
glatter Muskelzellen aus der Media zuriickzuftihren ist, zur Restenose fihrt. Durch
Intimahyperplasie bildet sich, durch Proliferation und Migration glatter

Gefafimukelzellen (GMZ) neues Gewebe, das als ,Neointima“ bezeichnet wird.

Stentimplantation

v

Schadigung des
Endothels

v

Ablagerungvon
Thrombozyten

v

inflammatorische
Reaktion

v

/ rmahrerpe \

Anfangsphase (Tage bis Wochen)

spéte Phase (Wochen bis Monate)

Exposition von GMZ an Migration von GMZ der Proliferation der glatten
Mitogene h MediaindieIntima | Muskelzellen (GMZ)
Stabilisierung von GMZ > Restenose

Abbildung 3.7: Reaktion der GefdfSiwand nach der Stentimplantation (modifiziert nach
Kibos et al. 199]).

Nach Identifizierung der UbermaéafSigen Proliferation von glatten GefafSmuskelzellen
(GMZ) als wesentliches Merkmal der experimentellen und klinischen neointimalen
Hyperplasie nach Angioplastie konnten antiproliferative Strategien entwickelt
werden 651, Ergebnisse zahlreicher Tierstudien haben bereits gezeigt, dass diese

pathologischen Prozesse verhindert werden koénnen. So begann mit dem
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Aufkommen von medikamentenfreisetzenden Stents (DES) vor fast zehn Jahren
eine neue Ara in der interventionellen Kardiologie, die eine lokale Dosis

antiproliferativer Medikamente liefern kénnen [70],

3.4 Anforderungen an koronare Stents

Stents sind implantierbare Medizinprodukte, die im K&rper verbleiben. Sie muissen
deshalb eine Reihe von Anforderungen erfliillen, um sich fur die klinische

Anwendung zu qualifizieren.

Seit 1995 sind Vorschriften fir Medizinprodukte im Medizinproduktegesetz (MPG)
sowie unterschiedliche Verordnungen zusammengefasst. Die Einteilung der
vielfaltigen in der Medizin eingesetzten Produkte werden im Wesentlichen durch

drei EU-Richtlinien geregelt [45I:

e Aktive implantierbare medizinische Gerate (90/385/EWG),
e Medizinprodukte (93/42/EWG) und
e In-vitro-Diagnostika (98/79/EG).

Im Sinne der Richtlinie 93/42/EWG 95 sind koronare Stents Medizinprodukte der
héchsten Risikoklasse (Klasse III), deswegen mussen sie klinisch geprift werden.
Aber flir eine sichere und zuverlassige klinische Anwendung ist es notwendig, dass
koronare Stents nicht nur die physikalischen und physikalisch-mechanischen
Anforderungen geméafs DIN EN ISO 25539-2 9 erftillen, sondern auch ihre
Biokompatibilitat muss gewahrleistet sein. Um diese notwendige
Korpervertraglichkeit (Biokompatibilitdt) zu bewerten, werden in-vitro- und in-vivo-
Tests durchgefiihrt. Die Norm DIN EN ISO 10993 971 (eine ISO-Normenreihe von
Richtlinien: ISO 10993-1 bis ISO 10993-20) bietet ein Rahmenmodell fir die
Planung der Beurteilung der biologischen Auswirkungen von Medizinprodukten
oder Werkstoffen. Dazu gehéren unter anderem die Bewertung der Toxizitat, der
Wechselwirkung mit Blut, von lokalen Effekten, herauslosbarer Bestandteile sowie
ein qualitativer und quantitativer Nachweis von Abbauprodukten nach der
Implantation. Als anerkanntes und ausreichendes Tiermodell, um Stent-Systeme
zu bewerten, werden héaufig porcine Arterien verwendet, weil die Schweine-
Koronararterie in ihrer Struktur und Physiologie dem menschlichen Koronargefafs

sehr dhnlich ist 98],
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Analyseverfahren zur Untersuchung
des Abbauverhaltens von
Implantatmaterialien

Eine kurze Beschreibung der Analyseverfahren wund ihre entsprechenden
experimentellen Anwendungen, die eine wichtige Bedeutung in dieser Arbeit
spielen, bietet dieses Kapitel. Hierzu wird in erster Linie ein Uberblick tiber die
analytischen Verfahren vorgestellt, welche auf dem Gebiet der Material- und
Implantatforschung zur Untersuchung und Charakterisierung von Implantat-
Materialien verwendet werden kdnnen, und erklart, wie die Umsetzung im Rahmen

der vorliegenden Arbeit vorgenommen wurde.

4.1 Einleitung

Im Allgemeinen sind Implantate koérperfremde Materialien, die im Rahmen einer
Operation in einen Korper eingebracht werden, um kurz- oder langerfristig
bestimmte Korperfunktionen zu substituieren. Stents (siehe Kapitel 3) sind
Implantate, die zur Behandlung von Verengungen der Koronargefifie verwendet
werden und wie alle Implantate mussen sie hohe medizinische Anforderungen
erfuillen, bevor sie beim Menschen angewendet werden koénnen. Diese
Anforderungen umfassen sowohl die physikalischen und physikalisch-
mechanischen Voraussetzungen als auch die notwendigen Untersuchungen der

Biokompatibilitit und Biofunktionalitit, die mit Hilfe von sogenannten in vivo
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oder invitro Studien erfolgen koénnen. Eigens dafir kommt die Norm
DIN EN ISO 10993 971 am héufigsten zum Einsatz. Aber ein wichtiger Schritt, um
Implantate bzw. Implantatmaterialien und ihr Abbauverhalten zu untersuchen, ist
die Anwendung geeigneter Analyseverfahren, die zur Loésung entsprechender
analytischer Problemstellung herangezogen werden kénnen. Dabei kommen je nach
Analyseprinzip, Art der Probe, Fragestellung, Zielsetzung und Begrenzungen und je
nach dem jeweiligen Anwendungsbereich verschiedene Analysenmethoden zum
Einsatz. Wichtig fir die Auswahl der Analysenmethode sind auch Aspekte wie
Selektivitdt, Empfindlichkeit, Auflésung und 2zu erwartende Stérungen oder
Fehlerquellen. Eine Ubersicht der anwendbaren Analyseverfahren zur
Untersuchung von Implantatwerkstoffen sowie die wichtigsten zu beantwortenden

Fragestellungen sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tabelle 4.1: Anwendbare Analyseverfahren zur Untersuchung von Implantatmaterialien

Implantatwerkstoff

Analytische Probleme
Metall/Legierung Polymer Keramik

Vor der Testung in vitro und in vivo

Chemische Struktur oder

. . XRD NMR, MS, FTIR, Raman, XRD XRD
kristalline Phasen
Spurensubstanzen und
- ICP-OES, ICP-MS GC, HPLC, XRD, p-RFA ICP-OES, ICP-MS
Verunreinigungen
Oberflachenmorphologie REM, AFM REM, AFM REM, AFM
Oberflachenhomogenitdt und
Verteilung von Wirkstoffen REM-EDX, p-RFA p-Raman, p-FTIR REM-EDX, p-RFA
Zusammensetzung ICP-OES, ICP-MS, nu-RFA, EDX GPC, HPLC, Raman, FTIR, SIMS, XPS ICP-OES, ICP-MS, u-RFA, EDX

Nach der Testung in vitro und in vivo

Erklarung des

Abbaumechanismus U-RFA, p-PIXE, SR-RFA, p-CT p-Raman, p-FTIR, SIMS W-RFA, u-PIXE, SR-RFA, u-CT

p-Raman, p-FTIR, SIMS, XPS,
u-PIXE, LA-ICP-MS, XRD, XANES,
EXAFS

p-Raman, p-FTIR, SIMS, XPS,
u-PIXE, LA-ICP-MS, XRD, XANES,
EXAFS

Identifikation der
Abbauprodukte

p-Raman, p-FTIR, SIMS, XPS,
p-PIXE, LA-ICP-MS, XRD, SIMS

Bestimmung der

. ICP-OES, ICP-MS, GF-AAS ICP-MS*, LA-ICP-MS* ICP-OES, ICP-MS, GF-AAS
Elementgehalte im Gewebe

* bestimmbar durch z. B. markierte Isotope
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4.2 Charakterisierung von Implantatwerkstoffen vor der
Testung

Wie in Abschnitt 3.2 des vorhergehenden Kapitels beschrieben wurde, besitzt ein
Stent einen Grundkoérper aus Metall oder aus einem Polymer, dessen Oberflache
entweder unbeschichtet Dbleibt oder mit Materialien wie Metall, Keramik,
natlrlichen und synthetischen Polymeren oder mit Medikamenten beschichtet
werden kann. Eine Charakterisierung der Implantatwerkstoffe vor der
Durchfihrung einer Testung ist erforderlich, um Vergleichsdaten fur die
Untersuchungen zu gewinnen, die Qualitit der Werkstoffe beurteilen sowie die
Wahrscheinlichkeit abschétzen zu kénnen, welche und wie viele Abbauprodukte

gebildet werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mikro-Réntgenfluoreszenzspektroskopie und
optische Emissionsspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma zur
Bestimmung der chemischen Zusammensetzung eines metallischen Stent-
Grundkoérpers, Roéntgenbeugung zur Charakterisierung der Polymerstruktur
(Materialbeschichtung), Dynamische Differenzialkalorimetrie zur thermischen
Charakterisierung des Polymermaterials sowie Schwingungsspektroskopie zur

Identifizierung von organischen Molektilen (Polymere und Arzneimittel) benutzt.

4.2.1 Mikro-Rontgenfluoreszenzanalyse (u-RFA)

4.2.1.1 Das Prinzip

Das Prinzip dieses Verfahrens besteht darin, dass die Emission von sekundéren,
charakteristischen Réntgenstrahlen eines Materials, die durch Anregung von
primaren, energiereichen Roéntgenstrahlen entstehen, gemessen wird. Dabei ist es
moglich, Elemente in einer Mikrometer grofien Probe zu identifizieren und zu
quantifizieren. Die u-RFA als zerstérungsfreies Verfahren bietet dazu eine Reihe von
Vorteilen wie geringe Interferenz von Spektrallinien, Schnelligkeit sowie vereinfachte
Probenvorbereitung. Auflerdem ist es moglich, referenzprobenfreie quantitative
Analyse durchzufiihren. Aber dieses spektroskopische Verfahren ist stark von der
Matrix abhangig, die die Empfindlichkeit bzw. die Genauigkeit der Messung
beeinflussen kann, weil Absorptionsprozesse in der Probe stattfinden kénnen. Aus

diesem Grund benotigt das Rontgenverfahren bei einer quantitativen Bestimmung
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der elementaren Zusammensetzung einer Probe eine Methode zur Kompensation
dieser Matrixeffekte wie die Kalibrierung Uiber externe/interne Standards oder die
sogenannte Fundamentalparameter-Methode (theoretisches Korrekturmodell). Die

Nachweisgrenzen des Verfahrens liegen im pg-g-1-Bereich. [99-101]

4.2.1.2 Durchfiihrung

Die Messungen der in dieser Arbeit untersuchten Probe, einer Stent-Legierung,
erfolgten mit einem Mikro-Réntgenfluoreszenzspektrometer (Eagle II yu-Probe, EDAX
Inc. Mahwah, USA). Das Spektrometer ist mit einer Rhodium-Anoden-Réntgenréhre
als Anregungsquelle (Beschleunigungs-Spannung 10 -40 keV, Filamentstrom
20 - 1000 pA) in Kombination mit einer Polykapillar-Réntgenoptik (X-Ray Optical
Systems Inc., East Greenbush USA) zur Fokussierung der priméaren
Roéntgenstrahlung (Messfleck ca. 50 um bei 5,9 keV) ausgestattet. Die sekundaren
Rontgenstrahlen der Probe wurden mit einem energiedispersiven Si-(Li)-
Halbleiterdetektor (EDAX Inc., Mahwah, USA) registriert. Die Einstellung der
Messparameter sowie die Auswertung erfolgten durch die Software Vision 32
Version 4.00 (EDAX Inc., USA). Mithilfe des Fundamentalparametermodells wurden

die quantitativen Analysen durchgefiihrt.

4.2.2 Optische Emissionsspektroskopie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP-OES)

4.2.2.1 Das Prinzip

Dieses analytische Verfahren, das auf der Messung der emittierten
Strahlungsleistung bei der Rtickkehr angeregter Spezies in den Grundzustand nach
Anregung durch die thermische Energie einer hochfrequenzerhitzten induktiv
gekoppelten Plasma-Quelle (ICP) basiert, wird heutzutage in erster Linie zur
qualitativen und quantitativen Multielementanalyse einer Probe in Form einer
wassrigen Losung eingesetzt. Obwohl im ICP chemische Stérungen und
Matrixeffekte kaum eine Rolle spielen, kénnen immer spektrale Interferenzen
auftreten, die bertcksichtigt werden mussen. Durch Plasmaanregung lassen sich

viele Elemente im ng-g-1-Bereich oder darunter nachweisen. [99-101]
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4.2.2.2 Durchfiihrung

Um die Zusammensetzung einer Stent-Legierung auf Mg-SEE-Basis zu bestimmen,
wurde mithilfe eines CCD-ICP-Emissionsspektrometers (Spectro Arcos, Spectro
Analytical Instruments GmbH, Kleve) analysiert. Die Einstellung der
Messparameter, die in Tabelle Al1.1 im Anhang dargestellt sind, sowie die
Datenverarbeitung erfolgten tiber die Geratesoftware Smart Analyzer Vision Version
4.02.0834 (Spectro Analytical Instruments GmbH, Kleve). Zur Vorbereitung der
Proben wurden in 6,5 %iger HNO3-Losung (subboiled) zweimal je ca. 100 mg der
originalen Stent-Legierung aufgelost. Die quantitative Bestimmung der Elemente
erfolgte an einer aufgeldésten Probe nach Verdinnung (1:100 bis 1:200) tiber eine
externe Kalibrierung mittels acht Standardlésungen, denen die entsprechenden
Elemente in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt wurden (siehe
Tabellen A1.2 und Al1.3 im Anhang). Alle Lésungen wurden mit einer 2 %igen
HNO3-Lésung (subboiled)  angesauert. Die Konzentrationen in  den
Kalibrationslésungen wurden nach einer semiquantitativen Analyse so gewéahlt,
dass die Gehalte der Proben im mittleren Bereich der Kalibriergeraden lagen. Fur
die Auswahl der elementspezifischen Spektrallinien wurden zur Quantifizierung je
Element zwei empfindliche und stérungsfreie Emissionslinien berticksichtigt (siehe
Tabelle A1.3 im Anhang). Jede Losung der Kalibierstandards sowie der Proben
wurde dreimal gemessen. Aus den Messwerten flir jede Spektrallinie wurden mit
Hilfe der Kalibriergeraden und unter Berlcksichtigung der Verdiinnung die
Elementgehalte in den entsprechenden Proben sowie die dazugehorigen
Messunsicherheiten berechnet. Die Ermittlung der Messunsicherheit (U) erfolgte
nach QUAM 102 mit einem Erweiterungsfaktor k=2 (dies entspricht einem
Vertrauensniveau von ungefdhr 95 %). Das erhaltene Ergebnis war der Mittelwert
aus der Auswertung von jeweils zwei ungestérten Messlinien. Weiterhin ist zu
bemerken, dass wahrend der Messungen eine Geréatedrift von 1,5 % nicht

uberschritten wurde. Aus diesem Grund war eine Driftkorrektur nicht erforderlich.
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4.2.3 Rontgenbeugung (XRD)

4.2.3.1 Das Prinzip

Zur qualitativen Identifizierung kristalliner Verbindungen der Polymerwerkstoffe
eignet sich die Roéntgenbeugung oder Roéntgenpulverdiffraktometrie (engl. X-Ray
Diffraction, XRD). Da die Streuung eine der modglichen Wechselwirkungen von
Rontgenstrahlung mit den Elektronen der Materie ist, nutzt dieses analytische
Verfahren die elastische bzw. koharente Streuung von Rontgenstrahlung, um eine
Vielfalt wichtiger Informationen Uber die in einer festen Probe enthaltenen
kristallinen Verbindungen zu liefern. Die Beugung von Roéntgenstrahlung ist fur
eine bestimmte kristalline Substanz spezifisch, sodass jede kristalline Substanz ein
einzigartiges Rontgenbeugungsmuster aufweist. Wahrend kristalline Materialien
scharfe Signale erzeugen, zeigen amorphe Werkstoffe und teilkristalline Werkstoffe
keine oder nur sehr breite, nicht oder schlecht interpretierbare Signale und werden
wie rontgenamorphe, glasartige Verbindungen von der Methode nicht erfasst.
Linieninterferenzen treten bei Mischungen mit mehreren kristallinen Phasen auf.
Informationen Uber die Probe (Herkunft und Elementzusammensetzung) kénnen
dabei fir die Interpretation sehr hilfreich sein. Die Nachweisgrenzen liegen

zwischen 1 und 5 Gew.-% je nach Kristallinitat der einzelnen Phasen. [99-101,103]

4.2.3.2 Durchfiihrung

Die Rontgen-Pulverdiffraktogramme der in dieser Arbeit untersuchten Proben
wurden bei Raumtemperatur auf einem Transmissionsdiffraktometer (STADI-P,
STOE & Cie GmbH, Darmstadt) aufgenommen. Das System verwendete (111)-Ge-
monochromatisierte CuKqi1-Strahlung mit der Wellenldnge von 0,154059 nm, die an
einer Cu-Roéntgenrdhre bei einer Spannung von 40 kV und einem Strom von 30 mA
erzeugt wurde. Die gebeugte Strahlung wurde mit einem linearen Detektor (PSD,
Position Sensitive Detector) registriert. Die Beugungsmuster wurden im 26-Bereich
von 5 — 70 ° mit einer Schrittweite von 0,1 ° und einer Belichtungszeit von 15 s pro
Schritt gemessen. Alle erhaltenen Diffraktogramme wurden beztiglich der Intensitat
normiert. Die Datenverarbeitung erfolgte mit Hilfe der Software STOE WinXrow
Version 1.08 (STOE & Cie GmbH, Darmstadt).
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4.2.4 Dynamische Differenzialkalorimetrie (DSC)

4.2.4.1 Das Prinzip

Aufgrund ihrer Schnelligkeit, Einfachheit und Verfiigbarkeit wird die Dynamische
Differenzialkalorimetrie (engl. Differential Scanning Calorimetry, DSC) haufig zur
Analyse der thermischen Eigenschaften von Polymerwerkstoffen eingesetzt. Das
Prinzip dieses Verfahrens beruht auf der temperaturabhangigen Messung der
Warmeflussdifferenz zwischen einer Probe und einer thermisch inerten Substanz
als Referenz, die mit konstanter Geschwindigkeit in einer einzigen Heizeinheit
aufgeheizt werden. Findet widhrend der Messung ein warmeverbrauchender oder
warmefreisetzender Umwandlungsprozess oder eine chemische Reaktion in der
Probe statt, entsteht eine Differenz zwischen beiden Warmefltissen, welche
gemessen wird. Damit koénnen thermische Effekte eines Polymerwerkstoffes
untersucht werden und die sich daraus ableitbaren Eigenschaften wie Schmelz-,
Rekristallisations- und Glastbergangs-Temperatur sowie Kristallisationsgrad
ermittelt werden. [99.104] Ein typisches DSC-Thermogramm eines teilkristallinen
Polymers mit Glastibergang, exothermer Nachkristallisation, endothermer Schmelze

und exothermer Zersetzung zeigt die folgende Abbildung 4.1.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung einer DSC-Kurve eines teilkristallinen Polymers
mit einer Auswahl an moglichen Effekten mit Einfluss auf den Kurvenverlauf [104
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4.2.4.2 Durchfiihrung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Messungen der Polymer-Proben in einem
dynamischen Differenzialkalorimeter (DSC Modell 2920 MDSC V2.6A, TA
Instruments, USA) am Deutschen Institut fir Kautschuktechnologie e. V. (DIK)
durchgefiihrt. Der Warmestrom und die Temperatur, die das Gerat ermittelte,
wurden mit einem Iridium-Standard kalibriert. Mit einer Masse von etwa 6-8 mg
wurden die Proben in einen Aluminiumtiegel eingewogen und bei einer konstanten
Aufheiz-Geschwindigkeit von 10 K'min-! mit einem Stickstoffstrom von 20 mL-min-!
wurde die Probe gemessen. Jede Probe wurde zweimal von -20 bis 150 °C bzw.
-25 bis 280 °C gescannt. Die zweite Aufheizung wurde nach einer schnellen
Abkuihlung der Probe vorgenommen. Alle Proben wurden zweifach analysiert. Die
Einstellung der Messparameter sowie die Auswertung erfolgten durch die Software
Universal Analysis Version 3.9A (TA Instruments, USA). Die Glastibergangs-
temperatur T, wurde durch die Mittelpunkt-Methode bei der zweiten Aufheizung
nach DIN EN ISO 11357-2 1105] bestimmt. Die Bestimmungen der Schmelz- und
Rekristallisationstemperaturen, T, und Tk, erfolgten nach DIN EN ISO 11357-3 [106],

4.2.5 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR)

4.2.5.1 Das Prinzip

Die Infrarotspektroskopie ist ein Verfahren, welches zusammen mit der Raman-
Spektroskopie (RS) zur Schwingungsspektroskopie gehoért. Beide Verfahren kénnen
insbesondere zZur Identifizierung, Quantifizierung und strukturellen
Charakterisierung einer Probe eingesetzt werden, und wurden im Rahmen dieser
Arbeit sowohl zur Identifizierung organischer Substanzen (FTIR) als auch zur
qualitativen und quantitativen Bestimmung molekularer Verbindungen (RS, siehe

Abschnitt 4.3.1) eingesetzt.

Da durch Absorption von Infrarotstrahlung bestimmter Frequenzbereiche
unterschiedliche mechanische Schwingungen von Atomen oder funktionellen
Gruppen in einem Molekul angeregt werden, beruht die Infrarot-Spektroskopie auf
der Messung der Lichtabsorption durch eine Probe normalerweise im Bereich von
2,5-14,9 uym (670 — 4000 cm-!), welche als ein IR-Spektrum aufgenommen wird.

Eine Absorption der Energie findet jedoch nur statt, wenn im Molekul eine
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Anderung des Dipolmoments infolge der Schwingungsvorginge stattfindet. Das
erhaltene Spektrum liefert Informationen tiber die entsprechenden Bindungen der

untersuchten Molektile. [99,100,107,108]

4.2.5.2 Durchfiihrung

Die IR-Absorptionsspektren zur Charakterisierung von organischen Komponenten
wurden unter Anwendung eines Fourier-Transformations-Infrarotspektrometers
(Tensor 27, Bruker Optik GmbH, Ettlingen) aufgenommen. Das Messsystem besteht
aus einem festen Koérper als Strahlungsquelle (Globar, ein Stab aus Siliciumcarbid),
einem  RockSolid®-Interferometer, einem  HeNe-Referenzlaser und einem
pyroelektrischen Detektor (Deuteriertes Triglycinsulfat, DTGS). Die Software OPUS
Version 5.0 (Bruker Optik GmbH, Deutschland) wurde fir die Einstellung der
Messparameter und fir die Messungen einschliefSlich der Kompensation
atmosphaérischer Absorptionsbanden von Wasser oder Kohlendioxid verwendet. Zur
Messung wurden ca. 1 mg der zuvor fein gemahlenen Probe gemeinsam mit ca.
100 mg getrocknetem Kaliumbromid (FTIR grade, > 99 %, Sigma-Aldrich Co., USA)
in einem Achatmoérser gut vermischt. Die erhaltene Mischung wurde mit Hilfe einer
hydraulischen Presse (PerkinElmer, Inc., USA) bei 100 kN fur 1 min gepresst. Jedes
IR-Spektrum wurde bei Raumtemperatur gemessen und mit Hilfe eines

Hintergrundspektrums des reinen KBr korrigiert.

4.3 Charakterisierung des biologischen Abbaus eines
Implantatwerkstoffes nach der Testung

Da wiahrend einer in vivo Studie der Implantatwerkstoff in Kontakt mit einer realen
biologischen Umgebung kommt, finden komplexe Abbauprozesse statt. In diesem
Fall sind vielfaltige Wechselwirkungen zwischen dem Implantatwerkstoff und dem
umgebenden biologischen Medium méglich, die als Basis fir die Bildung von
Abbauprodukten durch chemische und biologische Prozesses dienen kénnen. Aus
diesem Grund ist der qualitative und quantitative Nachweis der Abbauprodukte ein
wichtiger Schritt zur Beurteilung der Vertraglichkeit sowie zum besseren
Verstandnis des Abbauprozesses und der chemischen Wechselwirkung zwischen

dem Implantatwerkstoff und dem Empfangergewebe. Daftir wird die Anwendung
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von anspruchsvollen analytischen Verfahren bendétigt, die wertvolle Informationen
far die Untersuchung von Implantatwerkstoffen, Geweben oder geldsten Stoffen und
Substanzen bzw. Abbauprodukten liefern kénnen. Um die Testergebnisse beurteilen
zu koénnen, sind geeignete analytische Verfahren notwendig, die vorzugsweise aus
dem Bereich der Festkorperspektroskopie stammen sollten und die
Charakterisierung fester Implantat-Reste oder Reaktionsprodukte und von

Spurenkonzentrationen in Gewebe mit Ortsauflésung ermoglichen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Mikro-Raman Spektroskopie zur quantitativen
Charakterisierung von Polylactid als passive Beschichtung eines permanenten
Metallstents eingesetzt. Zur Untersuchung zweier medikamentenfreisetzender
Stent-Systeme wurden Mikro-Partikel-induzierte Rontgenemission und Licht-
mikroskopie verwendet, um die Wirkung des Abbaus des Mg-SEE-Stents und die
Wirksamkeit von zwei Medikamenten zu bewerten. Zum Nachweis der aus dem
metallischen Mg-SEE-Stent = moglicherweise freigesetzten Spuren des
Implantatmaterials wurde zur Untersuchung der Umgebung des Implantats die ns-
Laserablation-Quadrupol-Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

eingesetzt.

4.3.1 Mikro-Raman-Spektroskopie (Li-RS)

4.3.1.1 Das Prinzip

Wenn eine Probe mit monochromatischem Licht eines Lasers im sichtbaren oder
nahen IR-Bereich bestrahlt wird und die Anregungswellenldnge deutlich aufierhalb
des Absorptionsbandes der Probe liegt, kommt es auf Grund der sich periodisch
andernden Feldstarke der elektromagnetischen Strahlung zu einer Schwingungs-
anregung Uber die Elektronenhtille. Somit findet ein Streueffekt statt, der als
Raman-Effekt bekannt ist. Das emittierte Licht besteht aus inelastischer Streuung
mit niederfrequenten Emissionen (Stokes-Streuung, Stokes-Verschiebung oder
Raman-Streuung) und hochfrequenten Emissionen (Anti-Stokes-Streuung oder Anti-
Stokes-Verschiebung) sowie aus elastisch gestreuter Strahlung mit der gleichen
Frequenz wie der Anregungsstrahl (Rayleigh-Streuung). Die Voraussetzung fir den
Raman-Effekt ist die Anderung der Polarisierbarkeit des Molektils wéhrend der

Schwingungsvorgénge. Bei der Raman-Spektroskopie werden meistens nur die
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Streuanteile der inelastischen Streuung berticksichtigt. Die Anwendung der
Technik zur Untersuchung biologischer Proben bietet Vorteile, da Untersuchungen
von Proben in wassriger Losung und/oder mit geringem Probenvolumen moéglich
sind, die Messungen empfindlich in Bezug auf Konformation und Umgebung sind
und quantitative Anwendungen flir Mischungen meist einfacher méglich sind, da
eine geringere Wahrscheinlichkeit fir Bandenuberlappungen im Vergleich zu IR-
Spektroskopie vorliegt. Es koénnen jedoch auch einige Probleme auftreten. So
kommt es oft zur Uberlagerung des Spektrums durch signifikante Fluoreszenz, es
besteht die Gefahr einer Photozersetzung der Probe bei kurzwelligen Anregungs-
quellen und die relativen Bandenintensitidten sind von der Laserfrequenz

abhéngig. [99.100,107,108]

Laut der klassischen Theorie des Raman-Effektes ist die Intensitdt der Raman-
Streuung abhéingig von einem komplexen Ausdruck, der durch eine Anzahl von
Faktoren bestimmt wird und viele von diesen Faktoren sind frequenzabhingig. Die

Intensitat der Raman-Streuung (Iz) wird definiert als: [109]

Ip & VAN (g—g)z (4.1)

wobei: Ip die Intensitdt des anregenden Lasers ist, N ist die Anzahl der streuenden
Molektle in einem bestimmten Zustand, v die Frequenz des anregenden Lasers, o
ist die Polarisierbarkeit der Molektile, Q ist die Schwingungsamplitude der Molektile
und der Parameter (0a/0Q) ist die Polarisierbarkeitsdnderung oder auch der
Wirkungsquerschnitt der Raman-Streuung, der eine materialspezifische Konstante
bei einer bestimmten Wellenldnge ist. Wenn der Wirkungsquerschnitt der Raman-
Streuung (0a/0Q) sowie die einfallende Laserintensitat (I)) konstant bleiben, ist die
Intensitdt der Raman-Bande (Ir) direkt proportional zur Probenkonzentration. Bei
der Raman-Spektroskopie handelt es sich jedoch um ein Einzelstrahlverfahren,
deshalb kénnen Schwankungen in Anregungsquelle, Optik und Probe ein Problem
sein und somit kénnen die Raman-Spektren unvorhersehbare Verschiebungen der
absoluten Intensitdt und der Basislinienstabilitit zeigen. Von daher kann die
absolute Raman-Intensitdt nicht direkt flir eine quantitative Analyse verwendet
werden. Um quantitative Informationen 2zu erhalten, koénnen verschiedene
Methoden verwendet werden: (1) ein interner Standard, der teilweise einige der

unkontrollierten Schwankungen in den Messungen kompensieren kann oder (2) ein
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Banden-Verhéltnis des Analyten, welches gegen eine andere Komponente

normalisiert wird, um diese Schwankungsquellen zu beseitigen. [109,110]

4.3.1.2 Durchfiihrung

Unter Anwendung eines dispersiven Raman-Spektrometers (SENTERRA, Bruker
Optik GmbH, Deutschland) wurden Raman-Spektren aufgenommen. Dieses System
war mit einem Olympus Lichtmikroskop BX51, einem thermoelektrisch gektihlten
Charge-Coupled Device (CCD)-Detektor (-70°C, 1024x256 Pixel)] und einem
Spektrograph mit zwei Gittern auf dem Mikroskop montiert. Die OPUS Software
Version 7.2 (Bruker Optik GmbH, Deutschland) wurde fir die Einstellung der
Messparameter, Messungen, Bearbeitung und Auswertung einschliefSlich der
Grundlinienkorrektur und Bandenintegration verwendet. Das Gerédt arbeitet mit
drei verschiedenen Anregungswellenldngen, die in Tabelle 4.2 aufgefiihrt sind. Die
Spektren wurden bei einer kontrollierten Temperatur von (22 £ 1) °C aufgenommen.
Ein Olympus Mikroskopobjektiv LWD 50x (NA = 0,50) wurde verwendet. Eine
tagliche Verifizierung der relativen Linienposition wurde durchgeftihrt, wobei als
Referenzfrequenz der Phononen-Mode eines Silizium-Wafers bei (521,5 + 0,5) cm!

genutzt wurde.

Tabelle 4.2: Verfiigbare Anregungsquellen fur die p-RS.

Lasertyp
Parameter )
2o Nd:YAG-Laser * He-Ne-Laser Dioden-Laser
Emissionswellenldnge / nm 532 633 785
Ausgangsleistung © / mW 0,2-20 0,2-20 1-100
laterale Auflésung ¢ / pm 0,6 0,8 1,0

entspricht einem frequenzverdoppelten diodengepumpten Laser mit Emission bei 532 nm. ]

entspricht einem Gas-Laser mit Emission bei 632,8 nm unter Luft (He-Ne-Verhéltnis: 5:1). ]
einstellbar auf 1, 10, 25, 50 und 100 % der maximalen Ausgangleistung.
maximal Auflésung (r = 0,61-L/NA), erreichbar durch ein Mikroskopobjektiv von LWD 50x mit NA = 0,50, **?

a
b
c
d
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4.3.2 Mikro-Partikel-induzierte Rontgenemission (u-PIXE)

4.3.2.1 Das Prinzip

Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf der energiedispersiven Detektion der von
der Probe emittierten charakteristischen Réntgenstrahlung als Folge von Ionisation
innerer Schalen, welche durch den Beschuss der Probe mit einem ausreichend
hochenergetischen Ionenstrahl induziert wird (99.113,114, Wahrend dieser Prozesse
finden auch elastische StofsSe (Coulomb-Abstofiung) statt und somit werden die
Teilchen zurtickgestreut, wobei die Kollision der Teilchen mit den Atomkernen zu
einem Energieverlust fihrt. Die Messung der Energieverteilung der riickgestreuten
Teilchen ist als Rutherford-Ruckstreu-Spektrometrie (engl. Rutherford Back-
scattering Spectrometry, RBS) bekannt und liefert die nétigen Informationen, um die

Elementarzusammensetzung sowie Schichtdicken bestimmen zu kénnen [99.113,115],

Die Anregung mit einem Ionenstrahl fihrt zu einer héheren Ionisierungsdichte als
die Anregung mit Rontgenstrahlung bei der RFA, und damit zu einer hoéheren
Empfindlichkeit sowie zu einer geringeren analysierten Probentiefe [114. Der
Ionenstrahl, dessen Durchmesser im Submikrometerbereich (<100 um) liegt,
besteht aus Alpha- oder anderen subatomaren Teilchen wie Protonen oder Helium-
Ionen. Die Empfindlichkeit der Methode liegt je nach Element zwischen 10 und
100 pg-gt [99,113],

Generell entspricht die Probenvorbereitung fiir Ionenstrahlanalysen derjenigen fur
Roéntgenverfahren mit Photonen- oder Elektronenanregung (114 und wenn es sich
um feste biologische Proben handelt, sind keine vorhergehenden Vorbereitungen
erforderlich, wobei die Probengréfse eine Beschrankung sein kann. Aber biologische
Proben, wie z. B. weiches Gewebe, miissen wegen ihres hohen Wassergehalts fiir die
PIXE-Analyse  hochvakuumfest prépariert werden, z.B. durch Cryo-
Fixierung. (113,114 Auch ist es moglich, histologische Praparate problemlos zu
untersuchen, indem das Gewebestlick entwéssert und in Paraffin oder Kunststoff

eingebettet wird.
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4.3.2.2 Durchfiihrung

Die u-PIXE/RBS-Messungen wurden an der Hochenergie-lonen-Nanosonde
LIPSION (116l (Institut far Experimentelle Physik II der Universitidt Leipzig)
durchgefihrt. Das verwendete Ionenstrahl-System besteht aus einem
3,5 MV Singletron™-Ilonen-Beschleuniger (HVE — High Voltage Engineering Europa
B.V., Niederlande) mit einer Ionennanosonde (MARC - Microanalytical Research
Center, Universitdit Melbourne, Australien). Die Messungen wurden unter
Verwendung einer Protonenergie von 2,25 MeV, einem Strom zwischen 100 und
300 pA und einer akkumulierten Ladungsmenge von etwa 400 pC pro Messung
durchgeftihrt. Der Strahldurchmesser betrug etwa 1 um. Die charakteristischen
Roéntgenstrahlen zur Erzeugung der PIXE-Spektren wurden durch einen HPGe-
Rontgendetektor vom Typ Ultra-LEGe-Serie GULO110 mit einer typischen
Energieauflésung von 144 eV bei 5,9 keV (Ultra Low Energie Germanium Detector,
Canberra Industries Inc., USA) detektiert. Als RBS-Detektor wurde ein ringférmiger
PIPS-Detektor vom Typ ANPD300-18-300RM mit einer typischen Energieauflésung
von 20 keV bei 2,25 MeV H* (Passivated Implanted Planar Silicon Detector, Canberra
Industries Inc., USA) eingesetzt. Datenaufnahme und -visualisierung erfolgten mit
den Programmen Microprobe Data Acquisition System (Micro-DAS) v.1.2 bzw. Micro
Probe System (MPSys) v.4.0 (MARC - Microanalytical Research Center, Universitat
Melbourne, Australien). Die aufgenommenen PIXE-Roéntgenspektren wurden mit
Hilfe des GeoPIXE II-Programms von Ryan 1171 (CSIRO — Earth Science and Resource
Engineering, Australien) ausgewertet. Fur die Auswertung von RBS-
Energiespektren wurde das leistungsfihige RUMP-Computerprogramm von
Doolittle 1118]  (Cornell University, USA) verwendet. Rutherford-Ruckstreu-
Spektrometrie-Messungen wurden parallel durchgefihrt, um die Matrix-
Zusammensetzung des untersuchten Bereiches (C-, O- und N-Anteile) zu erhalten
sowie die akkumulierten Ladungen wihrend der p-PIXE-Messungen zu bestimmen.

Dies war notwendig, um eine quantitative Analyse zu erzielen.

Um die Probengeometrie fur eine p-PIXE-Messung an die dafiir nétigen Aluminium-
Probentrager (17,5x13,0 mm) anzupassen, wurden die zu untersuchenden Proben
(angefertigte  histologische Paraffinblocke gestenteter Koronararterien am
Schweinemodell) mit einem Skalpell (Cutfix®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
geschnitten und der hintere Teil mit Siliciumcarbid-Schleifpapier (P320, Korngrofse
46,2 ym, Buehler an ITW Company, USA) bis etwa 5 mm Hoéhe abgeschliffen. Der
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erhaltene Paraffin-Schnitt wurde mit Klebstoff auf dem Al-Trager fixiert. In
Abbildung 4.2 ist die Querschnittsflaiche einer paraffineingebetteten, gestenteten

Koronararterie dargestellt.

a) b)

Abbildung 4.2: Lichtmikroskopische Aufnahme einer in Paraffin eingebetteten Probe vor
und nach der Vorbereitung zur p-PIXE-Messung: a) Original Paraffinblock b) Probe auf
einem PIXE-Al-Trager. Kantenldnge Abbildung und Vergréferung: a) 45,5x60,7 mm, 5x; b)
22,8x30,5 mm, 10x.

4.3.3 Lichtmikroskopie (LM)

4.3.3.1 Das Prinzip

Um in einem Objekt Details wie z. B. Lange, Tiefe und Struktur zu erkennen, dient
ein Mikroskop als Sehhilfe zur vergréfSernden Betrachtung und Abbildung von
kleinen Gegenstdnden. Das Prinzip eines Mikroskops besteht aus zwei
Abbildungsstufen: (1) Projektion, indem durch ein Objektiv ein vergréfiertes und
reelles Zwischenbild des beleuchteten Objektes erzeugt wird, und (2) Vergrofierung

des Zwischenbildes, welches mit Hilfe eines Okulars vergrofiert betrachtet wird. (119]

4.3.3.2 Durchfiihrung

Zur histomorphometrischen Analyse der in Paraffin eingebetteten gestenteten
Koronararterien, die mit Hamatoxylin-Eosin-Farbung angefarbt worden waren,
wurde ein digitales Lichtmikroskop (VHS-600D Generation II, Keyence Corporation,
Japan) verwendet, wobei die erhaltenen histologischen Bilder nach
vorangegangener Justierung (Linearer Mafistab, Genauigkeit +2 pm, Edmund
Optics Inc., USA) mit der computergestiitzten Bildverarbeitung ImageJ 1.48v

(National Institutes of Health, USA) ausgewertet wurden.
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4.3.4 Laserablation-Quadrupol-Massenspektrometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma (LA-ICP-QMS)

4.3.4.1 Das Prinzip

Ein sehr wichtiges Verfahren der direkten Festkorperanalytik, das Informationen
zur Bestimmung der Spuren- und Ultraspurenelementkonzentrationen durch die
Messung interessierender Isotopen liefern kann, ist die Laserablation-
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (LA-ICP-MS). Bei dieser
Technik wird ein Laser zur Ablation eines kleinen Probenvolumens durch
Bestrahlung verwendet. Die erzeugte Wolke verdampfter Probenteilchen wird
anschliefSend mittels eines Gasstroms (z. B. He und/oder Ar) in einen Atomisator
transportiert. Die abgetragenen Probenteilchen werden dort mit einer
hochfrequenzerhitzten induktiv gekoppelten Plasma-Quelle (ICP) durch thermische
Energie ionisiert. Die resultierenden lonen werden gemafd ihrem Masse-Ladung-
Verhéaltnis (m/z) durch einen Quadrupol-Massenanalysator separiert und zur
Umwandlung des Ionenstroms in ein auswertbares Signal mit Hilfe eines Detektors

(z. B. ein Elektronenvervielfacher) registriert. [99-101]

4.3.4.2 Durchfiihrung

Um eine Quantifizierung von Neodym-Spuren in realen Proben (in Paraffin
eingebettete gestentete Koronararterien, die mit Mg-SEE-Stents implantiert worden
waren) vorzunehmen, wurden die Messungen unter der Anwendung eines ns-Laser-
Ablationssystems (UP213 Universal Platform, New Wave Research Inc., USA) und
eines Massenspektrometers mit ICP (Thermo Scientific XSERIES 2 ICP-MS, Thermo
Fisher Scientific GmbH, Bremen) durchgeftihrt (siehe Abbildung 4.3). Das LA-
System verwendet einen Nd:YAG Festkoérper-Laser mit Emission bei 213 nm
(Verfunffachung der Frequenz) und einer Pulsdauer von 3-5 ns. Zur Beobachtung
der Probe ist das System mit einer CCD-Kamera auf einem Mikroskop montiert. Die
Probenoberfldche lasst sich auf einem Probentisch in pm-Schritten in x-, y- und z-
Richtung fur die Ablation positionieren. Die Software MEOLaser Version 1.15.1.0
(New Wave Research Inc., USA) wurde fur die Einstellung des Laser-
Ablationssystems sowie der Messpositionen benutzt. Um die Messposition zu

gewahrleisten, wurde der Mafdstab mit einem linearen Mafdstab (Genauigkeit
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* 2 ym, Edmund Optics Inc., USA) taglich justiert. Nach der Ablation mit den
fokussierten Laserstahlen wurden die verdampften Probenteilchen des zu
untersuchenden Probenmaterials mit Helium als Tragergas in das ICP eingeleitet.
Das sich anschliefSende MS war mit einem elektrischen Quadrupol-Massenfilter als
Analysator und mit einem Elektronenvervielfacher (diskreten Dynoden) mit

Konversionsdynode ausgestattet.

Abbildung 4.3: ns-LA-ICP-QMS-System.

Herstellung von Festkorper-Neodym-Standards

Zur Kalibrierung des Messsystems wurden acht Festkorper-Einzelelementstandards
auf Acrylatbasis mit einem jeweiligen Neodym-Massenanteil von O, 1, 5, 15, 25, 35,
45 und 55 pugg! hergestellt. Dies erfolgte auf Grundlage der Arbeit von
Schwartze [120],

Vorbestimmte Mengen von zwei strahlenhdrtenden Glanzlacken auf Acrylatbasis
unterschiedlicher Viskositdt (hochviskoser Glanzlack 54004, niederviskoser
Glanzlack 4982700002, Schekolin AG, Liechtenstein) wurden mit dem silikonfreien
Entschdumer BYK-1790 (ca. 0,5 Gew.-% bezogen auf die Gesamtformulierung) und
mit dem Dispergieradditiv. DISPERBYK-2155 (ca. 5 Gew.-% bezogen auf den
Fullstoff) (BYK-Gardner GmbH, Geretsried) zusammen eingewogen und mit Hilfe
eines Homogenisiersystems (ULTRA-TURRAX® Tube Drive control, TIKA®-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen) bei einer Drehzahl von 2000 min-! 3 min miteinander

vermischt. Die Glanzlack-Mischung besteht aus 80 Gew.-% hochviskosem und
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20 Gew.-% niederviskosem Glanzlack. Danach wurde der Polymermischung eine
bestimmte Menge eines metallorganischen Komplexes (Neodym(IIll)-acetylacetonate-
hydrat, 31,7 Gew.-% Nd, Sigma-Aldrich Co., USA) zugegeben und unter
Verwendung des ULTRA-TURRAX®-Homogenisiersystems bei einer Drehzahl von
3000 min-! 10 min vordispergiert. Die Polymermischung mit einem Nd-Gehalt von
ca. 5000 pg-g'! wurde nach 10-minttiger Ultraschallbehandlung in einen 80 mL
ZrOs-Mahlbecher mit 3 mm @ ZrO»-Mahlkugeln uberfihrt und mit Hilfe einer
Planetenmuihle (PULVERISETTE 6 classic line, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein) bei
einer Drehzahl von 650 min-! fein dispergiert. Um die Temperatur des Systems
unterhalb 70 °C zu halten, wurde die Mischung 10 min dispergiert und 10 min
pausiert, was einer effektiven Mahldauer von 60 min entspricht. Danach wurde ein
Teil der erhaltenen Nd-haltigen Dispersion auf die gewlinschte Endkonzentration
verdiinnt und homogenisiert. Zur Verdiinnung wurde eine Glanzlack-Mischung auf
Acrylatbasis (80 Gew.-% hochviskoser und 20 Gew.-% niederviskoser Glanzlack)
benutzt, die mit dem silikonfreien Entschaumer BYK-1790 und mit dem Antikrater-
und Verlaufadditiv BYK-350 (je Additiv ca. 0,5 Gew.-% bezogen auf die
Gesamtformulierung) (BYK-Gardner GmbH, Geretsried) zusammen eingewogen und
mit Hilfe des ULTRA-TURRAX®-Homogenisiersystems bei einer Drehzahl von
2000 min-! 3 min miteinander vermischt wurde. Anschlieffend wurden je 200 pL
schaumfrei verdiinnt. Die Nd-haltige Dispersion wurde in einen viereckigen
Aluminium-Probentrager (12x12x2,0 mm) tUberfihrt und danach in einer
Aushartungskammer unter Argon-Atmosphare flir 5 min gelagert, bevor das
Polymer mittels UV-Licht 20 min ausgehartet wurde. Um eine gleichméfSige
Oberflache zu gewdahrleisten, wurde die Oberfliche der Festkorper-
Einzelelementstandards mit zwei Siliciumcarbid-Nassschleifpapieren (Korngrofie
15,3 um -P1200- bzw. 8,4 um -P2500-, Buehler an ITW Company, USA) bei einer
Drehzahl von 300 min! 90 s an einem Schleif- und Poliergerdt (Phoenix® Beta,
Buehler an ITW Company, USA) geschliffen und zuletzt mit 2-Propanol (SeccoSolv®,
Merck KGaA, Darmstadt) abgespult. Auf diese Weise liefSen sich die Nd-haltigen
Festkorper-Arbeitsreferenz-Materialien herstellen (siehe Abbildung 4.4).

Eine Charakterisierung der Neodym-haltigen Festkdrper-Arbeitsreferenz-Materialien

wurde vor der Verwendung durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.4.1 und 4.4.2).
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Abbildung 4.4: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Neodym-Arbeitsreferenzen-Materials.
Kantenlédnge Abbildung und VergrofSerung: 18,2x18,2 mm, 10x.

Randbedingungen

Auf der Grundlage der vorhergehenden Arbeiten von Schwartze (1201 und
Thieleke (1211 wurden als Randbedingungen fir die Untersuchung von Neodym in

Koronararterien die folgenden, in Tabelle 4.3 aufgefiihrten Parameter, verwendet.

Tabelle 4.3: Arbeitsbedingungen fur die Analysen mit ns-LA-ICP-QMS.

LA-System
Laser-Typ Nd:YAG (50) °
Emissionswellenldnge / nm 213
Pulsléange / ns 3-5
Leistungsdichte / J-cm™ 0,10 (70 %)
Pulsrate / Hz 10
Laserspotgrofe / um 100
Ablationsmodus Linie
Scangeschwindigkeit / pm-s™ 10
Helium-Tragergasfluss / L-min™ 1,16
Vorspllzeit /s 30
Auswaschzeit /s 60

ICP-QMS
Plasmaleistung / W 1400
Kiihlgasfluss / L-min™ 12,86
Hilfsgasfluss / L-min™ 0,79
Ar-Zerstdubergasfluss / L-min™ 1,00
Peristaltische Pumpe / mL-min* 0,70
Messzeit pro Isotop / ms 10
Scan-Modus Peak Jump
Gemessene Isotope 13C, 139La, 18Nd

? entspricht einer Verfiinffachung der Laser-Frequenz.
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4 Analyseverfahren zur Untersuchung des Abbauverhaltens von Implantatmaterialien

Um die Empfindlichkeit des ICP-QMS-Systems (Instrumentelle Drift) wihrend der
Messungen zu kontrollieren bzw. zu korrigieren, wurde eine Lanthan-Lésung
(2,0 ng'gl, angesduert mit einer 2 %igen HNOs-Loésung -subboiled-) kontinuierlich
durch einen konzentrischen Quarz Zerstduber (Meinhard-Typ) und eine Zyklon-
Spruhkammer mit Hilfe des Zerstdubergases Argon eingefiihrt. Nach jeder
Inbetriebnahme des ICP-QMS wurde mit einer Tuning-Losung die Empfindlichkeit
ftr 7Li, 115In, 208Pb sowie die Oxid-Bildungsrate im Plasma durch die Messung des
Verhaltnisses 140Cel6Q/140Ce (< 2 %) Uberprift. Die Software Qtegra ISDS Version
2.4.1538.0 (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) wurde far die Einstellung der
Messparameter und die Durchfihrung der Messungen sowie far die

Datenverarbeitung verwendet.

Homogenitat der Arbeitsreferenzmaterial / Kalibrierbereich

Vor einer Erstellung der Kalibrierfunktion wurde jedes Arbeitsreferenzmaterial mit
finf parallelen kontinuierlichen Linienscans mit eine Linge von 600 uym und mit
einem Abstand zwischen den Linien von 200 pm ablatiert und die Homogenitat des
Materials durch die relative Standardabweichung der 13C- und !6Nd-Messsignale
(siehe Tabelle A5.4 im Anhang) Uberprift. Aufgrund des begrenzten Volumens der
Laserkammer (30 cm3) erfolgte die Kalibrierung nur mit finf Neodym-Arbeits-
Referenzmaterialien fir den folgenden Kalibrierbereich: 0 - 35 ugg!. Dieser

Kalibrierbereich wurde im Laufe vorhergehender Tests ermittelt.

4.4 Weitere Charakterisierung

Zur Untersuchung medikamentenfreisetzender Mg-SEE-Stent-Systeme war es
erforderlich, die Charakterisierung sowohl des Empfangergewebes als auch der
selbst hergestellten Referenzmaterialien vorzunehmen. Die dafir notwendigen

Analysen werden in den folgenden Abschnitten beschrieben.
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4 Analyseverfahren zur Untersuchung des Abbauverhaltens von Implantatmaterialien

4.4.1 Bestimmung des Kohlenstoffgehaltes mittels Verbrennungs-
analyse (VA)

4.4.1.1 Das Prinzip

Als Verbrennungsanalyse werden verschiedene Analysetechniken bezeichnet, die
vor allem zur Bestimmung von leichten Elementen, wie Wasserstoff, Kohlenstoff,
Stickstoff oder Sauerstoff in organischen Verbindungen eingesetzt werden. Wie der
Name andeutet, beruht das Verfahren darauf, dass die zu analysierenden Proben
entweder in einem Pyrolysereaktor mit einem Katalysator oder in einem beheizten
Ofen unter oxidierender Atmosphére verbrannt werden. Die entstehenden Gase wie
Wasser, Kohlenstoffdioxid, Stickstoff und Schwefeldioxid werden mit Hilfe einer
Tragergaszufuhr entweder mit Warmeleitfdhigkeitdetektor oder mit Infrarotdetektor

registriert. [99,101]

4.4.1.2 Durchfiihrung

Unter Anwendung eines Kohlenstoff- und Schwefelanalysators (CS-2000, ELTRA
GmbH, Haan) wurden die entsprechenden Proben analysiert. Dieses System ist mit
einer Kombination von Induktions- und Widerstandsofen sowie mit
Infrarotmesszellen als Detektionseinheit des Verbrennungsgases CO; ausgestattet.
10 — 80 mg der Probe (je nach Probe) wurden direkt in einen Verbrennungstiegel der
entsprechenden Apparaturen eingewogen. Die vollstdndige Umsetzung des
Kohlenstoffs in den Proben erfolgte in reinem Sauerstoffstrom bei einer Temperatur
von 1350 °C. Vor den Messungen wurde der Analysator mit zwei zertifizierten
Kohlenstoff-Kalibrationsstandards (59,4 % und 83,0 %, ELTRA GmbH, Haan)
kalibriert. Unter den oben genannten Bedingungen wurde der Kohlenstoffgehalt der

im Folgenden gelisteten Proben analysiert.

Gewebe-Proben

Die in Paraffin eingebetteten Koronararterien ohne Stent wurden mit Xylol (> 99 %,
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) entparaffiniert, mit 2-Propanol (SeccoSolv®,
Merck KGaA, Darmstadt) abgespuilt und zuletzt bei ungefidhr 40 °C fur S min
getrocknet (siehe Abbildung 4.5a).
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4 Analyseverfahren zur Untersuchung des Abbauverhaltens von Implantatmaterialien

Einbettungsmaterial

Das Paraffin (Erstarrungspunkt 56-58 °C, Merck KGaA, Darmstadt) wurde zuerst
klein geschnitten und dann der Kohlenstoffgehalt nach Einwaage direkt bestimmt

(siehe Abbildung 4.5b).

Arbeitsreferenzmaterialien

Die mit Neodym dotierten Festkdrper auf Acrylatbasis fur die Kalibrierung des
ns-LA-ICP-QMS wurden geschnitten (Schnittdicke bis 4 mm) und anschlieffend
direkt gemessen (siehe Abbildung 4.5c).

Abbildung 4.5: a) Koronararterie vom Schwein, b) Paraffin und c¢) Neodym-haltige
Festkorper-Einzelelementstandards auf Acrylatbasis. Kantenldnge Abbildung wund
VergrofSerung: 6,36x5,45 mm, 20x.

4.4.2 Bestimmung des tatsachlichen Elementgehaltes der Neodym-
Arbeitsreferenzenmaterialen mittels ICP-OES

Um die Festkorper-Arbeitsreferenzmaterialien zu charakterisieren, wurde der
tatsachliche Nd-Massenanteil mittels Optischer Emissionsspektroskopie (OES) mit
induktiv gekoppeltem Plasma (ICP) quantifiziert (das wesentliches Prinzip des

Analyseverfahrens wurde schon in Abschnitt 4.2.2 erwdhnt).
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4 Analyseverfahren zur Untersuchung des Abbauverhaltens von Implantatmaterialien

Durchftihrung

Fuar die Ermittlung des Analytgehaltes wurden von den Neodym-dotierten
Festkorpern auf Acrylatbasis mit einem Nominal-Massenanteil zwischen 1 und
55 ng'g! jeweils drei Proben der Massen 150-200 mg entnommen. Mit Hilfe eines
Mikrowellenaufschlusses (turboWAVE, MLS GmbH, Leutkirch) wurde jede dieser
Proben mit einer Aufschlussléosung (2,0 mL 65 %ige HNOs -subboiled- + 1,2 mL
Reinstwasser [0,054 pS-cm-1]) riickstandsfrei aufgelost. Daneben wurden Aliquote
sowohl von den verwendeten Chemikalien (konz. HNO3 -subboiled- + Reinstwasser)
als auch von einer zertifizierten Neodym-Standardlésung ([1000,5 £ 2] pg-mL-1,
p=1,011 gmL1, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) zur Kontrolle bzw. zur
Bestimmung der Widerfindungsrate eingesetzt. Das entsprechende Mikrowellen-
Temperaturprogramm ist in Tabelle A5.1 im Anhang aufgefihrt. Nach dem
Aufschluss der Neodym-dotierten Festkérpern auf Acrylatbasis wurden die
erhaltenen LOsungen mit einer 2 %igen HNOs-Losung (subboiled) auf etwa 25 g

verdunnt.

Der Neodym-Massenanteil wurde mithilfe eines ICP-OES (Spectro Arcos, Spectro
Analytical Instruments GmbH, Kleve) (siehe Tabelle A1l.1 im Anhang,
Messparameter) analysiert. Die Einstellung der Messparameter sowie die
Datenverarbeitung erfolgten durch die Software Smart Analyzer Vision Version

4.02.0834 (Spectro Analytical Instruments GmbH, Kleve).

Die Quantifizierung der mikrowellenbehandelten Proben erfolgte tiber externe
Kalibration mittels finf Standardlésungen, denen Neodym in unterschiedlichen
Konzentrationen (zwischen 10 und 100 ng-g!) zugesetzt wurde. Alle Lésungen
wurden mit einer 2 %igen HNOgz-Losung (subboiled) angesduert. Die
Konzentrationen der Standards wurden nach einer semiquantitativen Analyse so
gewdhlt, dass die Gehalte der zu untersuchenden Proben im mittleren Bereich der
Kalibriergeraden lagen. Drei empfindliche wund stérungsfreie Neodym-
Emissionslinien wurde zur Quantifizierung berticksichtigt (siehe Tabelle A5.2 im
Anhang). Jede Losung der Kalibierstandards sowie der Probe wurde dreimal
gemessen. Aus den Messwerten fir jede Neodym-Spektrallinie wurden mit Hilfe der
Kalibriergeraden und unter Berlcksichtigung der Verdiinnung und der
Widerfindungsrate (WFR) der Neodymgehalt in den entsprechenden Proben sowie
die dazugehoérigen Messunsicherheiten berechnet. Die Ermittlung der

Messunsicherheit (U) erfolgte nach QUAM [102] mit einem Erweiterungsfaktor k =2
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4 Analyseverfahren zur Untersuchung des Abbauverhaltens von Implantatmaterialien

(dies entspricht einem Vertrauensniveau von ungefdhr 95 %). Das erhaltene

Ergebnis war der Mittelwert aus der Auswertung von jeweils drei ungestorten
Messlinien. Wahrend der Messungen wurde eine Gerédtedrift von 1,5 % nicht

Uberschritten, weshalb eine Driftkorrektur nicht erforderlich war.
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Untersuchung des zeitabhangigen
Abbaus von Poly(L-lactid) auf
beschichteten Metallstents

Der erste Teil dieser Arbeit stellt die Entwicklung und die Anwendung einer neuen
analytischen Methode unter Einsatz von Raman Spektroskopie flir die quantitative
Charakterisierung des zeitabhangige Abbaus einer passiven Beschichtung aus
teilkristallinem, biodegradierbarem Poly(L-lactid) [L-PLA] auf einem permanenten

metallischen koronaren Stent vor.

Im Rahmen dieser Arbeit galt es zu untersuchen, inwieweit der Restgehalt von
L-PLA auf beschichteten Metallstents, die in Schweinearterien implantiert und
anschlieffend in einem zweiten Polymer (Polymethylmethacrylat, PMMA) eingebettet
worden waren, identifiziert und quantifiziert werden kann. Hierfir wurde die Mikro-

Raman Spektroskopie eingesetzt.

5.1 Untersuchte Proben

Als Proben wurden Querschnittspraparate gestenteter Schweine-Koronararterien
nach Experimenten unterschiedlicher Dauer und Explantation untersucht. Die
Metallstents bestanden aus einer nicht abbaubaren Kobalt-Chrom-Legierung, die
eine Beschichtung aus biokompatiblem und biodegradierbarem Poly(L-lactid) mit
einer relativ hohen Molmasse (M, = 650 kg'mol-!) aufwies. Als Einbettmaterial

wurde biokompatibles Polymethylmethacrylat (PMMA) verwendet.



5 Untersuchung des zeitabhdngigen Abbaus von Poly(L-lactid) auf beschichteten Metallstents

Die Stents wurden vor der Implantation mit einer PLA-Schicht von ca. 25 um
uberzogen und nach der Explantation in PMMA eingebettet. In Abbildung 5.1 ist ein
typischer Schnitt durch eine Stent-Strebe gezeigt.

Einbettungsmaterial

/ Polymerbeschichtung
(-PLA)

Abbildung 5.1: Lichtmikroskopische Detailaufnahme von einem Querschnitt durch eine
Stent-Strebe. Kantenldnge Abbildung und Vergréfierung: 170x145 um, 1000x.

Die Zusammenhénge zwischen Probe, Stentlokalisation in den Koronararterien des
Tierversuchs und der Verweildauer im tierischen Organismus sind in Tabelle 5.1

zusammengefasst.

Tabelle 5.1: Untersuchte Proben und verwendete Bezeichnung

. . Implantationsdauer
Bezeichnung Koronararterie P /

Monat
P1.1 (Kontrollprobe) 0
P1.2 LCx
P1.3 LCx 6
P1.4 LAD
P1.5 LCx
P1.6 LAD 12
P1.7 RCA
P1.8 LCx
P1.9 RCA 24
P1.10 LCx
P1.11 LAD 36
P1.12 RCA

LAD: Vorderwandkoronararterie, LCx: linke Circumflexarterie, RCA: rechte Koronararterie
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5 Untersuchung des zeitabhdngige Abbaus von Poly(L-lactid) auf beschichteten Metallstents

5.2 Charakterisierung der Stent-Komponenten und des
Einbettungsmaterials

Im né&chsten Schritt wurden unterschiedliche analytische Methoden eingesetzt, um
die Stent-Komponenten und das Einbettungsmaterial zu charakterisieren. Mit der
Mikro-Roéntgenfluoreszenzspektrometrie (u-RFA) erfolgte die Bestimmung der
Zusammensetzung des metallischen Stents. Das fir die Beschichtung verwendete
Polymer-Material (teilkristallin, mit relativer hoher Molmasse Poly(L-lactid)) und das
Einbettmaterial (Polymethylmethacrylat) wurden nach ihren thermischen
Eigenschaften und Kristallinitdt mittels Dynamischer Differenzialkalorimetrie (DSC)
und Roéntgenpulverdiffraktometrie (XRD) charakterisiert. Schliefslich wurde auch
die Mikro-Raman Spektroskopie (u-RS) eingesetzt, um die charakteristischen
Banden bzw. die chemische Bindungen der entsprechenden Polymere zu

identifizieren.

5.2.1 Zusammensetzung der Legierung

Da die Eigenschaften einer Legierung in hohem MafSe von ihrer Zusammensetzung
abhdngen 122l und die Komponenten unterschiedliche Legierungen bilden
konnen 1231, wurde untersucht, ob die Zusammensetzung der Stents dem
Nominalwert entspricht. Die metallischen Streben der Kontrollprobe (Probe P1.1)
wurden zuerst einer qualitativen Analyse unterzogen, bei der héher konzentrierte

Legierungskomponenten nachgewiesen wurden.

In Abbildung 5.2 ist das von der u-RFA erhaltene energiedispersive
Rontgenfluoreszenz-Spektrum fir den Stent dargestellt. Aus dem Spektrum lassen
sich die Hauptbestandteile Kobalt, Chrom, Wolfram und Nickel neben Eisen und
Mangan nachweisen. Dartiber hinaus liegen einige Signale im Energie-Bereich
zwischen 2,5-3,5 keV, die den Rhodium-Linien der Rontgenréhre des Gerats

entsprechen und flir die Auswertung nicht berticksichtigt wurden.
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5 Untersuchung des zeitabhdngigen Abbaus von Poly(L-lactid) auf beschichteten Metallstents

16
Cr-Ka. Co-Ka
14
12 A

10 +

8 - Ni-Ko,

Intensitat / kcps

Mn-Ka
Cr-KB

Mn-KB
Fe-Ka.

Energie / keV

Abbildung 5.2: Energiedispersives Rontgenfluoreszenzspektrum des untersuchten Stents
(Rh-Rontgenrdhre, Leistung 40 kV / 125 puA, unter moderatem Vakuum, Si(Li)-Detektor,
Messzeit 250 s). Oben rechts: Lichtmikroskop-Aufnahme der untersuchten Probe.
Kantenldnge Abbildung und Vergrofierung: 3,2x2,5 mm, S50x.

Die anhand der Roéntgenlinien qualitativ bestimmten metallischen Bestandteile der
Kontrollprobe wurden quantitativ ausgewertet. Das erhaltene Ergebnis ist der
Mittelwert aus der Auswertung von jeweils zehn zufallig ausgewéahlten Stellen auf
den metallischen Streben der Probe. Die auf 100 % normierten quantitativen

Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 zusammengestellt.

Tabelle 5.2: Chemische Zusammensetzung des metallischen Stents.

Element Massenanteil Nominal-Gehalt *
/ Gew.-% / Gew.-%

Co (50,2 £0,3) Rest
Cr (19,4+0,1) 201
W (15,1+0,1) 15+1
Ni (11,0+0,1) 10+1
Fe (2,27 +£0,01) <3

Mn (2,00+0,01) <2

2 Angabe nach DIN 1SO 5832-5 124,
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5 Untersuchung des zeitabhdngige Abbaus von Poly(L-lactid) auf beschichteten Metallstents

Die mittlere Zusammensetzung wurde der Kobalt-Chrom-Legierung L605
zugeordnet. Die ermittelten Werte liegen nahe an der Nominalzusammensetzung

und sind in guter Ubereinstimmung mit dem erwarteten Bereich.

5.2.2 Polymere Bestandteile

Da der Abbauprozess und die Eigenschaften eines biodegradierbaren Polymers im
Allgemeinen abhangig von seiner Morphologie oder Kristallinitdt sowie seiner
chemischen Strukturen sind 1251 und insbesondere der Kristallinitidtsgrad die
hydrolytische = Abbaukinetik  beeinflusst [126], wurden in den folgenden
Abschnitten 5.2.2.1 und 5.2.2.2 Kristallinitit und thermische Eigenschaften
untersucht. Als Untersuchungsmaterial wurden die Rohpolymere (pulverférmiges
L-PLA, das vom Hersteller der Polymerbeschichtung verwendet wurde und

Technovit® 9100 PMMA Pulver) analysiert.

5.2.2.1 Kristallinitat

Das Roéntgen-Pulverdiffraktogramm des Poly(L-lactid)s (siehe Abbildung 5.3) besitzt
einen Reflex relativ hoher Intensitét bei 16,6 °, gefolgt von einem zweiten Reflex bei
19,0 ° mit relativ niedriger Intensitat. Zwischen 10 ° und 16 ° weist das Spektrum
zwei Reflexe bei 12,4 ° und 14,7 ° auf. In dem Bereich zwischen 20 ° und 40 ° folgen
viele Reflexe mit niedrigen Intensitaten. Dartiber hinaus ist ein deutlicher Anstieg
der Untergrundintensitdt im Intervall 5° < 26 < 30 ° zu sehen. Dies kann am
rontgenamorphen Anteil (Doméne) im Polymer liegen, denn L-PLA ist ein
teilkristallines Polymer, das aus kristallinen und amorphen Phasen besteht [24l. Die
starksten vier gemessenen Reflexe teilkristallines Poly(L-lactid)s entsprechen den
Literaturangaben [127.128]. Das Beugungssignal beim Winkel von 16,6° entspricht
dem (200)- oder (110)-Reflex, wahrend dem Winkel-Wert von 19,0° der (203)-Reflex
zuzuordnen ist. Dieses L-PLA-Beugungsmuster ist charakteristisch fir eine

orthorhombische Struktur [128-130],
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—-PLA
— PMMA

relative Intensitat

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Beugungswinkel 2-Theta / °

Abbildung 5.3: Rontgen-Pulverdiffraktogramme von Poly(L-lactid) mit einer relativ hohen
Molmasse und Polymethylmethacrylat. (Cu-Ko; mit A =0,154060 nm, Ro&hrenleistung:
40 kV / 30 mA, Transmissions-Modus, Aufnahmegeschwindigkeit: 0,4 °-min-1).

Im Gegensatz zu L-PLA treten keine Beugungspeaks bei PMMA auf. Stattdessen
sind drei flache Erhebungen im Diffraktogramm (sogenannte Glashtigel, laut
Literatur [103)) bei den Beugungswinkel von ungefdhr 14 ° 30° und 42° zu

beobachten, was auf die amorphe Natur des PMMA hindeutet [131-134],

5.2.2.2 Thermische Eigenschaften

In Abbildung 5.4 ist das DSC-Thermogramm von L-PLA und PMMA zu sehen. Das
Diagramm zeigt eine typische Aufheizkurve eines teilkristallinen Polymers (L-PLA)
und eines amorphen Polymers (PMMA). Die L-PLA-DSC-Kurve weist neben einer
Glastibergangstemperatur (7, bei (61,1 + 0,2) °C eine Rekristallisationstemperatur
(Tw) bei (121,7 £0,9) °C und eine Schmelztemperatur (T.) bei (178,3 £ 0,3) °C auf.
Diese Werte liegen im erwarteten Bereichen [T, (50 —70) °C; T (170 - 190) °C;
Ty < Tk < Tm 241351, Dartiber hinaus zeigt PMMA wie erwartet aufgrund der
amorphen Struktur keinen Schmelzpeak. Die Glasubergangstemperatur liegt bei
(95,5 % 0,2) °C und ist in Ubereinstimmung mit dem entsprechenden Literatur-Wert
[Tg: (95 — 106) °C] (1361,
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endod

Warmestrom

PMMA

N

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Termperatur / °C

Abbildung 5.4: DSC-Thermogramme von Poly(L-lactid) mit einer relativ hohen Molmasse
und Polymethylmethacrylat. T,  Glastibergangstemperatur, Tx: Rekristallisations-
Temperatur, Tm: Schmelztemperatur. (2. Aufheizung, Heizrate: 10 K'min-!, Sptlgas: N»).

5.2.2.3 Charakteristische Raman-Spektren

Die Raman-Spektren von reinem L-PLA und PMMA mit den wichtigsten Banden
sind in Abbildung 5.5 dargestellt. Die zugeordneten molekularen Schwingungen

sind in den Tabellen 5.3 und 5.4 aufgeftihrt.

PMMA

2952 em*
H~
o— 2844 an?
I
CH

2945 em*

Raman Intensitat

3250 2750 2250 1750 1250 750 250
Wellenzahl / cm™!

Abbildung 5.5: Charakteristische Raman-Spektren von Poly(L-lactid) und Polymethyl-
methacrylat bei einer Anregungswellenldnge von 633 nm. (HeNe-Laser, Leistung: 5 mW,
Messzeit: 10 s; Spektralauflésung: 4 cm™1).
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Charakteristische Banden im Bereich 3100-2800 cm! wurden als C-H-
Valenzschwingungen der —CHs- und —CH>—Gruppen identifiziert. Allerdings wurden
die Hauptbanden im Bereich der Raman-Spektren unterhalb von 1800 cm-! (siehe
Abbildung 5.5) beobachtet. Die Bande mit der C=0-Streckschwingung von L-PLA
erscheint bei 1769 cm-!(24.137,138] und bei 1728 cm! fir PMMA [139; entsprechend
werden die Banden im Bereich von 1500 bis 800 cm-! Uberwiegend der —CHs-,
C-H-Deformationsschwingung und der C-O-C-Valenzschwingung zugeordnet. Die
asymmetrische Deformationsschwingung der —CHs Gruppe beider Polymere wurde
bei etwa 1450 cm-! beobachtet [24,137-139], Wie von Kister et al. 1137.138] berichtet, und
spater von Auras et al 241 bestatigt, ist die C-COO-Streckschwingung der
Wiederholeinheiten von L-PLA verantwortlich fir die sehr starke Bande bei
873 cm-1, die sowohl teilkristallinen als auch amorphen Polymeren zugeordnet wird.
Dagegen liegt die stdrkste Bande fir PMMA bei 813 cm'!, sie wird der
symmetrischen C-O-C-Deformationsschwingung zugeordnet [139]. Zusatzlich enthalt
das L-PLA-Spektrum im niederfrequenten Spektralbereich unterhalb von 800 cm-!
finf Banden, die den verschiedenen C=0-, CCO- und COC-Deformations-
Schwingungen [24.137.138] entsprechen (sieche Tabelle 5.3). Die vier Banden im
PMMA-Spektrum entsprechen den verschiedenen CCO-Deformations-

schwingungen [139 (siehe Tabelle 5.4).

Aus Abbildung 5.5 ist auch ersichtlich, dass es moéglich ist, die zwei Polymere
spektral zu unterscheiden, da sie chemisch betrachtet unterschiedlich sind. Im
C-H-Streckschwingungs-Bereich zwischen 3100 cm-! und 2800 cm-! lassen sich
L-PLA und PMMA nur wenig unterscheiden, zwei von den drei Banden Uberlagern
sich, wahrend der sehr kleine Unterschied der dritten Bande beider Polymere nicht
signifikant ist. Im Bereich unterhalb von 1800 cm-! zeigen die Spektren dagegen gut
zu unterscheidende Banden. Diese Unterschiede liegen also in der Fingerprint-
Region, in der sowohl L-PLA als auch PMMA stirken Banden aufweisen: bei
873 cm-! fur L-PLA und bei 813 cm-! fir PMMA. Mithilfe dieser Banden kénnen die

zwei Polymere zuverlassig identifiziert werden.
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Tabelle 5.3: Zuordnungen der Raman-Banden fur L-PLA.

Wellenzahl / cm™ Molekiil/Gruppe Schwingungsmode *
2997 —CH; C—H antisymmetrische Streckschwingung
2945 —CH; C—H symmetrische Streckschwingung
2879 —CH- C—H symmetrische Streckschwingung
1769 -0-CO- C=0 Streckschwingung
1452 —CH3 C—H antisymmetrische Deformationsschwingung
1384 —CH; C—H symmetrische Deformationsschwingung
1300 —CO—CH(CHs)-0- CH Deformationsschwingung
1128 —CH; CH; Schaukelschwingung
1093 —CH(CH3)-0-CO- COC symmetrische Streckschwingung
1043 —CH(CH3)- C—CHj; Streckschwingung
923 —CH(CH3)- C—C Streckschwingung + CH3 Schaukelschwingung
873 —CH(CH3)-0-CO- C-COO Streckschwingung
736 -0-CO- C=0 in-plane Deformationsschwingung
711 -0-CO- C=0 out-plane Deformationsschwingung
411 —CO—CH(CHs)-0- CCO Deformationsschwingung
398 —CO—CH(CHs)-0- CCO Deformationsschwingung
300 —CH(CH;s)-0—-CO-

COC Deformationsschwingung

® Zuordnung nach Literatur

[24,137,138]

Tabelle 5.4: Zuordnungen der Raman-Banden fir PMMA.

Wellenzahl / cm™ Molekiil/Gruppe Schwingungsmode *
3001 —0—CHs;, —C—CHj5 C—H antisymmetrische Streckschwingung
2952 —CH,—, —-O—CHs;, —C—CHj5 C—H antisymmetrische Streckschwingung
2844 —0—CHs;, —C—CHj; C—H symmetrische Streckschwingung
1728 —-C—COO0- C=0 Streckschwingung
1452 —0—CHj3, C—CHs3, —CH,— C—H antisymmetrische Deformation
1242 —-C-0-CO- O—C antisymmetrische Streckschwingung
1185 —-C-0-CO- O—C antisymmetrische Streckschwingung
1160 —-C-0-CO- O—C antisymmetrische Streckschwingung
1122 C—CH; / C—CH,— C—C Streckschwingung
988 —0—-CHj; CH; Schaukelschwingung
969 C—CH3 CH; Schaukelschwingung
813 —CO—-0O—CHs; COC symmetrische Deformationsschwingung
601 —-C-CO-0- CCO symmetrische Deformationsschwingung
487 —-C-CO-0- CCO out-of-plane Drehschwingung
367 —-C-CO-0- CCO in-plane Deformationsschwingung
300 —C-CO-0- CCO in-plane Deformationsschwingung

® Zuordnung nach Literatur

[139]
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5.3 Mikro-Raman-spektroskopische Untersuchung des
Abbauprozesses einer Poly(L-lactid)-Beschichtung eines
metallischen koronaren Stents

Wie in Abschnitt 5.2.2.3 dargelegt wurde, unterscheiden sich die beiden Polymere
in ihrer chemischen Struktur deutlich. Um diese Unterschiede der Polymere in der
Gewebeprobe zu detektieren, wurden Raman-spektroskopische Untersuchungen an
verschiedenen in PMMA eingebetteten L-PLA-beschichteten Koronarstents nach
Experimenten unterschiedlicher Dauer und nach Explantation durchgefiithrt. Durch
die Anwendung von Mikro-Raman-Spektroskopie als zerstérungsfreie und
nichtinvasive Methode liefen sich die Proben ohne spezielle Probenbehandlung und
mit einer lateralen Auflésung von wenigen Mikrometer spektroskopisch analysieren.
Dartiber hinaus konnte Poly(L-lactid) durch geeignete Wahl der Versuchsparameter
sowie Anwendung angepasster Referenzmaterialien sowohl qualitativ als auch
quantitativ bestimmt werden. Die Herstellung von Referenzmaterialien einer
PLA/PMMA-Mischung erfolgte durch das gemeinsame Ausfillen aus der Losung.
Die thermischen Eigenschaften der hergestellten Referenzmaterialien wurden

mittels DSC charakterisiert.

5.3.1 Optimierung der experimentellen Randbedingungen fiir die
Raman-spektroskopische Untersuchungen von PLA in einer
PMMA-Matrix

Da die verschiedenen instrumentellen Parameter (Laserfrequenz, Laserleistung,
Mikroskopobjektiv, Lochblende und Messzeit) einen grofien Einfluss auf die Raman-
Intensitat ausutben 1091 (siehe Gleichung 4.1, Seite 37), wurden Vortests
durchgefiihrt, um den bestmoéglichen Kompromiss zwischen einer hohen
Empfindlichkeit (hohes Signal-Rausch-Verhéaltnis) und minimaler Interferenz

(Fluoreszenz, Absorption, Photodegradation) zu erzielen [140,141],

Zur Reduzierung der Anzahl der verschiedenen Kombinationen aller
instrumentellen Parameter wurden einige davon wie folgt festgelegt: Ein
Mikroskopobjektiv von LWD 50x mit NA =0,50 wurde ausgewahlt und die
Lochblende wurde auf 50x1000 um eingestellt. Um ein besseres Signal-Rausch-

Verhaltnis zu erreichen sowie die Messzeiten und die thermischen Belastungen der
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Proben zu minimieren, wurde jedes Raman-Spektrum im Spektralbereich von 3600
bis 250 cm-! fur eine Integrationszeit von 2 s mit fiinf Akkumulationen (Spektren-

Mittelwertbildung) aufgenommen. Dies entspricht einer Messzeit von 10 s.

Far die Optimierung wurde ein histologisches Schnittpraparat aus der

Kontrollprobe (Probe P1.1, siehe Tabelle 5.1) verwendet.

5.3.1.1 Auswahl der Anregungswellenldnge

Da die Intensitdt der Raman-Streuung sich mit der vierten Potenz der Frequenz
andert [109,142] (siehe Gleichung 4.1, Seite 37), spielt die Auswahl der Anregungs-
Wellenlange eine wichtige Rolle. Daher wurden Spektren der Probe mit dem
dispersiven Raman-Spektrometer (siehe Abschnitt 4.3.1.2) mit drei verschiedenen

Laserquellen (532 nm, 633 nm und 785 nm) aufgenommen.

In Abbildung 5.6 sind die erhaltene Raman-Spektren der Test-Probe dargestellt,
welche auf der gleichen Messposition mit den in Tabelle 4.2 (siehe Kapitel 4,

Seite 38) gelisteten Laserquellen angeregt wurden.

Nd:YAG-(2®)-Laser mit Emission bei 532 nm, 2 mW
= He-Ne-Laser mit Emission bei 633 nm, 2 mwW
- Dioden-Laser mit Emission bei 785 nm, 25 mW

norm. Raman Intensitit / arb. Einheiten

0,0
3250 2750 2250 1750 1250 750 250

Wellenzahl / cm

Abbildung 5.6: Vergleich der Raman-Spektren der untersuchten Probe bei drei
verschiedenen Anregungswellenldngen (Messzeit: 10 s, Spektralauflésung: 4 cm-l). Oben
links: eine lichtmikroskopische Aufnahme der untersuchten Probe mit der markierten
Messposition. Kantenldnge Abbildung und Vergréfserung: 77x75 pm, 1000x.
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Aus der Abbildung 5.6 wird deutlich, dass aufgrund der von der Probe erzeugten
starken Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge von 532 und 633 nm eine
Uberlagerung des sehr stark ausgepridgten Fluoreszenzuntergrundes und dem
Raman-Signal stattfindet. Wie zu erwarten war, tritt bei einer Anregungswellenlange
im emittierten Nahinfrarot-Spektralbereich bei 785 nm keine stérende Fluoreszenz
auf (siehe braunes Spektrum in Abbildung 5.6). Die Stérung durch Fluoreszenz
kann entweder von Verunreinigungen oder von der Probe selbst herrtihren [143,144],
Nach Literaturangaben kénnen ca. 95 % der Polymere wegen unléschbarer
Fluoreszenz mittels Raman Spektroskopie bei einer Anregung im sichtbaren Bereich
nicht analysiert werden [110l. Verglichen mit der Fluoreszenz-Intensitat ist die
Intensitdt der Raman-Streuung sehr klein 1451, weil die Quantenausbeute der
Fluoreszenz als Konkurrenzprozess zum Raman-Effekt um etwa den Faktor 106
intensiver ist 141,143, Diese Uberlagerung von Fluoreszenz und Raman-
Streustrahlung der gleichen Wellenlange fiihrt deshalb zur Verfdlschung der
Raman-Intensitaten und erh6éht das Untergrundrauschen 145, Laserquellen, die im
blauen oder griinen Spektralbereich emittieren, haben einen Vorteil im Vergleich zu
den anderen Quellen, da mit ihnen Raman-Linien erzeugt werden koénnen, die
intensiver als die bei gleicher Leistung mit einer Quelle héherer Wellenldnge
angeregten Linien sind. 991 Demgegenitiber stehen jedoch mogliche Probleme mit
einer zunehmenden Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Fluoreszenz und
unerwlUnschter photochemischer Reaktionen [146l. Nahinfrarotquellen haben im
Vergleich zu den kurzen Wellenldngen zwei grofie Vorteile. Erstens kénnen sie mit
hoherer Leistung betrieben werden, ohne eine Photozersetzung der Probe zu
verursachen. Zweitens haben sie nicht gentigend Energie, um in den meisten
Molektilen eine signifikante Anzahl an fluoreszenzerzeugender, elektronisch
angeregter Zustdnde zu besetzen. Daher tritt mit diesen Laser-Quellen keine
Fluoreszenz auf oder eine, die eine geringe Intensitdt hat. Diodenlaser bei 785 nm

und 830 nm reduzieren in den meisten Fallen die Fluoreszenz erheblich. [99]

5.3.1.2 Auswahl der Laserleistung

Das Raman-Signal ist proportional zur Leistung der Laserquelle, aber diese sollte
unterhalb der thermischen Zersetzungsgrenze der Probe bleiben. Deshalb héangt die
zulassige Laserleistung von der Laserwellenlange und von den Probeneigenschaften

(Absorption, Warmeleitfdhigkeit) ab [142l. Die Ausgangsleistung an der Probe, die zu
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ausreichend intensiven Raman-Signalen innerhalb kurzer Messzeit (z. B. einige
Sekunden) fuhrt, sollte im Spektralbereich zwischen 400 nm und 600 nm bei
einigen 10 mW und zwischen 600 nm und 800 nm bei bis zu einigen 100 mW
liegen [147]. Um die optimale Laserleistung zu ermitteln, wurden Spektren der Test-
Probe mit einem Dioden-Laser bei unterschiedlichen Ausgangsleistungen
aufgenommen. Die erhaltenen Raman-Spektren sind in Abbildung 5.7 dargestellt.
Alle Aufnahmen wurden an der gleichen Messposition bei 785 nm

Anregungswellenlédnge erhalten.

= 100 MW
= 50 mW
— 25mW
= 10 mW
—_—1mW
=
Bl
L
‘»
c
[T
=1
£
c A . I
g
o W S, .
3250 2750 2250 1750 1250 750 250

Wellenzahl / cm!

Abbildung 5.7: Vergleich der Raman-Spektren der Test-Probe bei einer
Anregungswellenldnge von 785 nm mit verschiedenen Ausgangsleistungen. (Dioden-Laser,
Messzeit 10 s; spektrale Auflésung 4 cm-1). Oben links: lichtmikroskopische Aufnahme der
untersuchten Probe mit der markierten Messposition. Kantenldnge Abbildung und
Vergrofserung: 77x75 nm, 1000x.

Aus der Abbildung 5.7 ist ersichtlich, dass im schwarzen Spektrum (Laserleistung
1 mW) keine Bande auftritt. Das bedeutet, dass die Anregungsintensitat nicht grof
genug ist, um die Probe anzuregen. Eine relativ niedrige Banden-Intensitat weisen
die Spektren auf, die mit den Ausgangsleistungen von 10 mW bzw. 25 mW
aufgenommen wurden. Wie erwartet, werden bei einer h6heren Anregungsintensitét
(50 mW bzw. 100 mW) deutlich intensivere Banden erhalten. Trotz Anregung mit
intensiverer Laserleistung (100 mW) wurden unter dem Lichtmikroskop (VHS-600D
Generation II, Keyence Corporation, Japan) weder thermische Zersetzung noch

Oberflachenverdnderungen auf dem bestrahlten Proben-Bereich beobachtet. Bei
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einer Anregung mit 785 nm wird jedoch das Raman-Signal um einen Faktor von
etwa 3,5 verringert (im Vergleich zu einer kurzen Anregungswellenldnge). Um dies
zu kompensieren, wird typischerweise die Laserleistung erhoéht 141, Dartiber hinaus
sind in den Raman-Spektren auch charakteristische Banden im Wellenzahlbereich
unterhalb 1800 cm-! deutlich zu sehen, wiahrend trotz des hohen Anteils an C-H-
Bindungen in beiden Polymeren nur sehr schwache charakteristische Banden im
C-H-Valenzschwingungs-Bereich um 2900 cm-! erkennbar sind. Das liegt daran,
dass die Empfindlichkeit des CCD-Detektors im tiefen Rot-Bereich (bei etwa
1000 nm) sehr schwach ist. Somit wird eine Abschwachung der C-H-Banden bei
der Vermessung mit einer Anregungswellenldnge von 7835 nm beobachtet [148l. In
diesem Fall ist dies kein Problem, da die zwei Polymere PLA und PMMA im Bereich
unterhalb von 1800 cm! gut voneinander unterscheidbar sind (siehe

Abschnitt 5.2.2.3).

5.3.1.3 Auswahl der spektralen Auflésung

Die spektrale Auflosung ist immer ein Kompromiss zwischen mehr Information bei
einer grofSen spektralen Auflésung und einem hoéheren Signal-Rausch-Verhéaltnis
bei einer geringeren spektralen Auflosung [1491. Wichtig ist es, bei der Optimierung
der Messparameter eine gute Auflosung mit einer kurzen Messzeit und dem
bestmoglichen Signal-Rausch-Verhaltnis zu erreichen, wobei gleichzeitig eine hohe

Signalintensitat erzeugt werden soll.

Die Optimierung der spektralen Auflésung wurde unter Anwendung der bereits
optimierten Parameter durch Messung von Spektren bei zwei unterschiedlichen
Aufléosungen vorgenommen. Eine Darstellung der beiden erhaltenen Spektren findet

sich in Abbildung 5.8.

In Abbildung 5.8 ist deutlich zu sehen, dass die unterschiedlichen spektralen
Auflosungen der Spektren zu unterschiedlichen Intensititen des Raman-Signals
(Signal-Rausch-Verhaltnis) fihren. Weiterhin zeigt sich die hohere spektrale
Auflésung von 4 cm! im Vergleich zu 12 cm! anhand der CCO-Deformations-
Schwingungs-Doppelbanden bei 398 cm! wund 411 cm! (siehe Detail in
Abbildung 5.8). Allerdings werden auch die starksten Banden fiir PLA bei 873 cm-!
und fir PMMA bei 813 cm! mit einer spektralen Auflésung von 12 cm! noch

aufgelost. Auch mit der niedrigeren spektralen Auflésung wird daher die
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gewunschte spektrale Information erhalten, wobei auch ein maximales Signal-
Rausch-Verhéltnis erhalten wurde. Fur die weiteren Untersuchungen wurde

deshalb eine spektrale Auflésung von 12 cm-! ausgewéahlt.

Die im Rahmen der Optimierung erhaltenen Parameter sind in Tabelle 5.5

zusammengefasst.

= 12 cm?
= 4cm?

Raman Intensitat

Raman Intensitat

550 400 250
Wellenzahl / cm™?

T ¥ y T y T y y y y T

3250 2750 2250 1750 1250 750 250
Wellenzahl / cm™

Abbildung 5.8: Vergleich der Raman-Spektren der untersuchten Test-Probe bei einer
Anregungswellenldnge von 785 nm mit zwei unterschiedlichen spektralen Auflésungen.
Vergrofierung im Bereich 550-250 cm-!. (Laserleistung 100 mW, Messzeit 10 s). Oben links:
lichtmikroskopische Aufnahme der Test-Probe mit der markierten Messposition.
Kantenlédnge Abbildung und Vergréfserung: 77x75 pm, 1000x.

Tabelle 5.5: Optimierte Parameter fur die p-Raman-spektroskopischen Untersuchungen
von L-PLA in einer PMMA-Matrix.

Mikroskop

Objektiv LWD 50x (NA=0,50)
Lochblende 50x1000 pm

Raman-Spektrometer

Anregungsquelle Dioden-Laser
Emissionswellenldnge / nm 785
Laserleistung / mW 100
Spektrale Auflésung /cm™ 12
Messzeit / s 10
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5.3.2 Entwicklung einer Methode =zur Quantifizierung der
Polylactid-Beschichtung eines metallischen koronaren Stents

Far diese Arbeit ist die Bestimmung der noch vorhandenen L-PLA-Restbeschichtung
in Abhéangigkeit von der Verweildauer des Implantats und der Position in den
Koronararterien von grundlegender Bedeutung, denn dadurch kann der chemische
Abbaumechanismus des biodegradierbaren Polymers im Tiermodell bestatigt
werden. Eine Quantifizierung des Polylactid-Restgehalts ist jedoch eine grofie

analytische Herausforderung, weil:

a. die Proben PLA-beschichtete Metallstents sind, die in einem zweiten Polymer
PMMA eingebettet wurden. Das PMMA ist dadurch auch als Matrix in der
aufgearbeiteten Probe verteilt, weil im Préparationsschritt die Fltissigkeit, die
das Gewebe durchtridnkte, durch das zum PMMA polymerisierende
Methylmethacrylat ersetzt wurde [150.151. Aus diesem Grund handelt es sich
bei diesen Proben um eine komplexe Matrix.

b. der Analyt L-PLA sich in einer Schicht mit einer Dicke im unterem um-
Bereich befindet und dadurch die Quantifizierung mit hoher Ortsauflésung
vorgenommen werden muss.

c. eine Quantifizierung von PLA die Herstellung von Referenzmaterialien (in
diesem Fall Mischungen von PLA und PMMA) voraussetzt, die kommerziell

nicht zur Verfligung stehen.

Unter Berlicksichtigung der oben genannten Aspekte wurden folgende
Arbeitsschritte ausgeftihrt, um die analytischen Probleme zu losen. Um die,
aufgrund der komplexen Matrix notwendige, Selektivitdt zu erzielen, und die
erforderliche Ortsauflésung zu erreichen, wurde die konfokale u-RS eingesetzt,
denn die charakteristischen Banden fiir den Analyt und das Einbettungsmaterial
sind deutlich (selektiv) getrennt (siehe Abschnitt 5.2.2.3 und Abbildung 5.5,
Verwendung der C-COO-Streckschwingung bei 873 cm-! fir PLA und der C-O-C
symmetrischen Deformationsschwingung bei 813 cm'! fur PMMA). Mit dieser
Methode treten fir beide Polymere keine stérenden Banden auf. Da wahrend des
Einbettungsprozesses das PMMA als Matrix in den aufzuarbeiteten Proben verteilt
worden ist, kann das PMMA mit PLA gemischt werden und die resultierenden
Blends koénnen als Arbeitsreferenzmaterialien flir die Quantifizierung eingesetzt
werden. Hierflir muss ein geeignetes Herstellungsverfahren gefunden werden (siehe

Abschnitt 5.3.2.1). Auflferdem kann das PMMA-Signal als interner Standard zur
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Korrektur der absoluten Raman-Intensitdit verwendet werden (wie in

Abschnitt 4.3.1.1 erwahnt wurde).

Da der Analyt und das Einbettungsmaterial aus zwei unterschiedlichen Polymeren
(PLA und PMMA) bestehen, wurden die Referenzmaterialien zur Quantifizierung von
L-PLA auf der Basis einer Mischung dieser beiden Polymere (Polymerblend)

hergestellt. Dadurch wird eine teilweise Matrixanpassung erreicht.

5.3.2.1 Auswahl der Herstellungsverfahren fiir polymere Mischsysteme

Laut Literatur [152] kann das Verfahren zur Herstellung von Polymermaterialien, die
Eigenschaften von zwei unterschiedlichen Polymeren vereinigen, grundséatzlich auf
drei Wegen erfolgen: Mischung in der Schmelze, Mischung durch gemeinsames
Ausfillen aus der Losung und Mischen der Polymerkomponenten durch
Copolymerisation. Obwohl diese drei genannten Verfahren normalerweise im Labor
und auch im technischen Mafistab Anwendung finden [153], werden zur Herstellung
von PLA/PMMA-Blends bevorzugt die Verfahren ,Mischung in der Schmelzen“ oder
»sMischung durch gemeinsames Ausféllen aus Lésung® verwendet. Beim direktesten
Verfahren, dem Mischen der Polymere in der Schmelze, werden allerdings geeignete
Homogenisierungsvorrichtungen benétigt (Walzen, Extruder oder Kneter [152.154)) die

nicht im Labor zu Verfiigung standen.

Fuar den Fall der Mischung von amorphen oder teilkristallinen Polylactiden mit
Polymethylmethacrylat koénnen durch verschiedene Verfahren verschiedene
Homogenitatsgrade erreicht werden [155-157], Es ist zu erwarten, dass PLA/PMMA-
Blends aus teilkristallinem Poly(L-lactid) und amorphem Polymethylmethacrylat nur
unter Einhaltung genau definierter Bedingungen mischbar sind [158-162]. Jedoch
zeigten einige Untersuchungen, dass mehrphasige Blends aus dieser Kombination
erhalten werden und dass der Kristallinitatsgrad von L-PLA in den Polymerblends
mit dem Anstieg des PMMA-Gehaltes sinkt. Dies deutet darauf hin, dass die
Komponenten teilweise mischbar sind [155156,159,161]. Dagegen sind PLA/PMMA-
Blends aus zwei amorphen Polymeren (D,L.-PLA und PMMA) laut Literatur [155.156]
mischbar (einphasiges System), wenn das entsprechende Blend unter Ausfillen

durch Zugabe eines Fallungsmittels erzeugt wurde.
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Bei der Auswahl des Herstellungsverfahrens fiir den Polymerblend musste
berticksichtigt werden, dass sowohl homogene Mischungen erreicht werden als
auch eine Durchfiihrung im Labor realisiert werden kann. Aus diesem Grund kam
im Rahmen dieser Arbeit nur das gemeinsame Ausfillen aus der Lésung in Frage.
Die Anwendung dieses Verfahrens ist flir den vorliegenden Anwendungsfall (durch
die Verwendung von zwei amorphen Polymeren) eingeschrankt, da das zu
untersuchende L-PLA teilkristallin vorliegt. Ein zweites Problem besteht in der
hohen Molmasse des teilkristallinen L-PLA und in der Mischbarkeit eines
Polymerblends, die von der Molmasse der entsprechenden Polymerkomponenten
abhingig ist [163-165]. Die Mischbarkeit in den Blends ist thermodynamisch
wahrscheinlicher, wenn die Polymerkomponenten niedrige Molmasse besitzen [166],
wodurch die Beweglichkeit der Ketten erhéht werden kann, was eine Zunahme der

Mischungsentropie bedeutet [152,154],

5.3.2.2 Einfluss der Molmasse und Kristallinitat von PLA auf die Raman-
Intensitat

Da die kristalline Struktur und die Molmasse der Polymerkomponenten einer
Polymermischung (Polymerblend) eine entscheidende Rolle spielen, wurden
PLA/PMMA-Blends hergestellt, um die Einfluss der Molmasse und der Kristallinitat
von PLA auf die Raman-Intensitdt zu wuntersuchen. Daflir wurden drei
unterschiedlichen Polylactiden und ein Polymethylmethacrylat verwendet. Die
verwendeten Polymere sind in Tabelle 5.6 aufgelistet, wahrend die zur
Charakterisierung der verwendeten Polymere genutzten Roéntgen-Pulver-
diffraktogramme, DSC-Thermogramme und Raman-Spektren der Polymere in den

Abbildungen 5.9 bis 5.11 dargestellt sind.

Die Rontgen-Pulverdiffraktogramme in Abbildung 5.9 zeigen, dass beide teil-
kristallinen L-PLA deutliche Reflexe aufweisen (eine Zuordnung der Reflexe befindet
sich in Abschnitt 5.2.2.1), wahrend das D,L-PLA und das PMMA, wie erwartet, vollig
rontgenamorph sind und im Diffraktogramm keine diskreten Reflexe zeigen. Dies
wurde auch durch die DSC-Untersuchung bestétigt. Die Thermogramme der beiden
L-PLA-Proben sind in der Abbildung 5.10 dargestellt und zeigen einen fur
teilkristalline Materialien typischen Verlauf [104167], Die Kurven zeigen eine

Glastibergangsstufe, eine exotherme Rekristallisation und einen endothermen
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Schmelztemperaturbereich der Kristallite. Die D,.-PLA- und PMMA-DSC-Kurven
zeigen dagegen das Thermogramm eines amorphen, thermoplastischen

Kunststoffs [104,167], Hier ist nur eine GlastUibergangstufe detektierbar.

Tabelle 5.6: Uberblick ausgewahlter Eigenschaften der verwendeten Polymere sowie der
entsprechenden Hersteller.

Eigenschaft L-PLA L-PLA D,L-PLA PMMA
Struktur teilkristallin teilkristallin amorph amorph
Molmasse?, Mw / kg-mol™ 650 120 16,3 120
Tg/°C (61,1£0,7) (66,0 +0,1) (39,6 £0,7) (99,7 £0,7)
Tm/°C (178,3+0,3) (177,5+0,2) - -
Inhirente Viskositat™® / dLg* >7 1,0 0,20 0,20
Hersteller Boehringer Sigma-Aldrich  Sigma-Aldrich  Sigma-Aldrich

Ingelheim

® Herstellerangabe.
®0,1 % in CHCl; bei 25 °C.

i L-PLA (M,,650 kg-mol-1)

relative Intensitat

L-PLA (m,,120 kg-mol-)

D,L-PLA (M,,16,3 kg-mol)

PMMA (M,, 120 kg-mol)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Beugungswinkel 2-Theta / °

Abbildung 5.9: Réntgen-Pulverdiffraktogramme von unterschiedlichen Polylactiden und
Polymethylmethacrylat. (Cu-Ko: mit A =0,154060 nm, Roéhrenleistung 40 kV / 30 mA,
Transmissionsmodus, Aufnahmegeschwindigkeit 0,4 °min-1).

Dartiber hinaus lassen sich die teilkristallinen und amorphen Polylactide mittels

Raman-Spektroskopie unterscheiden (sieche Abbildung 5.11). Beim teilkristallinen
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Polylactid (L-PLA) zeigen sich vier charakteristische Banden bei 923, 873, 736 und

711 cm-l. Das amorphe PLA zeigt nur zwei Banden bei

873 und 736 cm! (eine

Zuordnung der Banden befindet sich in Abschnitt 5.2.2.3).

endo

L-PLA (M, 650 kg-mol?)

Ty

Tk

L-PLA (M,, 120 kg-mol?)

Warmestrom

Ty

D,L-PLA (m,, 16,3 kg-mol?)

PMMA (m,, 120 kg-mol?)

20 40 60

80

100 120

TI"
Ty
Tm
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Abbildung 5.10: DSC-Thermogramme der verwendeten unterschiedlichen Polylactide und

Polymethylmethacrylat.

Ty: Glastibergangstemperatur, Tk: Rekristallisationstemperatur, Tm:

Schmelztemperatur. (2. Aufheizung, Heizrate 10 K-min-!, Spulgas Ny).
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Abbildung 5.11: Raman-Spektren
Polymethylmethacrylat bei

von

drei

einer Anregungswellenldnge von 785 nm.

und
(Dioden-Laser,

unterschiedlichen  Polylactiden

Leistung 100 mW, Messzeit 10 s; spektrale Auflésung 12 cm1).
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Zur Kontrolle der Mischbarkeit beider Polymere wurden drei PLA/PMMA-Blends
mit einem PLA-Massenanteil von 12,5 Gew.-% hergestellt (siehe Abschnitt 5.3.2.3),
wobei fur jeden Blend ein anderes der drei in Tabelle 5.6 aufgefihrten Polylactide
verwendet wurde. Die DSC-Thermogramme der PLA/PMMA-Blends sind in
Abbildung 5.12 dargestellt. Die entsprechenden DSC-Ergebnisse sind in Tabelle 5.7

zusammengefasst.

endod

Blend 1:
L-PLA/PMMA |
(teilkrist./amorph, 650/120 kg-mol?)

Warmestrom

Blend 2:

(teilkrist./amorph, 120/120 kg-mol?)

Blend 3:
p,.-PLA/PMMA

(amorph/amorph, 16,3/120 kg-mol?)

25 50 75 100 125 150 175 200
Termperatur / °C

Abbildung 5.12: DSC-Thermogramme der drei PLA/PMMA-Blends mit unterschiedlichen
PLA-Ausgangsmaterialien. Die Pfeile zeigen den Glastibergangsbereich (2. Aufheizung,
Heizrate von 10 K'min-1, N als Sptlgas).

Tabelle 5.7: Eigenschaften der fur die Herstellung der PLA/PMMA-Blends eingesetzten
Komponenten mit den entsprechenden DSC-Ergebnissen der thermischen
Charakterisierung.

Struktur der M, ? der
Blend Komponenten Komponenten Tg/°C T./°C
PLA PMMA PLA PMMA
1 teilkristallin 650 (119,1 +0,9) n.d.’
2 teilkristallin amorph 120 120 (108,7 £ 0,3) n.d.’
3 amorph 16,3 (103,1+0,3) -

2 Angegebene Molmasse, M,, in kg-mol™.
® nicht detektierbar.
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Die DSC-Ergebnisse zeigen, dass die Kurven der 2. Aufheizung des PLA/PMMA-
Blends mit einem PLA-Massenanteil von 12,5 Gew.-% eine einzige T, aufzeigen
(siehe Abbildung 5.12). Dies bedeutet, dass die PLA/PMMA-Blends ein
thermodynamisch mischbares System im amorphen Zustand bilden. Die
Glastuibergangstemperatur Tg, die eine entsprechende numerische Darstellung eines
Glastibergangsbereiches ist [168], wird oft als Kriterium fiir die Beurteilung der
Vertraglichkeit oder Mischbarkeit von Polymerblends verwendet [156l. Eine Mischung
von zwei miteinander mischbaren Polymeren im amorphen Zustand zeigt nur eine
einzige GlasUbergangstemperatur, die abhéngig von der Zusammensetzung ist. Im
Gegensatz dazu zeigt die Mischung von zwei nicht miteinander mischbaren
Komponenten zwei T,-Werte (Retention der Tg-Werte der beiden Einzelkomponenten)
mit zwei separaten Phasen, die unabhingig von der Zusammensetzung

sind. [156,161,169]

Im vorliegenden Fall war es bei den Blends mit teilkristallinem L-PLA (Blend 1 und
2) schwierig, die endothermen Schmelzpeaks mittels DSC zu detektieren. Aus der
Literatur ist bekannt, dass mit teilkristallinem L[-PLA hergestellte PLA/PMMA-
Blends, in denen der PMMA-Gehalt hoher als 70 Gew.-% ist, keine
Kristallisationspeaks von L-PLA in den DSC-Kurven ergeben [155.156.159] weil das
amorphe PMMA die Kristallisation von L-PLA einschriankt. AufSerdem ist gut zu
erkennen, dass die T, des Blends mit der Abnahme der Molmasse des PLA leicht
sinkt (siehe Abbildung 5.12 und Tabelle 5.7), weil bei niedrigeren Molmassen die
Kettenbeweglichkeit erh6ht und damit die T, erniedrigt wird [1671.

Fur jedes der hergestellten PLA/PMMA-Blends wurden zehn Raman-Spektren
aufgenommen, ausgewdhlte Spektren sind in Abbildung 5.13 dargestellt. Die
Spektren aller drei Blends in Abbildung 5.13 sind sehr dhnlich und zeigen keine
deutlichen Unterschiede, denn die Anzahl der Signale und die Symmetrie der
Banden scheinen alle gleich zu sein. Dartiber hinaus sind die Intensititen der
charakteristischen Banden von PLA und PMMA aller drei Blends vergleichbar (siehe
Abbildung 5.13). Um dies zu bestatigen, wurden die Bandenflaichen von PLA bei
873 cm! und PMMA bei 813 cm! integriert, gemittelt und die relativen
Flachenverhéltnisse der Raman-Banden AL3 /AEYMA berechnet. In Tabelle 5.8 sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen der Flachenverhéaltnisse der drei Blends

aufgefiuhrt.
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873 cm™?
813 cm™?

Blend 1:
1-PLA/PMMA
(teilkrist./amorph, 650/120 kg-mol™?)

Blend 2:
1-PLA/PMMA
(teilkrist./amorph, 120/120 kg-mol™)

Raman Intensitat

o

Blend 3:
p,.-PLA/PMMA
(amorph/amorph, 16,3/120 kg-mol)
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Abbildung 5.13: Raman-Spektren der drei unterschiedlichen PLA/PMMA-Blends bei einer
Anregungswellenldnge von 785 nm. (Dioden-Laser, Leistung 100 mW, Messzeit 10 s;
spektrale Auflésung 12 cm?).

Tabelle 5.8: Raman-Bandenflachen der drei PLA/PMMA-Blends mit unterschiedlichen
Polylactid-Komponenten.

a
Struktur der Komponenten Wiy el absolute Intensitit ° rel. Intensitit
Komponenten
Blend
PLA PMMA PLA PMMA A% AYMA AZS /RGN
1 teilkristallin 650 (1077 £ 81) (10670 + 957) (0,101 + 0,005)

2 teilkristallin  amorph 120 120 (1036 £103) (10532 +1324) (0,098 = 0,007)

3 amorph 16,3 (1127 £92) (11574 +1271) (0,097 £ 0,006)

2 Angegebene Molmasse, M,, in kg-mol™.
b entspricht der integrierten Bandenflache der charakteristischen Banden fiir PLA bzw. PMMA.
¢ entspricht dem Flachenverhiltnis der Blend-Komponenten.

Die Ergebnisse in Tabelle 5.8 zeigen, dass die absoluten Intensitaten zwar leicht
variieren, die relativen Intensitdten jedoch im Rahmen der Standardabweichung
gleich sind. Um zu Uberprifen, ob der Mittelwert der relativen Flachenverhaltnisse
vom teilkristallinen L-PLA mit hoher Molmasse (Blend 1) mit der zu untersuchenden
Probe mit teilkristallinem L-PLA mit mittlerer Molmasse (Blend 2) bzw. mit dem

amorphen D,L-PLA mit niedriger Molmasse (Blend 3) ubereinstimmt, wurde in
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Anlehnung an die Literatur [1701 ein Zweistichproben-t-Test durchgefihrt. In

Tabelle 5.9 sind die Ergebnisse des erhaltenen t-Tests aufgefihrt.

Tabelle 5.9: Ergebnisse des t-Tests zum Vergleich der hergestellten Blends.

. _ b_
Vergleich SR Gl t-Test,P=99%, df " = 18
relativen ..
berechneter kritischer
Bl PLA- k PLA-M,,? ita
end Struktur w Intensitéten t-Wert t-Wert
lund2 teilkrist./teilkrist. 650/120 -0,003 1,85
2,88
lund3 teilkrist./amorph  650/16,3 -0,004 2,82

2 Angegebene Molmasse, M,, in kg-mol™.
b Freiheitsgrad, df = n; + n, — 2, mit n;=n, = 10.

Die t-Test-Ergebnisse zeigen, dass die Differenzen der relativen Intensititen von
-0,003 bzw. -0,004 in Bezug auf das teilkristalline L-PLA mit einer hohen Molmasse
(Blend 1) nicht signifikant sind. Es kann also mit einem Konfidenzniveau von 99 %
gesagt werden, dass obwohl die PLA/PMMA-Blends mit zwei unterschiedlichen
kristallinen Strukturen und drei unterschiedlichen Molmassen hergestellt wurden,
die relativen Intensititen der Raman-Banden aller drei PLA/PMMA-Blends
vergleichbar sind. Aus diesem Grund kann eine Quantifizierung von L-PLA in den
zu untersuchenden Proben mit PLA/PMMA-Blends als Arbeitsreferenzenmaterialien
durchgefiihrt werden, die aus zwei amorphen Polymeren (D,L-PLA und PMMA)

hergestellt wurden.

5.3.2.3 Herstellung der als Arbeitsreferenzmaterialien verwendeten
PLA/PMMA-Polymerblends

Um eine Quantifizierung von L-PLA in der realen Probe vorzunehmen, wurden acht
Tabletten aus PLA/PMMA-Blends als Kalibrationsproben mit einem PLA-
Massenanteil von 6,25; 12,5; 25; 37,5; 50; 62,5; 75 und 87,5 Gew.-% hergestellt.

Die Polymere (amorphes D,L-PLA, M, 16,3 kg'mol-! , Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland, und amorphes PMMA M, 120 kg'mol-!, Sigma-Aldrich Co., USA)

wurden zusammen eingewogen und dann mit Chloroform (> 99,0 %, LiChrosolv®,
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Merck KGaA, Deutschland) als Loésungsmittel unter Verwendung eines
Magnetrithrers bei Raumtemperatur (22 +2 °C) mit 300 U'min! fir 120 min
vermischt. Die PLA/PMMA-Lo6sungen wurden dabei mit einer gesamten Massen-
konzentration von 1 % (w/v) hergestellt. Die Fallung wurde unter Riihren mit einem
zehnfachen Volumentuiberschuss an Petrolether (Benzin 40-60, Reinst, Carl Roth
GmbH + Co. KG, Deutschland) durchgefiihrt. Nach dem Dekantieren wurden die
gewonnen pulverférmigen Polymerblends bei 50 °C fur 72 h getrocknet. Schliefslich
wurden etwa 100 mg des Blends abgewogen und dann bei Raumtemperatur
(22 £ 2 °C) in einer hydraulischen Presse (Perkin-Elmer) bei 100 kN fir 1 min lang
gepresst. Hieraus wurden Tabletten mit einem Durchmesser von 13 mm und einer
Dicke von etwa 50 um (siehe Abbildung 5.14) gewonnen. Um eine mogliche
Hydrolyse wahrend der Lagerung zu minimieren, wurden alle Tabletten bis zur

Verwendung in einem Exsikkator gelagert.

Abbildung 5.14: Lichtmikroskopische Aufnahme einer als Arbeitsreferenzmaterial
verwendeten Tablette aus PLA/PMMA-Blend. Kantenlédnge Abbildung und Vergréfierung:
29x21 mm, 10x.

5.3.2.4 Thermische Charakterisierung der Arbeitsreferenzmaterialien

Die Abbildung 5.15 zeigt die erhaltenen DSC-Thermogramme der zweiten
Aufheizung von PLA pur, PMMA pur und den PLA/PMMA-Blends mit

unterschiedlicher Zusammensetzung.
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Abbildung 5.15: DSC-Thermogramme von PLA und PMMA sowie den entsprechenden
PLA/PMMA-Blends. Die Pfeile markieren den Glastibergangsbereich (2. Aufheizung, Heizrate
von 10 K'min-1, N, als Sptilgas).

Im Temperaturbereich von 30 bis 130 °C ist deutlich zu sehen, dass jede Kurve des
untersuchten Blends eine einzige T, bei mittleren Temperaturen zwischen PLA pur
und PMMA pur zeigt. Dieses Ergebnis belegt, dass die PLA/PMMA-Blends als
thermodynamisch mischbare Systeme im amorphen Zustand vorliegen und in
Ubereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen von Eguiburu et al. 11551 und
Zhang et al. 156 sind. Dartiber hinaus sinkt der T-Wert des Blends mit steigendem
PLA-Gehalt. Eines der am haufigsten angewandten Modelle, um die Abhéangigkeit
der T, von der Zusammensetzung der Mischung zu bewerten und die
Glastibergangs-Temperatur von amorphen Mischungen vorherzusagen [169.171,172]  jst

die Gordon-Taylor Gleichung:

_ WA'Tg,A+km'WB'Tg,B

Tgm (5.1)

watkmwp

Die tiefgestellten Zeichen A, B und m stehen jeweils flir die gemischten
Komponenten A und B und die Mischung (des Blends), wap ist der Massenanteil
der Komponenten A und B in der Mischung. Der Term k» ist ein empirischer

Parameter, der als Mischbarkeit interpretiert werden kann, da er sich auf die Starke
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der Wechselwirkung zwischen den Komponenten einer Mischung bezieht [155,157,161],
Die Abbildung 5.16 zeigt eine Darstellung der GlaslUbergangstemperatur fir PLA
pur, PMMA pur und PLA/PMMA-Blends in Abhangigkeit vom PLA-Massenanteil.
Fur alle Polymerblends wurden, mit zunehmendem PLA-Massenanteil, die T, zu
niedrigeren  Temperaturen verschoben. Die Gleichung 5.1 wurde auf
Versuchsergebnisse angewendet. Die Tg-Werte sind konsistent, wenn sie mit den
vom Gordon-Taylor-Modell geschatzten TgWerten verglichen werden (siehe
Abbildung 5.16). Ein Anpassungsparameter von kn,=0,33 wurde fir die
PLA/PMMA-Blends erhalten. Das bedeutet, dass die Interaktion zwischen PLA und
PMMA relativ schwach ist. Allerding bilden die Komponenten des Blends trotzdem
eine homogene Mischung, weil sie nur einen einzigen Glastibergangsbereich

aufweisen.

130
— — = nach Gordon-Taylor-Gleichung
’\\ ®  experimentelle Ergebnisse
110 {
90 -
O
o
~
= AN
70 A
\\
50 A .
-
30 w T ‘ : ‘ : : :
0 25 50 75 100

PLA-Massenanteil / Gew.-%

Abbildung 5.16: Abhingigkeit der Glastibergangstemperatur von der Blend-Komposition.
Die vertikalen Balken zeigen die Breite des gemessenen Glastibergangs.

5.3.2.5 Quantifizierungsstrategie

Die Raman-Spektren der als Referenzmaterialen eingesetzten PLA/PMMA-Blends
sind in Abbildung 5.17 dargestellt. Auch hier Uberlappen die C-COO-Streckbande
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von PLA bei 873 cm! und die C-O-C symmetrische Streckschwingung von PMMA
bei 813 cm-! nicht. Die resultierenden Molekulschwingungen in den Spektren der
PLA/PMMA-Blends haben die gleiche Symmetrie wie die entsprechenden
Schwingungen in den Spektren der reinen Polymere. Man erkennt deutlich, dass
bei steigendem Massenanteil von PLA auch die Intensitdt der PLA-Bande zunimmt,
wahrend die Intensitit der PMMA-Bande abnimmt. Obwohl dieses Ergebnis nahe
legt, dass die PLA-Bandenintensitdt bei 873 cm! proportional zum PLA-
Massenanteil zu sein scheint, héngt die Intensitdt der Raman-Banden nicht nur
von der Konzentration der Raman-aktiven Substanz, sondern auch von einer Reihe
anderer Faktoren ab (siehe Gleichung 4.1 in Abschnitt 4.3.1). Deshalb erfordert die
Anwendung der Raman-Spektroskopie als analytische Methode zur Quantifizierung
von PLA eine Korrektur der absoluten Intensitdt, und dies wurde durch die
Auswahl einer geeigneten effektiven Kalibrationsstrategie erreicht. Hierzu kann das
relative Verhaltnisverfahren verwendet werden, mit dem die Variationen durch
absolute Intensitdtsschwankungen eliminiert werden koénnen [109. Da keine
Bandentuiberlagerung fur die C-COO Streckschwingung von PLA bei 873 cm'! und
die symmetrische C-O-C Streckschwingung von PMMA bei 813 cm-! vorliegt und
diese ausgewahlten Banden ausreichend intensiv sind, ist es geeignet, eine

univariante Regression zur Quantifizierung von PLA vorzunehmen [173-177],

Um PLA in den Blends mittels einer univarianten Regression zu bestimmen, wurde
die von Shemouratov et al. 1781 entwickelte Quantifizierungsmethode angewandt. Fur
ein bindres System wie einem Blend, das aus nur zwei Komponenten besteht,
Wpra + Wpyma = 1 und zwei isolierte Analysebanden mit den entsprechenden Flachen
Ag%} und A§¥3MA aufweist, wurde die Zusammensetzung aus dem relativen
Flachenverhaltnis der Raman-Banden der C-COO- Streckschwingung von PLA bei
873 cm! und der C-O-C symmetrischen Streckschwingung von PMMA bei 813 cm-!

Ag%/ (A§%§+Ag¥3MA) bestimmt. Dabei steht die Bandenflaiche der C-COO-

Streckschwingung Ag%\ in direktem Zusammenhang mit dem PLA-Massenanteil

und die Bandenfldche der C-O-C symmetrische Streckschwingung AE%MA in

direktem Zusammenhang mit dem PMMA-Massenanteil.
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Abbildung 5.17: Raman-Spektren von PLA, PMMA wund PLA/PMMA-Blends mit
verschiedenen Polymer-Verhaltnissen (PLA-Massenanteil von oben nach unten: 100; 87,5;
75; 62,5; 50; 37,5; 25; 12,5; 6,25 und 0 Gew.-%) — Detail der Abbildung: VergrofSerung im
Bereich 950-750 cm!. (Laserquelle 785 nm, Laserleistung 100 mW, Messzeit 10 s, spektrale
Auflosung 12 cml).

5.3.2.6 Kalibrationsmodell

Um den mathematischen Zusammenhang zwischen dem PLA-Gehalt und dem
relativen Flachenverhaltnis der Raman-Banden zu bestimmen, wurden die acht
Referenzenmaterialien (PLA/PMMA-Blends) mit den PLA-Massenanteilen von 6,25;
12,5; 25; 37,5; 50; 62,5; 75 und 87,5 Gew.-% jeweils 10 mal gemessen. Fur jedes
der erhaltenen 80 Raman-Spektren wurden die Fldchen der Banden von PLA und
PMMA integriert. Das Verfahren der einfaktoriellen Varianzanalyse (engl. Analyse of
Variance, ANOVA) sollte durchgefiihrt werden, um Information Uber die Qualitit
des Korrelationsgrades zwischen den relativen Flachenverhaltnissen der Raman-
Banden Ag% / (Ag%\ + A§11V‘3MA) und dem PLA-Massenanteil wp; 4 zu erhalten. Um diese
ANOVA durchfihren zu konnen, mussten zunédchst die folgenden drei

Grundvoraussetzungen erfullt sein:

a) Die vom Kalibrierstandard verursachte Messunsicherheit sollte klein im Vergleich
zur Messunsicherheit des gemessenen Signals sein [170,179,180], Die

Kalibrationsproben wurden deshalb gravimetrisch hergestellt, um die Beitrdge der
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Messunsicherheit zu minimieren. Unter Einbeziehung aller mdglichen
Messunsicherheitsquellen 1811 lag die relative, erweiterte Messunsicherheit der
Kalibrationsproben Uwpi, zwischen 0,20 und 0,23 % (Erweiterungsfaktor k= 2).
Im Gegensatz dazu lag die relative, erweiterte Messunsicherheit des relativen
Flachenverhéltnisses der Raman-Banden UaZ3, (a2 +a2%"*)) zwischen 1,0 und 5,7 %

(Erweiterungsfaktor k = 2).

b) Der resultierende Wert von mehreren wiederholten Messungen sollte
normalverteilt sein [170,179,180] Der David-Test wurde verwendet, um die
Normalverteilung der Daten zu Uberpriifen (1791801 wobei die berechneten Werte §,
far die relativen Flachenverhéltnisse der Raman-Banden innerhalb der Grenzen fir

n =10 mit P = 99 % lagen (siehe Tabelle 5.10).

c) Die Varianz des Signals muss Uber den verwendeten Bereich der X-Achse gleich
sein [170,179,180], Der Test nach Cochran wurde durchgefihrt, um die Homogenitét
der Varianz zu Uberpriifen (179,180l Dieser Test zeigte, dass der kritische Wert C von
0,325 (P =99 %, n = 10, df = 8) gréfer als der berechnete Wert C (0,319) war, was
bedeutet, dass die gréfdite Varianz nicht signifikant gréfSer als die anderen ist, also

mit einer 99 %-igen Sicherheit die Varianzen homogen sind.

Tabelle 5.10: Statistische Auswertung der berechneten relativen Flachenverhéltnisse der
Raman-Banden: Test nach David.

P=99%,n=10

Woia Signal Standardabweichung
[6€"  ARA/(ABA AR sWmeBaE Cwema e e
0,063 0,0482 0,0050 3,10
0,124 0,1126 0,0108 2,78
0,248 0,2323 0,0071 2,85
0,374 0,3846 0,0139 3,56
2,51 4,24
0,499 0,5018 0,0063 2,68
0,619 0,6290 0,0113 3,91
0,759 0,7802 0,0041 2,90
0,871 0,8840 0,0061 2,95

Eine univariate Regression (engl. Least Squares Regression - LSR) wurde fur die
quantitativen Auswertungen mit Hilfe von Microsoft Office Excel ® Version 2007

angewendet. Um das Modell zu validieren, wurde sowohl eine Residualanalyse als
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auch eine Varianzanalyse (ANOVA) mit einem Signifikanzniveau von 99 %
durchgeftihrt. In Tabelle 5.11 sind Test-Ergebnisse auf Linearitdt der Regression

mit Hilfe der ANOVA zusammengefasst.

Tabelle 5.11: Parameterschitzungen und Varianzanalysetafel fliir den Datensatz des
relativen Flachenverhéltnisses der Raman-Banden/PLA-Massenanteils als Ergebnis einer
linearen Regression mit wiederholten Messungen.

Modellzusammenfassung

Regressions-Statistik Werte
Multipler Korrelationskoeffizient °, R 0,999
Bestimmtheitsmag, R’ 0,999
Korrigiertes BestimmtheitsmaR, R? 0,998
Standardfehler 0,011
Beobachtungen 80

® Einflussvariablen: (Konstante), PLA-Massenanteil.

ANOVA®
o Mittlere .. -
Quelle Freiheitsgrade Quadratsumme F-Statistik Signifikanz, p
Quadratsumme
Regression 1 6,5712 6,57120 52525,57 0,000 °
Residuen 78 0,0098 0,00013

Gesamt 79 6,5810

? Einflussvariablen: (Konstante), PLA-Massenanteil.
bAbhéjngige Variable: relatives Raman-Banden Flachenverhaltnis.

Koeffizienten®

99 %
Pradiktor Koeffizienten Standardfehler t-Statistik Signifikanz, p _ Konfidenzintervall

untere Obere

Achsenabschnitt -0,0158 0,0024 -6,6420 0,000 -0,0221 -0,0095

Steigung 1,0416 0,0045 229,18 0,000 1,0296 1,0536

® Einflussvariablen: (Konstante), PLA-Massenanteil.
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Die ANOVA-Ergebnisse bestatigen, dass statistisch gesehen, ein linearer

Zusammenhang zwischen den Variablen besteht.

Das Bestimmtheitsmafd R? wird in der Literatur als Gutekriterium zur Beurteilung
der Regressionanalyse bezeichnet [170.179], Die Guite der Anpassung des Modells an
vorhandene Daten ist in Tabelle 5.11 zusammengefasst. Das errechnete
Bestimmtheitsmaf® fiihrte zu einer hervorragenden Anpassung des Modells mit
einem Werte tiber 0,99. Das bedeutet, dass 99,8 % der gesamten Variabilitat in dem
relativen Fldchenverhaltnis der Raman-Banden durch das lineare Regressions-
modell erklart werden. Daraus folgt, dass nur 0,2 % der Variabilitat in diesen Daten
durch das Modell nicht erkldrt werden kann. Der Standardfehler (siehe die
Modellzusammenfassung-Tafel in Tabelle 5.11) zeigt eine relativ geringe Streuung,
die in der graphischen Darstellung der Residuen (siehe Abbildung 5.18) schon
erkennbar war. Dartiber hinaus zeigt diese Darstellung ein zufriedenstellendes
Profil fir das lineare Regressionsmodell, weil die Residuen einer
Regressionsfunktion (linear, quadratisch, exponentiell, etc.) wie gefordert zufallig
um den Wert Null (horizontale Achse) gestreut sind, wobei sie keine eindeutige
Tendenz aufzeigen [179. Auch ist in der ANOVA-Tafel zur Signifikanz der
Regressionsgerade in Tabelle 5.11 zu sehen, dass die Wahrscheinlichkeit, dass der
F-Wert (52525,57) auftritt, basierend auf einer F-Verteilung (1,78) kleiner ist als das
Signifikanzniveau 0,01 (P =99 %). Der Zusammenhang zwischen dem relativen
Flachenverhéltnis der Raman-Banden und dem PLA-Massenanteil ist also
statistisch signifikant und somit gibt es einen starken Beweis daftir, dass das

Modell linear ist.

Die Regressionskoeffizienten zur Regressionslinie in der Koeffizienten-Tafel in
Tabelle 5.11 zeigen, dass der geschétzte Steigungsparameter den Wert 1,0416 mit
einer Standardabweichung von 0,0045 aufweist. Der zur Uberprifung der
erhaltenen Steigung des Regressionmodells eingesetzte t-Test zeigt, dass der
erhaltene p-Wert kleiner als das Signifikanzniveau 0,01 (P = 99 %) ist. Dies ist ein
eindeutiger Beweis gegen die Nullhypothese, die annimmt, dass der
Regressionskoeffizient den Wert Null hat. Somit zeigt die Varianzanalyse, dass das
Modell in dem gepruften Intervall des PLA-Massenanteils (0,0625 bis 0,875 g-g-1) bei
99 %-Signifikanzniveau (o < 0,01) linear ist und damit der PLA-Gehalt bestimmt
werden kann. Die Abbildung 5.19 zeigt eine graphische Darstellung der linearen

Regressionsfunktion zwischen den relativen Flachenverhéltnissen der Raman-
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Banden Ag75/(Agrs + Ag13) und den PLA-Massenanteilen wp,,. Die Gleichung der
linearen Kalibrierfunktion ist y = (1,0416 £ 0,012) x - (0,0158 + 0,0063) mit einem
hohen R2-Wert von 0,9985.

o
o
G

Residuen
o
o
o
[ I X
[
[ ]
[ X ]

-0,10 : . : . . .
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
PLA-Massenanteil / g-g!

Abbildung 5.18: Streudiagramm der Residuen.
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Abbildung 5.19: Die erhaltene Kalibrationsfunktion fir Polylactid
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5.3.2.7 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Nachweisgrenze (NG) und Bestimmungsgrenze (BG) wurden tUber die Kalibrier-
geradenmethode nach DIN 32645 1821 ermittelt. Jedoch wird in der Raman-
Spektroskopie typischerweise eine Abschitzung der Nachweis- und Bestimmungs-
grenze Uber das Signal-Rausch-Verhaltnis getroffen [183,184], Um NG und BG durch
das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu bestimmen und beide Verfahren zu
vergleichen, wurden fiunf PLA/PMMA-Blend-Tabletten mit einem PLA-Massenanteil
von 1, 2, 3, 4 und 5 Gew.-% (sieh Abschnitt 5.3.2.3) hergestellt. Fur jeden dieser
Blends wurden zehn Spektren aufgenommen und gemittelt. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen sind in Tabelle 5.12 dargestellten und zeigen, dass beide

Methoden Ergebnisse in der gleichen Gréfienordnung liefern.

Tabelle 5.12: Nachweis- und Bestimmungsgrenze fliir die Quantifizierung von Polylactid
mittels Raman-Spektroskopie.

Methoden zur Ermittlungder NG / Gew.-% BG / Gew.-%

Signal-Rausch-Verhiltnis® 3,1 10
Kalibrationsdaten ° 2,7 9,3

2 NG (S/R-Verhiltnis von 3:1), BG (S/R-Verhiltnis von 10:1) 18384,
® mit einem Konfidenzniveau von 99 % nach DIN 32645 1821,

5.3.2.8 Richtigkeit und Prazision

Um die lineare Kalibrationsfunktion zu validieren und die Leistungsparameter
Richtigkeit und Préazision zu Uberprifen, wurden neun zusatzliche PLA/PMMA-
Blend-Tabletten als Validationsproben mit jeweiligem PLA-Massenanteil von 10, 15,
25, 35, 45, 55, 65, 75 und 85 Gew.-% (siehe Abschnitt 5.3.2.3) hergestellt. Die
Raman-Spektren dieser Blends wurden 6 Wochen nach der Messung der
Kalibrationsproben unabhangig voneinander gesammelt (9 Blends, insgesamt 90
Spektren). Die Bandenfldchen von PLA, AERS und PMMA, AEYMA aus den erhaltenen

Spektren wurden integriert und ihre relativen Verhéaltnisse wurden berechnet.

Die Prazision der Methode wurde durch die relative Standardabweichung der

relativen Fladchenverhéltnisse der Raman-Banden Ag%‘/ (Ag%‘+Ag¥3MA) far 10
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Wiederholungsmessungen charakterisiert. Unter Anwendung des Kalibrations-
Modells (siehe Tabelle 5.11), das aus der Bewertung der Linearitdt erhalten wurde,
konnte der PLA-Gehalt verschiedener Polymerblends bestimmt und die Genauigkeit
durch den Bias als Ausmafd der systematischen Abweichung des Analytwertes
quantifiziert werden. Die Parameter Prazision und Richtigkeit sind in Tabelle 5.13
angegeben. Die Variationskoeffizienten der relativen Flachenverhéltnisse der
Raman-Banden liegen im Bereich von 1 bis 9 %, wihrend der Bias zwischen 1 und

4 % liegt.

Tabelle 5.13: Préazision und Richtigkeit der Methode zur Bestimmung des PLA-Gehaltes
mittels p-RS.

nominaler ermittelter
Won / Gew.-%  Po/(AEE +ASE™) VK" /% (Wpia t VB ) / Bias * / %

PLA e Gew.-%
9,55 0,081 9,0 9,3+34 -2,6
15,05 0,144 4,1 15,3 +3.3 1,9
25,57 0,240 3,0 24,6 £3.2 -3,7
35,10 0,342 3,6 34,2+3.1 -2,6
44,31 0,449 2,3 44,7 +3.1 0,9
54,74 0,551 1,3 53,3+3.1 -2,7
65,11 0,666 1,8 65,8 £3.2 1,1
74,56 0,752 0,6 73,1+3.3 -1,9
85,02 0,867 0,7 85,4 +3.5 0,4

? relativer Variationskoeffizient als quantitatives MaR fiir die Prazision = (absolute Standardabweichung/Mittelwert) x 100) 278,

P V/B: Vertrauensbereich mit einem Konfidenzniveau von 99 % nach Literatur 7%,
© Bias (%) = [(ermittelter Wert — Nominalwert)/Nominalwert] x 100) [17%%%,

In Abbildung 5.20 ist der Vergleich der ermittelten und der Nominalwerte fir die
Kalibrations- und Validationsreihen dargestellt. Obwohl die Kalibrations- und
Validationsproben in zwei verschiedenen Zeitrdumen (mit einem Abstand von
6 Wochen) gemessen wurden, zeigt der resultierende Plot eine sehr gute Linearitat
mit R2=0,9992. Die fur die PLA-Gehalte in den PLA/PMMA-Blends ermittelten
Werte stimmen sehr gut mit den Nominalgehalten tiberein. Diese Ergebnisse zeigen,
dass diese Methode verwendet werden kann, um den PLA-Gehalt in einer PMMA-

Matrix mit einer relativ guten Genauigkeit bestimmen zu kénnen.
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100

y=0,9987x - 0,2421
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Abbildung 5.20: Graphische Darstellung fiir Kalibrations- und Validationsproben.

5.3.2.9 Anwendungsbeispiel

Um die etablierte Methode fir die Analyse einer realen Probe anzuwenden, wurde
die u-RS zur Identifizierung und Quantifizierung von Polylactid in einem
beschichteten Metallstent eingesetzt. Ein etwa S um dicker, in
Polymethylmethacrylat eingebetteter, Querschnitt eines mit Poly(L-lactid)
beschichteten koronaren Metallstent wurde hergestellt und auf einem PMMA-

Mikroskop-Objekttrager platziert.

Die Abbildung 5.21a zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme der untersuchten
Probe mit den entsprechenden Messpositionen. Die PLA-Beschichtung hatte eine
Dicke zwischen 20 und 25 pm. Ein Raman-Linienscan mit einer Scanlédnge von
50 ym wurde vom Implantat Giber die Beschichtung bis in das umliegende Gewebe
durchgefiihrt, wobei die Raman Spektren mit einer Anregungswellenldnge bei
Emission von 785 nm und einer Laserintensitat von 100 mW fliir eine Messzeit von
10 s aufgenommen wurden. Nach der Auswertung von PLA- und PMMA-Banden
wurde das relative PLA-Gehaltsprofil (siehe Abbildung 5.21b) ermittelt, wobei der

entsprechende Bereich der PLA-Beschichtung quantifiziert wurde.
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Das Ergebnis zeigt, dass die entwickelte Methode ein geeignetes analytisches
Verfahren zur Bestimmung der relativen Zusammensetzung von Polylactid in einer

PMMA-Matrix ist.

100 A

O
~

90:
80:
70:
60:
50:

PMMA

40

Implantat

/

30 A

20 A

norm. PLA-Massenanteil / Gew.-%

10 +

|
h |
0 T T T T T 1 7
0 10 20 30 40 50

Abstand / pm

Abbildung 5.21: In Polymethylmethacrylat eingebetteter Querschnitt eines koronaren
metallischen Stents mit einer Poly(lactid)-Beschichtung: a) lichtmikroskopische Aufnahme
(Kantenldnge Abbildung und Vergrofserung: 170x145 pm, 1000x), b) normiertes PLA-
Gehaltsprofil des in linker Abbildung roten markierten Messbereiches.

5.3.3 Untersuchung zum Degradationsverhalten von Poly(L-lactid)

Mit der Kenntnis Uiber das biologische Abbauverhalten eines biodegradierbaren
synthetischen Materials kann, je nach gewlinschter medizinischer Anwendung, die
Abbaurate und die Freisetzung von eventuell integrierten Wirkstoffen angepasst
werden. Daher ist die Bewertung und Kontrolle des biologischen Abbaus dieser
Materialien im lebenden Koérper von wesentlicher Bedeutung. [30.185-193] Um das
Degradationsverhalten von L-PLA zu untersuchen, wurden die angefertigten
Querschnittpraparate  gestenteter = Koronararterien von  Schweinen nach
Experimenten unterschiedlicher Dauer und Explantation analysiert. Die Proben
sind in Abbildung 5.22 zu sehen. Die entsprechenden Bezeichnungen sind in

Tabelle 5.1 aufgelistet.
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P1.1: Kontrollprobe —0 M P1.2:LCx-6 M P1.3:LCx-6 M P1.4:LAD-6 M

P1.5:LCx-12 M P1.6:LAD-12M P1.7:RCA-12 M P1.8:LCx-24 M

P1.9:RCA-24 M P1.10:LCx-36 M P1.11:LAD-36 M P1.12:RCA-36 M

Abbildung 5.22: Lichtmikroskopische Ubersicht der Querschnitte von Koronararterien
(Schwein) nach unterschiedlicher Implantationsdauer eines PLA-beschichteten Metallstents
(Abkirzung: Bezeichnung der Probe: Koronararterie — Implantationsdauer). Kantenldnge
Abbildung und Vergrofserung: 3,9x3,9 mm, 50x.

5.3.3.1 Bestimmung des PLA-Gehaltes eines mit Poly(L-lactid)
beschichteten metallischen koronaren Stents

Die in Abschnitt 5.3.2 entwickelte u-RS-Methode bietet die Moglichkeit, den PLA-
Gehalt in einer nur wenige Mikrometer dicken Polymer-Beschichtung zu
untersuchen. Fur jede Probe wurden n Stent-Streben (siehe Tabelle 5.14) zufillig
ausgewdhlt und mit jeweils zwei Raman-Linienscans entlang der x- und y-Achse
mit 10 Messpositionen im Abstand von ca. 5,6 um vermessen. Die Lange der Linien

betrug 50 um. Der Startpunkt jedes Linienscans befand sich an der Grenze
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zwischen dem metallischen Stent und der PLA-Beschichtung, wie die schematische
Darstellung in Abbildung 5.23 zeigt. Fur jede einzelne Messposition wurde ein
eigenes Spektrum aufgenommen. Die Randbedingungen sind in Tabelle 5.5
aufgelistet. Die aus den Spektren erhaltenen Bandenflichen von PLA, A§L7’§ und
PMMA, ABYMA wurden jeweils erst integriert, danach ihre relativen Verhéltnisse

berechnet und schlief3lich der PLA-Gehalt bestimmt.

Tabelle 5.14: Ubersicht tber die Anzahl der untersuchten Stent-Streben je nach
Koronararterie und Implantationsdauer.

Implantationsdauer / Koronararterie

Kontrollprobe

ez LCx LAD RCA
0 n=>5 - - -
6 - n=6"° n=3 -

12 - n=3 n=3 n=3

24 - n=3 - n=3

36 - n=3 n=3 n=3
Gesamtanzahl 5 15 9 9

® zwei Proben vorhanden.
n = Anzahl der untersuchten Stent-Streben.

PLA-Beschichtung gt agugt 4

Stent-Strebe

Koronararterie

\ PMMA

Abbildung 5.23: schematische Darstellung der Position der Raman-Linienscans
(dunkelblaue Pfeile) auf einer Stent-Strebe zur Messung des PLA-Gehalts der Beschichtung.
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In den Abbildungen A2.1 bis A2.4 im Anhang sind die lichtmikroskopischen
Aufnahmen mit dem untersuchten Bereich (Bilder a und b) und mit den
entsprechenden Messpositionen (Bilder ¢ und d), den Raman-Spektren (Diagramme
e und f) und den PLA-Gehaltsprofilen (Grafiken g und h) fir vier ausgewahlte
Streben von vier verschiedenen Proben nach unterschiedlicher Implantationszeit

eines PLA-beschichteten Metallstent zu sehen.

Die Raman-Spektren, die in den Abbildungen A2.1 bis A2.4 (siehe Diagramme e
und f im Anhang) dargestellt sind, zeigen auch die charakteristische Banden von

PLA und PMMA, die zur Quantifizierung von PLA-Gehalt verwendet wurden.

In den PLA-Gehaltsprofilen (siehe Abbildungen A2.1 bis A2.4, Grafiken g und h im

Anhang) ist deutlich zu erkennen, dass:

e 6 Monate nach der Implantation in einer LCx-Koronararterie der PLA-Gehalt
bis zu etwa 50 Gew.-% und die Schichtdicke zwischen 20 und 25 pm betragt
(siehe Abbildung A2.1 im Anhang).

e 12 Monate nach der Implantation in einer LAD-Koronararterie der PLA-
Gehalt nur noch maximal 30 Gew.-% betrdgt und die Schichtdicke zwischen
20 und 25 um vorliegt (siehe Abbildung A2.2 im Anhang).

e 24 Monate nach der Implantation in einer RCA-Koronararterie der PLA-
Gehalt > 5,4 Gew.-% betrdgt und die Schichtdicke zwischen 20 und 25 pm
vorliegt (siehe Abbildung A2.3 im Anhang).

e 36 Monate nach der Implantation in einer LCx-Koronararterie sowohl der

PLA-Gehalt als auch die Schichtdicke nicht detektierbar war.

Daraus lasst sich ableiten, dass der vollstdndige Abbau von PLA bei den

durchgefiihrten Experimenten mehr als 24 Monate bendtigte.

Eine Zusammenfassung der Bestimmung der PLA-Gehalte ist in Abbildung 5.24
dargestellt, wobei hier der Mittelwert der PLA-Gehalte aus der Auswertung von
jeweils n zufallig ausgewédhlten Positionen auf den Stent-Streben der

entsprechenden Probe dargestellt ist.
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Abbildung 5.24: PLA-Gehalte in Abhé&ngigkeit von der Implantationszeit und von der
Stentposition in der koronaren Schweinearterie.

Aus der Abbildung 5.24 ist zuerst erkennbar, dass die Kontrollprobe einen PLA-
Gehalt von ca. 60 Gew.-% aufweist, obwohl es sich um einen PLA-beschichteten
Metallstent handelt, der nicht implantiert wurde und somit die PLA-Beschichtung
unverandert hoch bei nahe 100 Gew.-% liegen musste. Diese Abweichung kénnte

durch die Diffusionsvorgang der Einbettungsprozedur erklart werden.

Die Einbettung von Gewebeproben in Kunststoff auf Methylmethacryllatbasis
besteht laut Literatur [150.194] aus vier Schritten: (1) dem allgemeinen Fixierungs-
und Entwasserungsschritt, (2) einem Prainfiltrationsschritt, (3) einem
Infiltrationsschritt, und (4) einem Polymerisationsschritt. Bei Schritt (2) wurde die
Probe mit einer Mischung aus flissigem Methylmethacrylat und Harter (eine
Peroxidverbindung) prainfiltriert und bei Schritt (3) mit einer Mischung aus
flissigem Methylmethacrylat (MMA), Harter und PMMA-Pulver infiltriert (150, Das
flichtige MMA hat auch eine niedrige Viskositdt und ermoglicht dadurch eine

schnelle Infiltration der Probe [150],

Unter der Annahme, dass dieser Diffusionsvorgang von Methylmethacrylat-
Molektile in die PLA-Beschichtung in hohem MafSe bei allen Proben stattgefunden
hat, ist davon auszugehen, dass der Massengehalt von PLA bei allen Proben vor der

Implantation gleich hoch (in einer Gréfenordnung von 60 %) war.
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Aufderdem ist zu sehen, dass die PLA-Gehalte unterschiedlicher Proben nach der
Implantation unter dem gemessenen Wert der Kontrollprobe liegen. Wie erwartet
nimmt der PLA-Gehalt mit zunehmender Implantationsdauer von
(60,9 £ 4,4) Gew.-%  (Kontrollprobe) auf O Gew.-% (36 Monate nach der

Implantation) ab.

Um zu uUberprifen, ob die PLA-Gehalte der verschiedenen Koronararterien (LCx,
LAD und RCA) nach gleicher Implantationszeit signifikant unterschiedlich waren,
wurde ein in der Literatur beschriebener Zweistichproben-tTest [170 durchgefiihrt.

In Tabelle 5.15 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 5.15: Ergebnisse des t-Tests zum Vergleich der PLA-Gehalte von Stents, die in
unterschiedlichen Arterien implantiert wurden.

t-Test, P = 99 %, df ®

Standzeit PLA-Gehalt Vergleich ber:\t;\l;:'iter k:i_t‘ilz‘::r

6 Monate LCx (46,2+1,0) LAD (50,4 £3,0) 3,36 3,50°
LCx (30,4+3,3) LAD(29,8+2,8) 0,23

12 Monate LAD (29,8 +2,8) RCA (30,7 £2,2) 0,42 4,60 ©
RCA (30,7+2,2) LCx(30,4+3,3) 0,13

24 Monate LCx (9,7+1,0) RCA(7,1+2,7) 1,59 4,60 ©

® Freiheitsgradzahl, df = n; + n; — 2.
bdf=7, mit ny=6 und n, = 3.
“df =4, mitny=n,=3.

Wie die t-Test-Ergebnisse zeigen, ist der prozentuale PLA-Gehalt nach gleicher
Implantationszeit aber unterschiedlicher Position in den Arterien vergleichbar.
Dartiber hinaus zeigen diese Ergebnisse auch, dass das Polymer nach 24 Monaten
noch nicht vollstdndig abgebaut war, sondern erst nach 36 Monaten (BG fur

Polylactid unterschritten).

Obwohl PLA ein nicht permanentes Implantatmaterial ist, wird es bei den gewé&hlten

Bedingungen langsam, Uiber Jahre, abgebaut. Laut Literatur [24.30,191] kann es beim
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teilkristallinen L-PLA mehr als 24 Monate (2 Jahre) dauern, bis es komplett

resorbiert wird.

5.3.3.2 Degradationsgrad und Abbauverhalten von Poly(L-lactid)

Die quantitative Bestimmung von PLA mit Hilfe der entwickelten Methode p-RS
ermoglichte eine Aussage Uber den Degradationsmechanismus des Polymers im

Mikro-Bereich.

Wie in den vorherigen Ergebnissen gezeigt wurde, dndert sich der PLA-Gehalt durch
die Degradation und es kommt zu einer Abnahme des PLA-Gehalts, sodass bei der
Berechnung des Degradationsgrades (DG) mit der Gleichung 5.2 komplett

ausgewertet werden kann:
Wt

DG =2 w100
= (5.2)

Wto

Hierin ist w der PLA-Massenanteil und die tiefgestellten Zeichen t, und ¢ stehen
jeweils fuir die undegradierte Probe (Kontrollprobe) und die Proben nach den
Experimenten unterschiedlicher Dauer (i=6, 12, 24 und 36 Monate). In
Abbildung 5.25 ist die graphische Darstellung des Degradationsprofils von
Poly(L-lactid) im Tierversuch mit Schweinen nach Anwendung von Gleichung 5.2 zu

finden.

Das Diagramm in Abbildung 5.25 beschreibt das Degradationsverhalten von L-PLA.
Wie erwartet, ergibt das Ergebnis dieser Studie einen Anstieg des Degradations-
grades im Zuge der Implantatverweildauer. Bereits nach 6 Monaten betragt der
Degradationsgrad der PLA-Beschichtung etwa 20 %. Im weiteren Verlauf erfolgt der
Anstieg des Degradationsgrads kontinuierlich und betragt nach 12 Monaten circa
50 % und nach 24 Monaten bis zu 85 %. Nach 36 Monaten ist die PLA-
Beschichtung vollstandig abgebaut. Die Funktionsanpassung durch Regression an
vorhandene Daten ergab ein quadratisches Modell. Das errechnete
Bestimmtheitsmafd fihrte zu einer guten Anpassung des Modells mit einem Werte

von 0,99.

Inwiefern diese Beobachtung auf den Verlauf des Abbauprozesses zurtuckzufiihren

ist, kann durch die hydrolytische Degradation erklart werden. Polylactid gehort zur
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Gruppe der aliphatischen Poly(a-hydroxy ester), deren Estergruppe in Gegenwart
von Wasser hydrolytisch abgebaut wird [24.25,191,193] Nach Auras el at. 241 erfolgt ein
hydrolytischer Abbau von Polylactid uUber Bulk-Erosion, und nicht tuber
Oberflachenerosion, wenn die PLA-Schichtdicke den kritischen Wert von
0,5-2,0 mm nicht tiberschreitet. Bei einer Bulk-Erosion ist die Wasser-Diffusion in
das Polymer schneller als die Degradation der Makromolekitile [24,30,191,195] ynd daher
erfolgt der hydrolytische Abbau homogen [24.30,191,195] unabhangig von der
Polymeroberflache 24,195, Der Abbau von L-PLA erfolgte also in dieser Studie durch
eine hydrolytische Degradation Uber den Bulk-Erosionsmechanismus und dies
konnte durch folgende Beweise bestitigt werden: (1) Der PLA-Gehalt verringerte
sich gleichméafdig Uber die gesamte Polymer-Schichtdicke und (2) die PLA-
Beschichtung ist bis 24 Monate beinah konstant geblieben.

100 | y=-0,0558x+ 4,8098x
R?=0,9902

(e}
o
.

Degradationsgrad / %
[e))
o

40
O LCx
20 1 ¢ LAD
a RCA
0 T T T T T T

0 6 12 18 24 30 36
Implantationsdauer / Monat

Abbildung 5.25: Degradationsprofil von Poly(L-lactid) in dem wuntersuchten Versuchs-
Modell (Schwein) unter Berticksichtigung der Implantationsposition.
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Vergleichsstudie
medikamentenfreisetzender
Mg-SEE-Stent-Systeme

Der zweite Teil dieser Arbeit stellt die experimentellen Ergebnisse der Anwendung
einer alternativen Methode flir den Vergleich dreier bioresorbierbarer Metallstent-
Systeme auf Mg-SEE-Basis (unbeschichtet und medikamentenbeschichtet), die vier

Wochen im Tiermodell eingesetzt worden waren, vor.

Im Rahmen dieser Arbeit galt es zu untersuchen, inwieweit die Wirkung des Stents
auf das umliegende Arteriengewebe sowie die Auswirkung der Freisetzung zweier
Wirkstoffe (Paclitaxel bzw. Sirolimus) eines medikamentenfreisetzenden Stents auf
die zellulare Proliferation wunter Einsatz von Mikro-Partikel-induzierter

Roéntgenemission (u-PIXE) nachgewiesen und bewertet werden kann.

Dartiber hinaus wurde die ns-Laserablation-Quadrupol-Massenspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (LA-ICP-QMS) als zusétzliche Methode angewendet,
um die aus den biodegradierbaren Mg-SEE-Stent-Systemen degradierten Spuren an
Neodym in der Umgebung des Implantats nachzuweisen und ihre Gehalte zu

quantifizieren.



6 Vergleichsstudie medikamentenfreisetzender Mg-SEE-Stent-Systeme

6.1 Untersuchte Proben

Mit einer Stent-Implantation in die Koronararterien von 12 Hausschweinen
erhielten die Tiere nach dem Zufallsprinzip jeweils zwei Implantate: entweder zwei
unbeschichtete Metallstents (BMS) als Referenz, zwei Paclitaxel-freisetzende Stents
(engl. Paclitaxel-Eluting Stent, PES) oder zwei Sirolimus-freisetzende Stents (engl.
Sirolimus-Eluting Stent, SES). Nach der Explantation wurde jedes KoronargefafS in
finf Teile geschnitten: proximale, mediale und distale Stent-Segmente und
proximale und distale Koronargefafs-Segmente. Die Tierversuche, sowie die
Bearbeitung, die Routine-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) und das
Anfertigen der Koronar-Segmente, wurden in einem Auftragslabor unter Beachtung
der daftir etablierten Verfahren durchgefiihrt und die entsprechenden angefertigten
Paraffinbléocke (Abbildung 6.1) wurden von der Firma MeKo Laserstrahl-

Materialbearbeitungen e. K. (Sarstedt/Hannover) zur Verfligung gestellt.

Bei den Proben handelt es sich um histologische Paraffinblocke gestenteter
Koronararterien am Schweinemodell. Hierflir wurden unterschiedliche Stents
verwendet: Der unbeschichtete Metallstent (Abbildung 6.2) bestand aus einer
resorbierbaren = Magnesium-SEE-legierung (1,8x14 mm, MeKo Laserstrahl-
Materialbearbeitungen e. K., Sarstedt/Hannover). Zwei zu prufende medikamenten-
beschichtete Metallstents, die auch aus der resorbierbaren Magnesium-SEE-
Legierung bestanden, wiesen eine beladene biokompatible und biodegradierbare
Polylactid-co-Glycolid-Beschichtung (PLGA) als Arzneistofftrdger mit einer Dicke von
(8,5%1,5) um auf, die entweder mit Paclitaxel (PTX) oder mit Sirolimus (SRL)
versetzt wurde. Die Wirkstoffbeladung betrug 0,25 ng Paclitaxel je mm?2 Stent-
Oberflache bzw. 1,4 ug Sirolimus je mm? Stent-Oberfliche. Eine Zusammenfassung

der untersuchten Proben ist in Tabelle 6.1 aufgelistet.
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Abbildung 6.1: Lichtmikroskopische Aufnahme von zwei in Paraffinblécken eingebetteten
Proben von Koronararterien: a-b) distale Vorderwand-Koronararterie (d-LAD), c-d) gestentete
distale Circumflexarterie (d-LCx). Kantenldnge Abbildung wund Vergroflerung: a/c)
45,5x60,7 mm, 5x; b/d) 4,55x6,07 mm, 50x.

=K

y & — Y = r D € £
Fﬁb};@gafb—a—_’k\(”nzu

B —
1,5mm

250 um 50 pm

Abbildung 6.2: REM-Sekundarelektronenaufnahme eines unbeschichteten Metallstents
(BMS). Beschleunigungsspannung 10 keV (Rasterelektronenmikroskop JSM-6610LV,
JEOL Ltd.). Kantenlédnge Abbildung und Vergroferung: a) 15,3x11,4 mm, 6x; b)
2,56x1,92 mm, 50x; c) 512x381 um, 250x.
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Tabelle 6.1: Ausgewéahlte Proben und verwendete Bezeichnungen.

Bezeichnung Stent-Typ ° K:?::::a:::;?; b
P2.1 p-LAD
P2.2 d-LAD
P2.3 ) p-LCx
P2.4 d-LCx
P2.5 p-LAD
P2.6 m-LAD
P2.7 d-LAD

BMS
P2.8 p-LCx
P2.9 m-LCx
P2.10 d-LCx
P2.11 p-LAD
P2.12 m-LAD
P2.13 d-LAD
PES
P2.14 p-LCx
P2.15 m-LCx
P2.16 d-LCx
P2.17 p-LAD
P2.18 m-LAD
P2.19 d-LAD
SES
P2.20 p-LCx
P2.21 m-LCx
P2.22 d-LCx

a

@™

S: unbeschichteter Metallstent, PES: Paclitaxel-freisetzender Stent,
SES: Sirolimus-freisetzender Stent.

E
® LAD: Vorderwandkoronararterie, LCx: linke Circumflexarterie,

p: proximales Segment, m: mediales Segment, d: distales Segment.

6.2 Charakterisierung der Komponenten und der Mg-SEE-
Stent-Systeme

Um die Komponenten des unbeschichteten Mg-SEE-Stents sowie die
medikamentenfreisetzenden Mg-SEE-Stent-Systeme zu charakterisieren, wurden

folgende analytische Methoden eingesetzt: optische Emissionsspektroskopie mit
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induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) fir die Bestimmung der genauen
Zusammensetzung der Stent-Legierung, Schwingungsspektroskopie (Infrarot und
Raman) als Fingerabdruck der verwendeten Wirkstoffe, des Arzneistofftragers und
des Einbettmaterials sowie Dynamische Differenzialkaloriemetrie (DSC) fir die
Ermittlung der thermischen Eigenschaften von PLGA als Arzneistofftradger. Dartiber
hinaus wurde auch die Mikro-Raman-Spektroskopie (u-RS) zur Charakterisierung
der originalen medikamentenfreisetzenden Mg-SEE-Stent-Systeme verwendet, um
das Auftreten von chemischen Bindungen bzw. Wechselwirkungen des Wirkstoffs

mit dem Arzneistofftrager zu tiberprifen.

6.2.1 Metallische Bestandteile

Die ermittelten Ergebnisse sind in Tabelle 6.2 zusammengestellt.

Tabelle 6.2: Chemische Zusammensetzung der Stent-Legierung.

Element Massenanteil Nominalgehalt ®
/ Gew.-% / Gew.-%
Mg (88,7 +0,6) Rest
Dy (9,18 + 0,05) 8-12
Nd (1,01+0,02) 05-1,5
Zn (1,26 £ 0,03) 05-15
Zr (0,07 £0,01) 0,10-0,30

? Herstellerangabe

Die Ergebnisse in Tabelle 6.2 zeigen, dass die ermittelten Elementgehalte mit
Ausnahme des Zirkoniums im erwarteten Bereich (Nominalgehalt) liegen. Eine
Ursache fur diese Abweichung ist die Tatsache, dass Zirkonium eine Dichte von
6,5 g-cm3 (viel héher als die Mg-Schmelze) aufweist. Solange die Schmelze wahrend
der Legierungsherstellung nicht richtig gertihrt wird, kénnen deshalb metallische
Zr-Teilchen gebildet werden, wachsen und abgelagert werden [196]. Eine kleine
Menge an Zirkonium wird in aluminiumfreien Magnesiumlegierungen als
Kornverfeinerungsmittel zugegeben, um eine homogene Mikrostruktur zu

erhalten [19¢l. Eine geringere Menge an Zirkonium wéare im vorliegenden Fall jedoch
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kein grofies Problem: die Kornverfeinerung von Magnesiumlegierungen durch Zr-
Zugabe macht sich besonders bei sehr niedrigen Zr-Gehalten (0,04 und
0,15 Gew.-%) bemerkbar, denn ihre Effizienz ist héher im Vergleich zu anderen

Verfahren [197],

6.2.2 Organische Bestandteile

6.2.2.1 Schwingungsspektroskopische Charakterisierung

Die Schwingungsspektren von reinem Paclitaxel, Sirolimus, PLGA und Paraffin sind
in Abbildung 6.3 dargestellt. Die wichtigsten molekularen Schwingungen sind nach

der entsprechenden Literatur, wie folgt zugeordnet:

A. Paclitaxel — PTX (Abbildung 6.3a):

e [R-Spektrum: Die N-H-Valenzschwingung fihrt 2zu der breiten
Absorptionsbande im Bereich 3500 — 3330 cm-!. Die Banden bei 2976 und
2885 cm! bzw. die Bande bei 2935 cm! werden durch die asymmetrische und
symmetrische -CH»—Streckschwingung wund die -CHs-Streckschwingung
verursacht. Die C=0-Valenzschwingung fihrt zum Auftreten einer starken
Doppelbande zwischen 1740 bis 1715 cm-!. Eine starke Absorptionsbande bei
1650 cm-! ist hauptsadchlich der C=0-Valenzschwingung der Amid-Gruppe
zuzuordnen. Die C-N-Valenzschwingung und die C-O-C-Valenzschwingung von
Ester treten bei 1275 cm! bzw. bei 1252 cm-! auf. Die Ringschwingung und die
out-of-plane C-H-Deformationsschwingungen der Aromaten liegen bei 1074,

975 und 710 cm-1. [(198]

e Raman-Spektrum: Die Phenyl-Gruppen und Alkyl-Bindungen von Paclitaxel

tragen zu einer starken aromatischen CH-Streckschwingungs-Bande bei
3070 cm! und zu einer —CHs-Streckschwingungs-Bande zentriert bei 2939 cm-!
bei. Die charakteristische C=0O-Streckschwingung erscheint bei 1719 cm-1! [199],
Bei 1602 cm! tritt die C=C-Streckschwingung auf 199,200l Dije C-C-
Streckschwingungs-Bande liegt bei 1002 cm-! und die Bande bei 617 cm-! wird

durch die Schwingung der Benzolringe in der Struktur verursacht [200],
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6 Vergleichsstudie medikamentenfreisetzender Mg-SEE-Stent-Systeme

B. Sirolimus — SRL (Abbildung 6.3b):

e [R-Spektrum: Banden bei 3430, 2935, 1720 und 1634 cm! kénnen den
Streckschwingungen der O-H, C-H, C=0O und CH=CH Gruppe zugeordnet
werden. Die Banden bei 1450 und 1380 cm! sind die asymmetrische und
symmetrische C-H-Deformationsschwingung. Das Signal bei 1097 cm!
entspricht der charakteristischen Bande der C-N-Valenzschwingung, wahrend
bei 995 und 760 cm! die out-of-plane Drehschwingung von C=C und C-H zu
sehen sind. [201]

e Raman-Spektrum: die C-H-Streckschwingungen erscheinen im Bereich von

2800 cm! bis 3100 cm!. Bei 1634 cm-! tritt die CH=CH-Streckschwingung auf.

Schwache Banden im Bereich der —CHy—Deformationsschwingungen sind bei
ca. 1200 cm! zu beobachten. 2021 Zudem ist die intensivste Bande der drei
konjugierten Doppelbindungen bei 1634 cm! insbesondere flir qualitative

Identifizierung von SRL bekannt. [203]

C. PLGA 85:15 (Abbildung 6.3¢):

e [R-Spektrum: Die sehr schwachen Banden zwischen 3000 und 2700 cm-!
sind charakteristisch fir die aliphatischen >CH—, -CHx— wund -CHs-
Streckschwingungen (204,  Das Spektrum zeigt auch charakteristische
Absorptionsbanden bei den Wellenzahlen 1745 cm! (v C=0), 1452 cm!
(0as CH3), 1381 cm! (3s CH3), 1270 cm-! (t CHz), 1167 cm-! (vas COC), 1131 cm-!
(pas CH3), 1086 cm! (v¢ COC), 1048 cm-! (vas C—-CH3) und 957 cm-! (p CHs) [205].
Die CH-Schwingung erscheint bei 750 cm-1 [206],

e Raman-Spektrum: Die starksten Signale bei 3002 cm! und 2947 cm!

entsprechen den Valenzschwingungen der —-CHs- und —-CH,—Gruppen. Die
Bande der C-H-Valenzschwingung erscheint bei 2880 cm! und die
charakteristischen C=0-Streckschwingungen bei 1769 cm-!. Die asymmetrische
Deformationsschwingung der -CHz Gruppe wird zusammen mit der
Deformationsschwingung der —CH.—Gruppen bei etwa 1452 cm-! beobachtet.
Zuletzt tritt eine C-COO-Streckschwingung bei 874 cm-! auf. [207]

D. Paraffin (Abbildung 6.3d):

e IR-Spektrum: die Absorptionsbanden bei 2960 cm-!, 2920 cm-! und
2850 cm! sind charakteristisch fiir die aliphatischen CH-Streckschwingungen.
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Das Signal bei 1462 cm-! ist mit der CH-Biegeschwingung zu assoziieren. Die
symmetrische C-H-Deformationsschwingung von der -CHs-Gruppe Dbei
1380 cm! und die ~-CH,—Schaukelabsorptionsbande bei 730 cm-! bestéatigen die
lineare gesattigte aliphatische Struktur vom Paraffinwachs. [208]

e Raman-Spektrum: Die starken Banden bei 2885 cm-! und 2850 cm-! werden

den asymmetrischen und symmetrische -CH,—Streckschwingungen zugeordnet.
Bei 1440 cm! und 1295 cm! treten die Banden von —-CH;—Deformations-
Schwingung und -CH,—Drehschwingung auf. Die symmetrischen und
asymmetrischen C-C-Streckschwingungsbanden erscheinen bei 1130 cm-! und

1060 cm-1. [209]

Nach erfolgten Signalzuordnungen erscheinen die charakteristischen IR- bzw.
Raman-Banden in den Spektren aller untersuchten Substanzen im erwarteten
Bereich. Dartiber hinaus ist aus der Abbildung 6.3 ersichtlich, dass diese
Substanzen sich anhand ihrer unverwechselbaren Schwingungsbanden eindeutig

identifizieren lassen.

6.2.2.2 Thermische Eigenschaften von PLGA als Arzneistofftrager

Das experimentelle DSC-Thermogramm von PLGA 85:15 ist in Abbildung 6.4 zu
sehen. Diese zeigt eine typische Aufheizkurve eines amorphen Polymers. Die DSC-
Kurve weist einen Glastibergang bei 7T,;=(52,2%0,5)°C auf und ist in

Ubereinstimmung mit dem entsprechenden Literatur-Wert [Ty (50-55) °C] [210],

endod

Warmestrom
~|

20 40 60 80 100 120 140
Termperatur / °C

Abbildung 6.4: DSC-Thermogramm von Polylactid-co-Glycolid. T,  Glastibergangs-
Temperatur. (2. Aufheizung, Heizrate: 10 K'min-!, Spuilgas: Ny).

Seite 103



6 Vergleichsstudie medikamentenfreisetzender Mg-SEE-Stent-Systeme

6.2.3 Medikamentenfreisetzende Mg-SEE-Stent-Systeme

Da die Raman-Spektroskopie ein leistungsfdhiges analytisches Verfahren zur
Strukturuntersuchung verschiedener Arten von Proben und ihrer Wechselwirkung
mit anderen Molekulen ist 211l wurden Raman-Spektren aufgenommen, um die
Beschichtungs-Komponenten (Wirkstoff und Arzneistofftrager) auf der Stent-

Oberflache zu identifizieren und ihre moéglichen Wechselwirkungen nachzuweisen.

Die Abbildungen 6.5 und 6.6 zeigen die entsprechenden Spektren nach der
Spektralanalyse im Bereich unterhalb von 2000 cm-! beider untersuchter Systeme
(PES und SES). Wie aus den Abbildungen 6.5a und 6.6a zu ersehen ist, weisen die
Spektren sowohl die drei wichtigsten Schwingungen von PTX (v C=C bei 1602 cm-!,
v C—C bei 1002 cm-! und o >CH bei 671 cm-1) und von SRL (v >C=C{bei 1634 cm-!,
® CHz bei 1208 cm! und t CH: bei 1192 cm!) als auch die drei intensiven Raman-
Banden von PLGA (v C=0O bei 1770 cm, 6§ CHz bei 1452 cm! und v C-COO bei
874 cm-1) auf. Die zwei medikamentenfreisetzenden Mg-SEE-Stent-Systeme weisen
charakteristische Banden der funktionellen Gruppen der entsprechenden Wirkstoffe
(PTX bzw. SRL) und dem Arzneistofftrager (PLGA) auf, was darauf hindeutet, dass
diese Raman-Spektren aus einer Uberlagerung der getrennten Komponenten
resultieren koénnten. Um dies 2zu bestitigen, wurde eine sogenannte
Spektrensubtraktion [174.212] durchgefiihrt, um das PLGA-Signal als Arzneistofftrager
zu beseitigen. Als ausgewdahlter Schwingungsmodus zur Normierung der Spektren
wurde die C-COO-Streckschwingungs-Bande von PLGA bei 874 cm-! ausgewahlt
(siehe Abbildung 6.5b und 6.6b). Die erhaltenen Raman-Spektren von PTX bzw.
SRL nach der Subtraktion des PLGA-Signals (siehe Abbildung 6.5¢ und 6.6¢)
stimmen in den Positionen der auftretenden Banden gut mit den entsprechenden
gemessenen Spektren der reinen Substanzen Uberein (siehe Abbildung 6.5d und
6.6d). Auch ist zu bemerken, dass das erhaltene Spektrum von PTX ein starkeres
Rauschen im Vergleich zum SRL-Spektrum zeigt. Laut Literatur 1741 ist das
Rauschen aufgrund des Subtraktionsverfahrens und der niedrigen Konzentration
des Wirkstoffs zu erwarten. Der PTX-Massenanteil in PLGA war etwa 5-mal kleiner
als der SRL-Massenanteil in PLGA. Da eine Anderung der Intensitit oder eine
Verschiebung zweier spezies-spezifischer Banden eine Wechselwirkung zwischen
zwei oder mehr Spezies bedeuten kann [213]) lasst sich anhand der vorliegenden
Ergebnisse feststellen, dass keine strukturelle Modifizierung von PTX/PLGA bzw.
SRL/PLGA geschehen ist, oder dass die Wechselwirkungen des Wirkstoffes (PTX
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bzw. SRL) mit dem Arzneistofftrager (PLGA) so klein sind, dass sie nicht mittels

Raman-Spektroskopie nachgewiesen werden kénnen.
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Abbildung 6.5: Spektrensubtraktion nach Messung der Oberflaiche eines mit

Paclitaxel/PLGA beschichteten Metallstents (PES) (20 Nd:YAG-Laser, Anregungswellenlange:
532 nm, Leistung: 5 mW, Messzeit: 10 s, Spektralauflosung: 4 cm1).
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Abbildung 6.6: Spektrensubtraktion nach Messung der Oberfliche eines mit
Sirolimus/PLGA beschichteten Metallstents (SES) (2o Nd:YAG-Laser, Anregungswellenldnge:
532 nm, Leistung: 5 mW, Messzeit: 10 s, Spektralauflésung: 4 cm1).
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6.3 Mikro-rontgenemissionsspektroskopische  Untersuchung
medikamentenfreisetzender Mg-SEE-Stent-Systeme

Um die induzierte neointimale Hyperplasie zu ermitteln und zwei verschieden
beschichtete Metallstents mit antiproliferativen Wirkstoffen (Paclitaxel bzw.
Sirolimus) gegentiber unbeschichtetem Metallstent zu vergleichen, wurde eine
Mikro-rontgenemissionsspektroskopische Untersuchung an histologischen Paraffin-
Blocken gestenteter Koronararterien (siehe Tabelle 6.1) durchgefihrt. Mikro-
Partikel-induzierte Rontgenemission (u-PIXE) bietet die Moglichkeit, die Oberflache
der Proben mit einer hohen lateralen Auflésung zu charakterisieren und die
untersuchten Elemente mit einer guten Empfindlichkeit (ug-g!-Bereich) zu

detektieren [113,214],

6.3.1 Qualitativer Vergleich medikamentenfreisetzender Mg-SEE-
Stent-Systeme

Da sich mit fokussierten, hochenergetisch  beschleunigten  Protonen
zweidimensional projizierte Elementverteilungsbilder tiber einen definierten Bereich
auf der untersuchten Probenoberfliche biologischer Praparate erzeugen
lassen [215-220] konnten Darstellungen von hochaufgeldsten Elementverteilungen in
den gestenteten Schweine-Koronararterien erhalten und qualitativ ausgewertet

werden.

Nach der Analyse der entsprechenden Réntgen-Spektren eines Testlaufs wurde
beobachtet, dass neben den Signalen der Implantat-Komponenten (Dysprosium,
Neodym, Zink und Zirconium) drei zusatzliche, ausgepragte Signale (Schwefel,
Calcium und Phosphor) vorlagen. Aus diesem Grund wurde beschlossen, diese
sieben Elemente im Rahmen dieser Arbeit zu analysieren und zu diskutieren. In
den Abbildungen 6.7 bis 6.12 sind die Elementverteilungsbilder unterschiedlicher
Querschnitte von gestenteten Schweinekoronararterien zusammen mit einer
lichtmikroskopischen Aufnahme des jeweils untersuchten Bereiches dargestellt. Die
Farbhelligkeit in diesen p-PIXE-Bildern ist proportional zur gemessenen Intensitat
der in der Probe erzeugten Roéntgenquanten, welche durch den abrasternden

hochenergetischen Ionenstrahl erzeugt wurde.
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Aus den PIXE-Elementverteilungsbildern ist folgendes zu sehen:

a. Schwefel-Bilder: durch die Verteilung dieses Elements kann deutlich
unterschieden werden, wo sich Gewebe (blauer bis rot-oranger Bereich), Stent-
Streben bzw. Lumen (schwarzer Bereich) in der untersuchten Flache befinden.
Auch ist ersichtlich, dass im Vergleich zu BMS, die PES-Bilder eine Erweiterung
der Lumen-Flache in beiden Abschnitten der Koronararterien zeigen (LAD und
LCx). Im Gegensatz dazu ist in den SES-Bildern das Lumen im Vergleich zum
BMS leicht oder kaum verdndert. Eine relativ dichte Schwefel-Verteilung ist
gleich oder etwas mehr als bei den BMS-Bildern um die Stent-Streben zu sehen.
Die Differenz zwischen den beiden medikamentenfreisetzenden Stent-Systemen
(PES und SES), bezogen auf den unbeschichteten Metallstent (BMS), entsteht
nattirlich aufgrund der unterschiedlichen Wirksamkeit des Medikaments und
wird durch eine quantitative Bestimmung sowie eine histomorphometrische
Bewertung in Abschnitt 6.3.2 und in Abschnitt 6.3.3 ausfuhrlich diskutiert.

b. Bilder der Legierungskomponenten des Implantats: Dysprosium ist sehr deutlich
zu erkennen, Neodym und Zink lassen sich gut identifizieren, aber Zirkonium ist
kaum sichtbar. Grund daftir ist die Fluoreszenzausbeute. Diese ist direkt
proportional zur Atom- bzw. Massenkonzentration und auch abhéngig von der
Ordnungszahl Z des entsprechenden Elements [99.113,221], Die gemessenen
Elemente liegen in der Implantatlegierung mit einem Dy:Nd:Zn:Zr-Massen-
Verhéltnis von 50:5:5:1 vor. Auflerdem zeigen die Bilder auch, dass es 4 Wochen
nach der Implantation keinen deutlichen Hinweis auf eine Anreicherung dieser
Elemente im Gewebe um die Stent-Streben gibt. Um dies zu prifen, war es
erforderlich, Detailaufnahmen um die Stent-Streben mit transversalem
Intensitatsverlauf aufzunehmen. Diese ist in den Abbildungen 6.13 und 6.14
bzw. in den Abbildungen 6.16 und 6.17 dargestellt.

c. Calcium- und Phosphor-Bilder: neben dem Schwefel-Signal wurden zuséatzlich zu
den Legierungskomponenten, wie Dy, Nd, Zn und Zr auch Calcium und
Phosphor detektiert. Die beiden letzteren Elemente korrelieren in allen
aufgenommenen Bildern direkt miteinander und daher erweist es sich entweder
als eine Ca-P-Anreicherung bzw. Kalzifizierung oder eine Folge des Stent-Abbaus
mit eventueller Bildung einer Ca-P-haltigen Mineralphase, denn diese mit
Calcium und Phosphor angereicherten Bereiche finden sich interessanterweise
um die Stent-Streben herum. Uber diese Ca-P-haltigen Ablagerungen um das

Implantat wurde schon seit Jahren in verschiedene Studien berichtet [222.223], Um
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diese Zusammenhinge zu klaren, wurden sowohl Detailaufnahmen der Stent-
Streben (siehe Abbildungen 6.13 - 6.15) als auch transversale Intensitatsverlaufe

(siehe Abbildungen 6.16 und 6.17) aufgenommen.

Aus den Detailaufnahmen in den Abbildungen 6.13 und 6.14 geht hervor, dass es
sich um das Entstehen einer anorganischen Ablagerung oder mineralischen Phase
handelt, die hauptsachlich aus Calcium und Phosphor besteht. Die Bildung dieser
Ablagerung von Calciumphosphat oder anderen Calcium-haltigen Verbindungen,
die als Kalzifizierung (auch Verkalkung) oder Mineralisierung bekannt ist [6.224]
kann auf im Kreislaufsystem verwendete Biomaterialien und Implantate zurtick zu
fihren sein und wird durch drei Faktoren beeinflusst [6l: a) den Stoffwechsel des
Wirtes, b) die Struktur und chemische Zusammensetzung des Implantats, und c)
die mechanische Belastung des Materials. Obwohl die Kalzifizierung eine grofse
Vielzahl von medizinischen Implantaten beeinflusst, ist die Pathogenese der

Mineralisation immer noch nicht voéllig geklart 1224.225],

Morphologisch ist diese Ablagerung eine irregulare Schicht mit unterschiedlichen
Dicken (siehe Abbildungen 6.13 und 6.14), die auch als knotige Masse, je nach dem
betroffenen Bereich und dem gemessenen Stent-Querschnitt, vorliegt, wie die
Abbildung 6.15 zeigt und die Literatur [6.224.226] schon berichtet hat. Dartiber hinaus
zeigen die Abbildungen 6.16 und 6.17, dass die Kalzifizierung an der Oberflache der
Stent-Streben unterschiedliche Ausmafie annehmen kann mit einer Dicke bis zu
35 um. Dies scheint unabhéngig vom Stent-Typ (BMS oder DES) zu sein. Daneben
zeigen diese Abbildungen auch (6.16 und 6.17), dass Calcium und Phosphor direkt
korreliert sind und, wenn die Intensitidten dieser beiden Elemente ein Maximum
erreichen, eine Abnahme der Intensitit von Dysprosium stattfindet. Das kénnte
darauf hindeuten, dass sich die Mineralisation moglicherweise als Folge einer
Auflésung oder eines Abbaus der Stent-Streben entwickelt. Um dies zu bestéatigen,
wurde mittels u-PIXE eine Quantifizierung von S, Ca, P, Dy, Nd, Zn und Zr

durchgeftihrt, welche im nachsten Abschnitt 6.3.2 beschrieben und diskutiert wird.
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Abbildung 6.16: Normierter PIXE-Intensitatsverlauf von drei ausgewéhlten Stent-Streben

in einer

LAD-Koronararterie

(Schwein)

4 Wochen nach

Implantation:

a) eines

unbeschichteten Metallstents (BMS, P2.6), b) eines Paclitaxel-freisetzenden Stents (PES,
P2.11) und c) eines Sirolimus-freisetzenden Stents (SES, P2.19). Protonenergie: 2,25 MeV,

Strom:

100-300 pA,

Kantenlédnge Abbildung: 0,40x0,40 mm.
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Abbildung 6.17: Normierter PIXE-Intensitatsverlauf von drei ausgewahlten Stent-Streben
in einer LCx-Koronararterie (Schwein) 4 Wochen nach Implantation: a) eines
unbeschichteten Metallstents (BMS, P2.9), b) eines Paclitaxel-freisetzenden Stents (PES,
P2.14) und c) eines Sirolimus-freisetzenden Stents (SES, P2.22). Protonenergie: 2,25 MeV,
Strom: 100-300 pA, Ladungsmenge pro Messung: 400 puC; Strahldurchmesser:
Kantenlénge Abbildung: 0,40x0,40 mm.
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6.3.2 Quantifizierung von S, Ca, P, Dy, Nd, Zn und Zr

Da die Intensitdt einer charakteristischen RoOntgenlinie ein Mafs fuar die
Massenkonzentration des Elements ist 1132271 und die lokale Matrix-
Zusammensetzung zur Berechnung der Dickenkorrekturfaktor sowie die Zahl der
Inzidenzteilchen bené6tigt werden (228,229 wurden die u-PIXE-Roéntgenspektren und
RBS-Energiespektren des Bereiches von Interesse ausgewertet, um eine
standardfreie quantitative Elementanalyse durchzufithren. Die gemessenen
Regionen wurden so gewéahlt, dass die fir die Quantifizierung verwendeten Flachen

ausreichende Intensitaten fir die zu bestimmenden Elemente enthielten.

In Abbildung 6.18 sind exemplarische Detailaufnahmen zur Quantifizierung der
Regionen auf der Stent-Strebe bzw. im umgebenden Gewebe mit den daflr

verwendeten Bereichen der Probe (griin eingerahmte Flachen) zu sehen.

BMS PES SES

Abbildung 6.18: Ausgewihlte PIXE-Detailaufnahmen zur Quantifizierung der Region auf a)
der Stent-Strebe b) dem umgebenden Gewebe. Protonenergie: 2,25 MeV, Strom: 100-300 pA,
Ladungsmenge pro Messung: 400 pC; Strahldurchmesser: 1 pm; Kantenldnge Abbildung:
0,40x0,40 mm.

6.3.2.1 Biomineralisierte Region

Die bisherigen qualitativen Ergebnisse zeigten, dass bei allen untersuchten Proben,
unabhéangig von Koronararterie und Stent-Typ, Biomineralisation stattfand. Ziel
war es, einerseits einen moglichen Stent-Abbau nachzuweisen, und andererseits

potenzielle neu gebildete Verbindung zwischen Ca und P nachzuweisen. Daher
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wurden far die Auswertung nur 4 Elemente bertcksichtigt: Ca und P
(Hauptbestandteile der Kalzifizierung) sowie Dy und Nd als Bestandteile des Stents.
Obwohl Zn eine héhere PIXE-Intensitat im Vergleich zu Zr aufwies, wurde es nicht
ausgewdhlt, weil laut Literatur (2301 Zink auch eine Rolle bei der pathologischen
Kalzifizierung  spielt. @ Mit den  ermittelten Elementegehalten  wurden
Massenverhéltnisse bestimmt, um die unterschiedlichen Proben besser zu

vergleichen.

Das Massenverhéltnis von Dy zu Nd betrug 12,7 £ 2,3 fir die sehr heterogene
kalzifizierte Region (n=8) und 12,2 * 1,0 fir die entsprechenden nicht-kalzifizierten
Stent-Legierungen (n=5). Trotz dieser geringen Abweichung, welche auf die
Heterogenitat der analysierten Regionen zuruckgefiihrt werden kann, kann daraus
nicht der Schluss gezogen werden, dass der Stent abgebaut wurde. Flr den Fall,
dass die Stent-Legierung gleichmafdiig abgebaut wurde, sollte sich wegen der sehr
dhnlichen chemischen Eigenschaften der beiden Seltenen Erden Elemente das
Verhaltnis zueinander nicht &ndern. Hier spielt auch die Eindringtiefe des
Analyseverfahrens (10-50 um [99.113]) eine wichtige Rolle. Wenn eine kalzifizierte
Region mit eine Dicke von bis zu 35 pym gemessen wurde (siehe Abschnitt 6.3.1),
konnte der Ionenstrahl die Stent-Legierung erreichen und somit moglicherweise das
erhaltene Dy/Nd-Massenverhéltnis bestimmt werden. Aus diesem Grund ist flir den
Beweis des Stent-Abbaus auch die Analyse des Gewebes um das Implantat herum
erforderlich. Andererseits ist die Biomineralisation sehr verschieden beztglich der
Mengen an mineralischen Anteilen, weshalb auch aufgrund der Inhomogenitat sehr
unterschiedliche Werte fir das Ca/P-Massenverhiltnis gemessen werden. Das
deutet darauf hin, dass wahrscheinlich unterschiedliche Calciumphosphat-Phasen
in den mineralischen Produkten gebildet wurden. Dabei ist auch zu
berticksichtigen, dass die eingesetzte Technik nicht in der Lage ist, unterschiedliche
Calciumphosphate einer Biomineralisierung von den organische Phosphor-
Verbindungen, die im Gewebe auch als Proteine, Lipide, Nukleinsduren und
Nukleotide vorliegen, zu unterscheiden. Drei unterschiedliche Ca/P-Verhaltnisse
wurden von den kalzifizierten Regionen unterschiedlicher Proben ermittelt: ein
Verhéltnis mit einen Mittelwert von (0,76 + 0,16) fir die meisten der untersuchten
Proben (n=5: P2.12, P2.14, P2.15, P2.16 und P2.22), ein Verhéaltnis von 1,21 fir
eine der gemessenen Regionen (Probe P2.11) und zuletzt ein Verhéltnis mit einem
Mittelwert von (2,91 + 0,64) fir die analysierten Regionen der Proben P2.7 und

P2.13. Laut Literatur 16:223.226,230,231] jst die pathologische Kalzifizierung ein
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schwachkristallines Calciumphosphat und nach LeGeros 2321 und Tomazic 233
konnen in den Mineralphasen neben Carbonatapatit vom B-Typ (CHA, mit einem
Ca/P-Verhaltnis von 2,20 bis zu 2,97, auch als Bioapatit bezeichnet) andere
Calciumphosphat-Phasen wie amorphes Calciumphosphat (ACP, mit einem Ca/P-
Verhaltnis zwischen 1,55 und 3,23), Calcium-Magnesium-Phosphat (TCMP, mit
einem Ca/P-Verhéltnis von 1,94) und Oktacalciumphosphat (OCP, mit einem Ca/P-
Verhaltnis von 1,72) gefunden werden (siehe Tabelle A3.1 im Anhang, biologisch
relevante Calciumphosphate). Eine unvollstdndige Mineralisation aufgrund des
hohen Phosphatgehaltes, wie unterschiedliche Autoren [231,234.235] berichteten, kann
niedrige Verhéltnisse erkldren, denn eine arterielle Mineralisierung ist ein aktiver
Prozess, der mit komplexen biomolekularen Mechanismen verbunden
ist 1225,233,236,237] uynd der abhéingig ist von dem Gleichgewicht zwischen aktiven

Induktoren und Inhibitoren dieser Mechanismen [238,239],

6.3.2.2 Gebewebereich

Die erhaltenen Element-Massenanteile im Gewebe sind in Abbildung 6.19
dargestellt. Da die Durchfiihrung eines t-Tests flir die Gewebe ohne Implantat (als
Referenz) gezeigt hat, dass es statistisch keinen Unterschied zwischen dem
Elementgehalt beider Abschnitte der Koronararterie (LAD und LCx) gab, wurden die

entsprechenden Ergebnisse nur nach Stent-Typ eingruppiert.

Obwohl die Elemente Dy, Nd, Zn und Zr gemessen wurden, liefSen sich nur Spuren
von Dysprosium (ca. 100 pg-g!) in zwei von sechs untersuchten Proben (P2.7 und
P2.9, Koronararterien mit einem unbeschichteten Metallstent als Implantat, BMS)
nachweisen, aber nicht quantifizieren, weil die Werte unter den
Bestimmungsgrenzen des Verfahrens (150 pg-g!) lagen. Das bedeutet, dass eine
empfindlichere Analysenmethode mit Nachweisgrenzen unter dem pg-g!-Bereich
verwendet werden sollte. In diesem Sinne wurde die ns-Laserablation-Quadrupol-
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (LA-ICP-QMS) eingesetzt
und in folgenden Abschnitt 6.4 vorgestellt und diskutiert.

Es ist auch zu bemerken, dass die Ca- und P-Gehalte sehr inhomogen im
gemessenen Bereich waren und deshalb die Werte eine relative Messunsicherheit

zwischen 30 und 50 % (Erweiterungsfaktor k = 2) erreichen, wahrend der S-Gehalt
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nahezu konstant mit einer relativen Messunsicherheit von etwa 10 %

(Erweiterungsfaktor k = 2) geblieben ist.
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4000 25000

3500 | 22500

20000

3000 -
17500
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Calcium Phosphor Schwefel
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Abbildung 6.19: PIXE-Quantifizierung der Ca-, P- und S-Gehalte im Gewebe-Bereich:
Koronararterie ohne Implantat als Referenz (REF) und nach der Implantation eines
unbeschichteten Metallstents (BMS), eines Paclitaxel-freisetzenden Stents (PES) und eines
Sirolimus-freisetzenden Stents (SES).

Aus der dargestellten p-PIXE-Quantifizierung des Gewebebereiches ist folgendes zu

sehen:

a.

Calcium: Die Massenkonzentration dieses Elements sinkt auf Gehalte
zwischen 52 und 65 % bezogen auf die Referenz. Dies koénnte an dem
Calcium-Verbrauch wihrend der Biomineralisation zur Bildung bzw.
Akkumulation der Ca-P-haltigen Mineralphase um die bzw. an der Stent-
Strebe liegen.

Phosphor und Schwefel: beide Elemente zeigen einen Anstieg: Phosphor
zwischen 33 und 100 % und Schwefel zwischen 200 und 300 % bezogen auf
die Referenz. Phosphor wird unter anderem flr die zellularen
Strukturkomponenten (z. B. Phospholipide, Nukleotide, Phosphoproteine),
fir die Energiespeicherung (wie ATP) und fir den Sauerstofftransport (in
roten Blutkérperchen, auch Erythrozyten genannt) bendétigt (236l. Ein hoher

Phosphorgehalt kann die Auswirkung einer Verringerung des Calciumgehalts
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und eine ektopische Kalzifizierung — eine pathologische Biomineralisation im
Weichgewebe wie kardiovaskulares Gewebe 2382391 — umfassen [240l. Dies kann
den niedrigen Calciumgehalt erklaren. Wahrenddessen kommt Schwefel in
allen lebendigen Organismen vor und ist ein sehr wichtiger Bestandteil der
Aminosduren Cystein und Methionin, einer Vielzahl von Proteinen wie z. B.
Keratin, Insulin, Ribonuclease, der Cofaktoren Thiamin, Biotin, Liponsaure,
Coenzym A, Molybdan-Cofaktor und Eisen-Schwefel-Cluster sowie der
Proteoglykane (Glykosaminoglykane) [241-243], Nach einer Stent-Implantation
wurden vier vaskuldre Reaktionsphasen identifiziert: Thrombose,
Entziindung, Proliferation und Remodellierung 244.  Verdéffentlichte
Studien [94.245.246] weisen nach, dass nach der Implantation eines Koronar-
Stents eine  Gefawandverletzung  induziert werden und eine
inflammatorische Reaktion ablaufen kann. Und nach Echeverri[247] ist die
lokale inflammatorische Reaktion eine der kritischsten Faktoren einer
vaskuldren Verletzung, die durch einen medikamentenfreisetzenden Stent
(DES) induziert wird. Dabei sind eine Reihe biologischer Wechselwirkungen
aufgetreten, in denen sowohl =zelluldire Komponenten (wie Fibrin,
Erythrozyten, Thrombozyten, inflammatorische Zellen und Makrophagen) als
auch extrazellulare Matrix (EZM) beteiligt sind und die beide Elemente
beinhalten. Damit kdnnte der Anstieg des P- und S-Gehaltes erklart werden.

Im Hinblick auf die Tatsache, dass PES einen hohen P- und S-Gehalt im
Vergleich zu SES aufweist, ist es notwendig zu beachten, dass obwohl diese
zwei Medizinprodukte (Sirolimus, SRL und Paclitaxel, PTX) in der Kardiologie
als antiproliferative Medikamente mit einer wirksamen Verhinderung der
neointimalen Hyperplasie durch Hemmung der Proliferation von glatten
Muskelzellen und Endothelzellen genutzt werden, wirken sie durch zwei ganz
unterschiedliche Mechanismen [72,73,82.248]:  SRL durch Hemmung des
Zellwachstums (zytostatische Effekte) und PTX durch Apoptose (zytotoxische
Effekte, programmierter Zelltod). SRL hemmt glatte GefafSmuskelzellen und
die Migration von Endothelzellen ohne Induktion von Zelltod durch Apoptose,
wahrend PTX zur Apoptose in beiden Zelltypen fihren kann [248l. Und dies
konnte die Ursache daftir sein, dass PES und SES unterschiedliche P- und
S-Gehalte im Gewebe um die Stents ergeben. Ein Mechanismus, der einen
hoheren P-Gehalt mit PES implantierten Koronararterien erklaren kann, ist

die Induktion von Apoptose in vaskularen Zellen 1249, Durch diesen
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Mechanismus wirkt PTX als Hemmer der endothelialen Zellproliferation und
reduziert damit die neointimale Hyperplasie. Andererseits belegte die von
Wilson et al. 2501 durchgefiihrte praklinische Studie im Schweine-Modell, dass
die Fibrin-Werte 30 Tage nach Implantation signifikant héher sowohl ftir PES
als auch fur SES im Vergleich zu BMS waren, wahrend PES einen groéfSer
Wert als SES aufwies. Das Fibrin ist ein Proteinkomplex, der sich aus
Fibrinogen bildet (ein Glykoprotein, das sich aus drei Paaren von
Polypeptidketten zusammensetzt und die Giber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind) 251, Dies kann die Verdnderung der Schwefelgehalte

(PES > SES > BMS) im Gewebe erklaren.

Die PIXE-Messungen zeigten, dass es keinen ausreichenden Hinweis auf eine
Anreicherung der Komponenten aus dem metallischen Grundkoérper des Implantats

im Gewebe gibt.

6.3.3 Histomorphometrische Analyse der Neointima-Dicke mittels
1-PIXE

Die neointimale Dicke wird als der Abstand zwischen der Stent-Strebe und der
Lumen-Oberfldche definiert 2521, Da die hierflir benétigten Informationen in den
zweidimensional projizierten Elementverteilungsbildern von Schwefel und
Dysprosium enthalten sind, wird in dieser Arbeit, basierend auf den PIXE-
Elementverteilungsbildern die Neointima-Dicke bestimmt. Zum Vergleich wird die
klassische histologische Farbemethode mit lichtmikroskopischer Detektion, die sich
laut Literatur [253-258] als Referenzmethode etabliert hat, eingesetzt. Fur die
Untersuchungen wurden die histologischen Querschnitte der gestenteten m-LAD-
und m-LCx-Koronararterien mit den Proben-Nummern: P2.8 und P2.9 mit einem
unbeschichteten Metallstent (BMS), P2.12 und P2.15 mit einem Paclitaxel-
freisetzenden Stent (PES) sowie P2.18 und P2.21 mit einem Sirolimus-freisetzenden

Stent (SES) ausgewéhlt (Abbildung 6.20).

Far diese histomorphometrische Analyse wurden aus den entsprechenden
lichtmikroskopischen und p-PIXE-Bildern die Residual-Lumen (RL) und Stent-
Diameter (SD) ermittelt (Abbildung 6.21), sowie die Neointima-Dicke (ND) und die
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prozentuale In-Stent-Stenose (ISS) bestimmt. Dieser letzte zu bestimmende Wert

wurde durch die folgende Gleichung 6.1 berechnet:

_ND _ SD-RL
ISS = === X 100 (6.1)

Eine exemplarische histomorphometrische Bestimmung der Neointima-Dicke ist in
Abbildung 6.22 dargestellt. Die Daten der erhaltenen Werte von Residual-Lumen
(RL) und Neointima-Dicke (ND) befinden sich in den Tabellen A4.1 und A4.2 im
Anhang. Die morphometrischen Dreifachmessungen der Residual-Lumen und des
Stent-Durchmessers wurden von zwei voneinander unabhingigen Untersuchern
durchgeftihrt. Als Ausmafd der systematischen Abweichung des erhaltenen ISS-
Wertes nach p-PIXE wurde, bezogen auf die lichtmikroskopische Detektion
(Farbemethode) als Referenzwert, der Bias ermittelt. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 6.3 zusammengefasst.

m-LCx

BMS

SES

Abbildung 6.20: Lichtmikroskopische Aufnahme (LMA) und p-PIXE-Elementverteilungs-
bilder von Schwefel zweier ausgewahlter Koronararterien-Abschnitte zur Bestimmung der
In-Stent-Stenose. BMS - eines unbeschichteten Metallstents (P2.6, P2.9), PES - eines
Paclitaxel-freisetzenden Stents (P2.12, P2.15) und SES - eines Sirolimus-freisetzenden
Stents (P2.18, P2.21). Kantenlédnge Abbildung und Vergréfierung: 2,70x2,70 mm, 100x.
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Koronararterie
Lumen
Stent-Streben

<+— Neointima-Dicke (ND)
~<— Residual-Lumen (RL)

<> Stent-Durchmesser (SD)

Abbildung 6.21: Messungen zur morphometrischen Bestimmung der Neointima-Dicke.

u-PIXE Lichtmikroskopie

Abbildung 6.22: Histomorphometrische Methoden zur Bestimmung der Neointima-Dicke:
p-PIXE-Elementverteilungsbilder (a, ¢) wund lichtmikroskopische Aufnahmen (b, d).
Vermessung der Residual Lumen (a, b) und des Stent-Durchmessers (c, d). Darstellung der
Neointima (e). Kantenlinge Abbildung und Vergréfserung: 2,70x2,70 mm, 100x.
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Tabelle 6.3: Vergleich der histomorphometrischen Bestimmung der In-Stent-Stenose
mittels klassischer lichtmikroskopischer und mikro-Rontgenemissions-Spektroskopischer
Bilder.

Abschnitt d u-PIXE Lichtmikroskopie
Stent-Typ . sennt . er Bias?/ %
oronararterie 1SS / %
m-LAD 31,9 31,4 1,5
BMS
m-LCx 27,7 26,3 5,5
m-LAD 0,0 0,0 _
PES
m-LCx 3,2 2,9 11
m-LAD 14,6 15,0 2,5
SES
m-LCx 21,5 21,7 -1,2

? Bias (%) = [(ermittelter Wert — Referenzwert)/Referenzwert] x 100) [179,180)

Die in Tabelle 6.3 erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die histomorphometrische
Analyse gestenteter Koronararterien mittels p-PIXE verlassige und vergleichbare
Ergebnisse liefert. Das Ausmaf des Bias betragt weniger als 6 %. Nur der ISS-Wert
eines PES-Schnittes (m-LCx) weist aufgrund einer geringeren Neointima-Dicke ein
Ausmafd des Bias von etwa 10 % auf. Basierend auf der eindeutigen Identifikation
des Gewebes durch das Schwefel-Signal und der Stent-Streben durch die
entsprechenden Legierungselemente (Dy oder Nd) konnte mittels pu-PIXE der In-
Stent-Stenosegrad bestimmt werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass neben
Elementverteilungs-Informationen aus den PIXE-Daten auch eine Reihe weiterer
wichtiger Informationen gewonnen werden koénnen. Fur die Etablierung dieser
Methode als  Alternative zur lichtmikroskopischen Bestimmung von
histomorphometrischen Daten sollte allerdings eine umfassende systematische

Bewertung durchgefiihrt werden.

Die Neointimahyperplasie war nach 4 Wochen in BMS gréfier, so dass auch eine
deutliche Differenz des In-Stent-Stenosegrades zwischen BMS und DES resultierte
(Abbildung 6.20). Die medikamentenbeschichteten Stents haben das Potential, die
Restenoserate entscheidend zu reduzieren (686989259 weil sie die bekannten
Mechanismen der Stenoseentstehung - zelluldre Proliferation, Migration,

Inflammation und Zellteilung — hemmen [69l. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen
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auch, dass im Vergleich zum BMS die Anwendung medikamentenfreisetzender
Stents wie PES und SES zu einer Reduktion der neointimalen Proliferation und
damit der In-Stent-Stenose fihrt. Der In-Stent-Stenosegrad verringerte sich dabei
von etwa 30 % (BMS als Referenz) auf bis zu 3 % (PES) und auf zwischen 15 und
22 % (SES) (siehe Tabelle 6.3). Diese Ergebnisse decken sich mit friheren
Resultaten in Tierexperimenten [250,260,261] aus denen hervorgeht, dass nach
4 Wochen PES im Vergleich zu SES eine wesentlich geringere Neointima-Dicke
aufweist (siehe Abbildung 6.20 sowie Tabellen A4.1 und A4.1 im Anhang) und somit
zu einer signifikanten Reduktion des In-Stent-Stenosegrades flihrte. Dies liegt
daran, dass PTX und SRL sich im Prozess der Neointimahyperplasie und
Reendothelialisierung unterscheiden 2621, da sie TUber 2zwei verschiedene

Mechanismen wirken [82,248],

6.4 Festkorperspektrometrische Untersuchung von Neodym-
Spuren in Koronararterien nach einer Mg-SEE-Stent-
Implantation mittels ns-LA-ICP-QMS

Da sich Spuren von Legierungselementen aus den metallischen Mg-SEE-Stents im
Gewebebereich mittel p-PIXE nur schwer quantifizieren lassen (siehe
Abschnitt 6.3.2.2), wird im n&chsten Schritt eine festkorperspektrometrische
Methode eingesetzt, um die Moéglichkeit einer Anreicherung bzw. Diffusion gel6ster
Analyten aus dem metallischen Grundkérper des Implantats im Gewebe
nachzuweisen und ihre Gehalte 2zu Dbestimmen. Die Laserablation-
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (LA-ICP-MS) bietet hierflr
die  Méoglichkeit, eine Mikroanalyse von  Spurenelementkonzentrationen
durchzufthren und die untersuchten Elemente mit einer guten Empfindlichkeit zu
detektieren. Die Nachweisgrenzen liegen je nach verwendetem Laser im unteren
png'gl- bzw. oberen ng-g'-Bereich 12632641, Als grofse Herausforderung erweist sich
oft die Quantifizierung, besonders wenn Kkein geeignetes zertifiziertes
Referenzmaterial (ZRM) mit der gleichen Matrix zur Verfligung steht [264]. Aufgrund
der fehlenden kommerziellen, festen Referenzmaterialien, die Seltene Erden
Elemente wie Dysprosium oder Neodym enthalten und auf einer organischen Matrix
basieren, kénnen hierfiir als Alternative Arbeitsreferenzmaterialien auf Acrylatbasis

selbst hergestellt werden, die als Analyt eine geeignete organometallische
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Verbindung benétigen, um die Homogenitat im Polymer gewéahrleisten zu kénnen
(Metallorganische Verbindungen weisen eine hohere Homogenitdt in Polymer-
Matrices auf als anorganische Fullmaterialien [120]). Wie in vorherigen
Abschnitt 6.3.2.2 bereits diskutiert wurde, ist Dysprosium ein besonders
interessantes Element fir die Untersuchung der degradablen Mg-SEE-Implantate,
es stehen allerdings keine geeigneten kommerziell erhaltlichen metallorganischen
Dysprosium-Verbindungen (weder als o0llosliches Metallsulfonat noch als
Metallacetylacetonat) zur Verfigung. Da Neodym auch als Nebenbestandteil der
Stent-Legierung und ebenfalls kommerziell als Neodym(IIl)-acetylacetonate-hydrat
verfligbar war, wurde beschlossen, dieses Element tiber das stabile Isotop !46Nd (es

tritt kein relevante Interferenz auf [265]) massenspektrometrisch zu analysieren.

Obwohl die Arbeitsreferenzmaterialien auf Basis einer organischen Verbindung wie
der Acrylate hergestellt werden kénnen, muss dennoch darauf geachtet werden,
dass wahrend der Ablations- und Massentransportprozesse sowie wahrend der
Verdampfungs-, Atomisierungs- und Ionisationsvorgénge ein gleiches Verhalten fir
das Arbeitsreferenzmaterial und die Gewebe-Proben vorliegt. Deshalb ist es
erforderlich, Matrixeffekten vorzubeugen. Andererseits sind dartiber hinaus die
Messungen am LA-ICP-MS zeitabhangig, was bedeutet, dass eine instrumentelle
Drift die Intensitidt des Analyten beeinflussen kann. Um die Auswirkung der
Matrixeffekte sowie die instrumentelle Drift auf die Messsignale berticksichtigen zu
konnen, wurde hier als Strategie die Anwendung von zwei Isotopen (13C und 139La)
fur Korrekturen eingesetzt. Aufgrund der hohen Menge an Kohlenstoff in
biologischen Proben bzw. Geweben, die einer moglichen Sattigung des Detektors bei
LA-ICP-MS-Messungen fuhren kann, wird das haufigste Kohlenstoff-Isotop 12C
nicht verwendet und somit wird Uiblicherweise, zur Reduzierung von Matrixeffekten,
das 13C-Signal mit einer relativen Isotopenhaufigkeit von 1,07 % als interner
Standard eingesetzt, wie die Literatur [266-272] berichtet. Zur Korrektur der
instrumentellen Driften kann das 139La-Signal verwendet werden, weil dieses Isotop
in demselben Massenbereich wie das zu bestimmende Isotop 146Nd liegt und ein
vergleichbares Ionisationspotential (IP) wie der Analyt besitzt (IP1r.. = 5,58 eV und
[P1ng = 5,49 eV; Werte nach Literatur [264]).
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6.4.1 Charakterisierung der Neodym-haltigen Festkorper-
Arbeitsreferenzmaterialien mittels ICP-OES

Die Festkorper-Arbeitsreferenzmaterialien wurden charakterisiert und daraus ergibt
sich ein Neodym-Massenanteil von (Angabe in pg-g1l): (1,23 +0,14), (5,87 + 0,50),
(13,90 £ 0,57), (24,42+0,90), (37,7+1,2), (45,6+1,5), (57,5+1,9). Die
Massenanteile weichen von dem nominalen Wert im relativen Umfang um bis zu
23% ab (siehe Tabelle A5.3 im Anhang). Grund dafir ist das
Herstellungsverfahren, wie Schwartze 11201 berichtete. Allerdings fallt auf, dass diese
Abweichungen keine Rolle spielen, wenn die ermittelten Massenanteile bei der

Kalibrierung berticksichtigt werden.

6.4.2 Bestimmung des Kohlenstoffgehaltes mittels
Verbrennungsanalyse (VA)

Da die ablatierten Massen und somit auch die transportierten Massen von den
Materialeigenschaften abhéngig sind, wird das 13C-Signal als interner Standard
verwendet, um die Matrixeffekte zu berticksichtigen (siehe Abschnitt 6.4). Deshalb
war es erforderlich, den Kohlenstoffgehalt der Referenzmaterialien sowie den der zu

untersuchenden Proben zu bestimmen.

Arbeitsreferenzmaterialien:

Wie zu erwarten war, zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass der Kohlenstoff-
Massenanteil (im Gew.-%-Bereich) nicht durch die Zugabe von geringen Mengen an
Neodym (bis zu 50 ugg!) verdndert wurde (siehe Abbildung AS5.1 im Anhang) und
einen Durchschnittswert von (68,44 + 0,56) Gew.-% ergab.

Gewebe-Proben:

Die Verbrennungsanalyse ergab einen Kohlenstoffgehalt von (74,6 + 2,6) Gew.-% fur

das Paraffin und von (48,1 £ 1,1) Gew.-% flir das entparaffinierte Gewebe.

Unter dem Umstand, dass die zu untersuchenden Proben in Paraffin eingebettet
wurden und unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass die Gewebeflissigkeit
durch ihre Infiltration mit dem entsprechenden Einbettmaterial ersetzt wurde (ca.

79 % Wasser enthalten laut Literatur [150.273] Arterien bzw. Herzgewebe), erreicht der
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berechnete Kohlenstoffgehalt in den paraffinierten Koronararterien einen Wert von
(69,0 + 3,0) Gew.-%.

6.4.3 Bestimmung des Neodymgehalts in den Koronararterien
mittels ns-LA-ICP-QMS

Die transienten Messsignale der gemessenen Isotope fir die Ablation der Neodym-
Arbeitsreferenzmaterialien sind in Abbildung 6.23 dargestellt. Die Graphen zeigen
die transienten Messsignale des Untergrundbereiches vor und nach dem
Ablationvorgang (UG: bzw. UG2) sowie des Auswertebereiches. Die relative Héhe des
13C-Untergrundsignals, die durch Verunreinigungen im Argongas, aus der
Atmosphéare und den Gasleitungen verursacht wird 274, beeinflusst die gemessene
13C-Intensitdt. Deshalb war die Durchfihrung einer Untergrundkorrektur
besonders bei diesem Isotop notwendig. Das Verhdaltnis der relativen
untergrundkorrigierten Intensitaten des 146Nd-Signals zum Signal des 13C-Isotops
als interner Standard dient als analytischer Parameter. Die erhaltene lineare

Kalibrierfunktion ist in Abbildung 6.24 dargestellt.

Um die realen Proben mittels ns-LA-ICP-MS zu untersuchen, wurden Linienscans
mit einer Lange von 300 um auf dem Gewebebereich der gestenteten
Koronararterien durchgefihrt und die transienten Messsignale der gemessenen
Isotope genauso wie die gemessenen Neodym-haltigen Arbeitsreferenzmaterialien
verarbeitet. Die Anzahl der untersuchten Proben sowie die Anzahl der ablatierten
Linienscans sind in Tabelle 6.4 angegeben. Mit Hilfe der erhaltenen
Kalibrierfunktion liefS sich Neodym charakterisieren. Die entsprechenden
Ergebnisse der Analyse an den ausgewahlten Proben der Koronararterien sind in
Tabelle 6.4 zusammengefasst. Bei dieser Spurenanalyse mit ns-LA-ICP-MS lagen
die Ergebnisse alle in der Nahe der Bestimmungsgrenze. Diese war flir Neodym
< 3,0 ug'g!, sodass Neodym in den untersuchten Gewebebereichen nur
nachgewiesen, aber nicht quantifiziert werden konnte (das analytische Verfahren
ergibt eine Nachweisgrenze von 0,71 ug'gl) und somit mit p-PIXE nicht
nachweisbar war (siehe Abschnitt 6.3.2.2). Hierfir wére die Anwendung einer
leistungsfahigeren Methode wie z. B. Sekundarionen-Massenspektrometrie (SIMS)

oder eines anderen Lasers notwendig.
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Abbildung 6.23:
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Signalverlauf von !3C, 139La und !46Nd bei Ablation der Neodym-haltigen
Arbeitsreferenzmaterialien: a) Blindwert, b) ~ 5 pg'g!Nd, c)~ 15 pug-g!Nd, d) ~ 25 pg-g! Nd
und e) = 35 pg-g'! Nd. (Laserbedingungen Leistungsdichte: 0,10 J-cm2, Pulsrate: 10 Hz,
Laserspotgrofse: 100 pm, Scangeschwindigkeit: 10 pm-s-1, Heliumfluss: 1,16 L'min-).
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Abbildung 6.24: Kalibrierfunktion fir Neodym mittels ns-LA-ICP-MS.

Tabelle 6.4: Bestimmung des Neodymgehalts in gestenteter LAD- und LCx-Koronararterie
mittels ns-LA-ICP-QMS.

Nd-Gehalt / pg-g™

Anzahl der Anzahl der - NG° /
Stent-Typ a gemessenen Koronararterie 1
Proben Linien ® ug-g
inien LAD LCx
BMS n=3 m = 16-26
PES n=3 m = 26-28 <30 <3,0 0,71
SES n=3 m=16-24

? entspricht einem proximalen, einem medialen und einem distalen Segment pro untersuchte Koronararterie.
b entspricht der Gesamtanzahl der ablatierten 300 um-Linien pro untersuchte Koronararterie.
© ermittelte Nachweisgrenze mit der Kalibriermethode nach DIN 32645 2,

Die Ergebnisse in Tabelle 6.4 zeigen, dass nach vier Wochen Verweildauer eine
Freisetzung des Neodyms durch Abbau des Implantates bzw. durch Diffusion
geldster Legierungskomponenten nachgewiesen werden kann. Es kann jedoch kein
Anreicherungseffekt des untersuchten Elements Neodym im umgebenden
Arteriengewebe erkannt werden, wie dies in zwei anderen Studien [275.276] mit

Koronararterien und mit Knochen beobachtet wurde.
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Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Entwicklung und Anwendung einer neuen
analytischen Methode 2zur Untersuchung des zeitabhingigen Abbaus von
Poly(L-lactid) auf beschichteten permanenten Metallstents, die im Tiermodell
eingesetzt worden waren, dargestellt. Des Weiteren wurden Mg-SEE-Stent-Systeme
(unbeschichtet und medikamentenbeschichtet) hinsichtlich ihrer Wirkung auf das
umliegende Arteriengewebe sowie die Auswirkung der Freisetzung zweier Wirkstoffe
(Paclitaxel bzw. Sirolimus) eines medikamentenfreisetzenden Stents (DES) auf die
zellulare Proliferation mit einer alternativen analytischen Methode (u-PIXE)

miteinander verglichen.

Hierfir wurden histologische Praparate verwendet, die mit Hilfe unterschiedlicher
kardiovaskularer Stent-Systeme (unbeschichtete, passiv beschichtete und -aktiv-
medikamentenbeschichtete Metallstents) in Schweinearterien implantiert worden

waremn.

In einem ersten Schritt wurde eine neue analytische Methode unter Einsatz der
Mikro-Raman-Spektroskopie entwickelt, um den zeitabhangigen Abbau von
Poly(L-lactid) auf  beschichteten  permanenten  Metallstents quantitativ
charakterisieren zu kénnen. Nach der Optimierung der Raman-Bedingungen lief

sich Polylactid in einer komplexen Matrix (Gewebe, Abbauprodukten und



7 Zusammenfassung und Ausblick

Einbettungsmaterial) untersuchen. Da PMMA als Einbettungsmaterial zu dieser
Matrix gehorte und keine Bandenuberlagerung zwischen der C-COO-
Streckschwingung von PLA bei 873 cm! und der symmetrischen C-O-C-
Streckschwingung von PMMA bei 813 cm! vorlag, wurde PMMA als interner

Standard verwendet. So konnte der PLA-Restgehalt aus den relativen

Flachenverhaltnissen der Raman-Banden Ag%\ / (A§%§+Ag¥3MA) bestimmt werden. Die

zur Quantifizierung bendétigten Kalibrationsproben aus PLA/PMMA-Polymerblends,
die durch das Verfahren der gemeinsamen Ausfillung aus einer Losung hergestellt
wurden, zeigten nach der thermischen Charakterisierung, dass die Komponenten
des Blends eine homogene Mischung bilden. Das erhaltene Kalibrationsmodell war
in dem gepruiften PLA-Massenanteil-Intervall (0,0625 bis 0,875 g'g'l) mit einem

Signifikanzniveau von 99 % linear (o < 0,01).

Statistisch gesehen ergab die Untersuchung der realen histologischen Proben, nach
gleicher Implantationszeit, dass die prozentualen PLA-Gehalte, unabhéangig von der
Stentposition, vergleichbar waren. Dartiber hinaus wurde das Polylactid nach
24 Monaten noch nicht vollstdndig abgebaut, sondern erst nach 36 Monaten. Zum
Abschluss bestatigten die Ergebnisse, dass der Abbau des L[-PLA durch eine

hydrolytische Degradation tiber den Bulk-Erosionsmechanismus erfolgte.

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit entwickelte mikro-Raman-spektroskopische
Methode erwies sich als ein geeignetes analytisches Verfahren zur quantitativen
Charakterisierung von  biologisch  abbaubarem  Poly(L-lactid) in  einer
Polymethylmethacrylat-Matrix (als Einbettungsmaterial flir die Gewebeproben).
Deshalb koénnte diese Methode als Grundlage zur Untersuchung des
Abbauverhaltens von Beschichtungsmaterialien anderer Polymere in passiv
beschichteten Stent-Systemen oder auch in medikamentenfreisetzenden Stent-

Systemen angewendet werden.

In einem zweiten Schritt wurde Mikro-Partikel-induzierte Rontgenemission (u-PIXE)
als alternative Methode fiir die Untersuchung dreier bioresorbierbarer Metallstent-
Systeme auf Mg-SEE-Basis, mit und ohne Medikamentenbeschichtung, eingesetzt,
um die Wirkung des Abbaus der Mg-SEE-Stents auf das umliegende Arteriengewebe
sowie die Auswirkung der Freisetzung zweier Wirkstoffe (Paclitaxel bzw. Sirolimus)
eines medikamentenfreisetzenden Stents (DES) auf die zellulare Proliferation zu

vergleichen.
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Die PIXE-Messungen zeigten, dass es keinen ausreichenden Hinweis auf eine
Anreicherung der Komponenten aus dem metallischen Grundkoérper des Implantats
im Gewebe gab. Aber die PIXE-Quantifizierung der Ca-, P- und S-Gehalte im
Gewebe-Bereich zeigte, bezogen auf die Referenz (Koronararterie ohne Implantat),
dass vier Wochen nach der Implantation die Massenkonzentration von Calcium

sank, wahrend der Gehalt an Phosphor und an Schwefel deutlich stieg.

Basierend auf der Identifikation des Gewebes durch das Schwefel-Signal und der
Stent-Streben durch das entsprechende SEE-Signal wie Dysprosium liefd sich der
In-Stent-Stenosegrad mittels p-PIXE bestimmen. Damit konnte die induzierte
neointimale Proliferation vier Wochen nach Implantationsdauer mittels p-PIXE
quantitativ bewertet werden. Die vorlaufigen Ergebnisse einer
histomorphometrischen Analyse gestenteter Koronararterien mittels p-PIXE
lieferten Werte mit einem AusmafS des Bias weniger als 6 % im Vergleich zur
klassischen histologischen Farbemethode mit lichtmikroskopischer Detektion. Fur
die Etablierung  dieser = Methode als  Alternative  zur  klassischen
histomorphometrischen Methode sollte allerdings eine umfassende systematische

Bewertung durchgefihrt werden.

Die erhaltene experimentellen p-PIXE-Ergebnisse bewiesen, dass an der Mg-SEE-
Stent-Oberflache der untersuchten medikamentenfreisetzenden Stent-Systeme (PES
bzw. SES) eine Hemmung der zelluldren Proliferation stattgefunden hat. Der In-
Stent-Stenosegrad verringerte sich von etwa 30 % (unbeschichteter Metallstent,
BMS als Referenz) auf bis zu 3 % (Paclitaxel-freisetzender Stent, PES) und auf
zwischen 15 und 22 % (Sirolimus-freisetzender Stent, SES). Die réontgenemission-
spektroskopische Bewertung der Auswirkung medikamentenfreisetzender Stent-
Systeme bestatigte auch, dass im Vergleich zum BMS bei Anwendung
medikamentenfreisetzender Stents wie PES und SES eine Reduktion der
neointimalen Hyperplasie eintritt und damit zu einer Abnahme der In-Stent-Stenose

(ISS) fiihrt.

Das Entstehen einer inhomogenen Calciumphosphat-Phase, die sich aus
unterschiedlichen Calcium-Phosphor-Verhéltnissen um die Stent-Streben herum

gebildet hatte, konnte mittels u-PIXE charakterisiert werden.

Dartiber hinaus wurde die Laserablation-Quadrupol-Massenspektrometrie mit

induktiv gekoppeltem Plasma (LA-ICP-QMS) als zusétzliche Methode angewendet,

Seite 137



7 Zusammenfassung und Ausblick

um die aus den biodegradierbaren Mg-SEE-Stent-Systemen degradierten
Spurengehalte an Neodym in der Umgebung des Implantats nachzuweisen und zu
quantifizieren. Die Anwendung von LA-ICP-MS bewies, dass vier Wochen nach der
Implantation des biodegradierbaren Mg-SEE-Stents der Gehalt an Neodym in dem

umgebenden Arteriengewebe unterhalb der Bestimmungsgrenzen der Verfahren

(3,0 ug'gl) lag.

Abschlieffend kann gesagt werden, dass die Untersuchung von Neodym im
umgebenden Arteriengewebe sowohl mittels u-PIXE als auch mittels LA-ICP-QMS
keinen deutlichen Hinweis auf eine Anreicherung lieferte. Zudem liefsen sich mittels
ns-LA-ICP-QMS zwar Neodym-Spuren in der Umgebung des Implantats
nachweisen, aber es musste eine leistungsfihigere Methode wie Sekundéarionen-
Massenspektrometrie (SIMS) verwendet werden, um dieses Element quantifizieren

zu konnen.
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A.1 Bestimmungen mit CCD-ICP-Emissionspektrometer

Tabelle A1.1: Messparameter des CCD-ICP-OES.

Plasmaleistung
Pumpgeschwindigkeit
Kiihlgasfluss
Hilfsgasfluss
Zerstauber-Gasfluss
Zerstaubertyp

1400 Watt

30 min™

12,00 L:min™
1,00 L'min™
0,79 L'min™

Modifizierter Lichte-Zerstduber

Tabelle A1.2: Verwendete Standardlésungen zur Herstellung der Kalibrierstandards.

Massenkonzentration

. -1
Element / mg-L: Dichte / kg-L Hersteller

Magnesium 1000,4 + 2,0 1,013 Carl Roth GmbH + Co. KG
Dysprosium 1000,7 + 2,0 1,011 Carl Roth GmbH + Co. KG
Neodym 1000,5 + 2,0 1,011 Carl Roth GmbH + Co. KG
Zink 1002,0+2,0 1,020 Merck KGaA

Zirkon 1000,0 £ 5,0 1,014 VWR International Ltd.

Tabelle A1.3: Kalibrationsdaten zur Bestimmung der Zusammensetzung einer

Mgl10Dy1Nd1Zn0,2Zr-Legierung.

Kalibrationsbereich

Anzahl der

e a -1
Element Linie / nm / vgg™ Kalibrierlsung NG®/ ng-g
202,647 300
Mg 10-80 8
279,079 770
353,170 62
Dy 1,0-8,0 8
364,540 42
401,225 21
Nd 0,5-4,0 8
406,109 21
202,613 40
Zn 0,5-4,0 8
206,200 36
272,262 17
Zr 0,1-0,8 8
343,823 20

® ermittelte Nachweisgrenze mit der Kalibriermethode nach DIN 32645 182
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A.2 Bestimmung des PLA-Gehaltes eines mit Poly(L-lactid)
beschichteten metallischen koronaren Stents mittel p-RS
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Abbildung A2.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit dem eingerahmten untersuchten
Bereich (a-b) und mit den entsprechenden markierten Messpositionen (c-d), Raman-
Spektren (e-f) und PLA-Gehaltsprofil (g-h) ausgewahlter Querschnitte durch eine LCx-
Koronararterie (Schwein) 6 Monate nach Implantation eines PLA-beschichteten
Metallstents — Probe P1.2. Kantenldange Abbildung und Vergréfserung: a) 3,9x3,9 mm, 50x;
b) 1,2x1,2 mm, 100x; c) und d) 130x95 ym, 1000x.
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Abbildung A2.2: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit dem eingerahmten untersuchten
Bereich (a-b) und mit den entsprechenden markierten Messpositionen (c-d), Raman-
Spektren (e-f) und PLA-Gehaltsprofil (g-h) ausgewahlter Querschnitte durch eine LAD-
Koronararterie (Schwein) 12 Monate nach Implantation eines PLA-beschichteten
Metallstents — Probe P1.6. Kantenlédnge Abbildung und VergrofSerung: a) 3,9x3,9 mm, 50x;
b) 1,2x1,2 mm, 100x; c) und d) 130x95 pm, 1000x.
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Abbildung A2.3: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit dem eingerahmten untersuchten
Bereich (a-b) und mit den entsprechenden markierten Messpositionen (c-d), Raman-
Spektren (e-f) und PLA-Gehaltsprofil (g-h) ausgewéhlter Querschnitte durch eine RCA-
Koronararterie (Schwein) 24 Monate nach Implantation eines PLA-beschichteten
Metallstents — Probe P1.9. Kantenldnge Abbildung und Vergréfierung: a) 3,9x3,9 mm, 50x;
b) 1,2x1,2 mm, 100x; c) und d) 130x95 pm, 1000x.
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Abbildung A2.4: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit dem eingerahmten untersuchten
Bereich (a-b) und mit den entsprechenden markierten Messpositionen (c-d), Raman-
Spektren (e-f) und PLA-Gehaltsprofil (g-h) ausgewadhlter Querschnitte durch eine LCx-
Koronararterie (Schwein) 36 Monate nach Implantation eines PLA-beschichteten
Metallstents — Probe P1.10. Kantenlédnge Abbildung und Vergrofserung: a) 3,9x3,9 mm, 50x;
b) 1,2x1,2 mm, 100x; c) und d) 130x95 pm, 1000x.
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A.3 Identifizierung von entstandenen Ca-/ P-Verbindungen bei
der pathologische Kalzifizierung des Stent-Streben

Tabelle A3.1: Ca/P-Massenverhéltnis biologisch relevanter Calciumphosphate. [225.232]

Ve(;:é:::c-nis Calciumphosphat Formel

0,65 Monocalciumphosphat-Anhydrat, MCPA Ca(H,P0y,),

0,65 Monocalciumphosphat-Monohydrat, MCPM Ca(H,P0,),.H,0

1,29 Dicalciumphosphat-Anhydrat, DCPA CaHPO,

1,29 Dicalciumphosphat-Dihydrat, DCPD CaHPO4-2H,0

1,29 Calciumpyrophosphat-Dihydrat, CPPD Ca,P,0,.2H,0

1,72 Oktacalciumphosphat, OCP CagH,(P0,)6.5H,0

1,94 a-Tricalciumphosphat, a-TCP Caz(P04);

1,94 B-Tricalciumphosphat, B-TCP Ca;(P0Oy,),

1,94 Mg-haltiges B-Tricalciumphosphat, B-TCMP (Ca,Mg)3(PO4),
2,08-2,13 Calciumdefizienter Hydroxylapatit, COHA (Ca,M)1(P0O,4,CO3)s(0OH),

2,16 Hydroxylapatit, HA Cay(P0O,)6(OH),

2,16 Chlorapatit, CIA Cay(P0O,)6Cly

2,16 Fluorapatit, FA Cay(PO,)6F,

2,16 Carbonatapatit, CA (A-Typ) Cay(P0O,)sCO;
1,55-3,23 Amorphes Calciumphosphat, ACP Ca,(PO4),

2,58 Tetracalciumphosphat, TTCP Ca,(P0O,),0
2,20-2,97 Carbonat-Apatit oder -Hydroxylapatit, CA (B-Typ) oder CHA (Na,Ca)19(P04,C0O3)6(0OH),
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A.4 Histomorphometrische Analyse vier Wochen nach
Implantation eines Mg-SEE-Stent-Systems am Hausschwein

Tabelle A4.1: Klassische histomorphometrische Bestimmung der In-Stent-Stenose (ISS)
mittel lichtmikroskopische Bilder.

Abschnitt der Residual- Neointima-
Stent-Typ . Lumen,RLt © Dicke, ND t & ISS/ %
Koronararterie
/ mm / mm
m-LAD 2,09 + 0,06 0,96 + 0,10 31,4
BMS
m-LCx 2,23 +£0,25 0,79+0,21 26,3
m-LAD 2,67 £0,56 0,00 £ 0,39 0,0
PES
m-LCx 2,04 +0,47 0,06 + 0,28 2,9
m-LAD 2,20+0,14 0,39+0,11 15,0
SES
m-LCx 2,10+ 0,50 0,58 +0,39 21,7

Tabelle A4.2: Bestimmung der In-Stent-Stenose (ISS) mittels die 2D-Réntgenemissions-
spektroskopie anhand von Schwefel- und Dysprosium-Verteilungsbildern.

Abschnitt der Residual- Neointima-
Stent-Typ . Lumen,RLt © Dicke, ND + & ISS/ %
Koronararterie
/ mm / mm
m-LAD 2,01 £ 0,04 0,94 +0,12 31,9
BMS
m-LCx 2,16 + 0,24 0,83+0,21 27,7
m-LAD 2,64 £ 0,56 0,00 £ 0,35 0,0
PES
m-LCx 1,98 + 0,40 0,07 £ 0,26 3,2
m-LAD 2,19+0,15 0,37 +£0,10 14,6
SES
m-LCx 2,12+0,43 0,46 £+ 0,34 21,5
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A.5 Charakterisierung der Feststoff-Arbeitsreferenzmaterialen auf
Acrylatbasis zur Bestimmung der Neodym-Konzentrationen in
Koronararterien

Tabelle A5.1: Programm fir den  Mikrowellenaufschluss der Feststoff-Arbeits-
Referenzmaterialen auf Acrylatbasis.

Schritt Dauer / min Leistung /W  Temperatur /°C  Druck / bar

1 2,5 600 70 100
2 10 800 200 120
3 2 1200 250 120
4 10 1200 250 120

Tabelle A5.2: Kalibrationsdaten zur Charakterisierung der Neodym-haltigen Feststoff-
Arbeitsreferenzmaterialen mittels ICP-OES.

Element Linie / nm Kalibra/t:‘c;r:_l::ereich KaI;IAo:iz(ea:‘:‘tli:uer\rgen NG®/ ng-g*
401,225 3,3
Nd 406,109 10-100 5 4,9
430,353 1,9

? ermittelte Nachweisgrenze mit der Kalibriermethode nach DIN 32645 [182]

Tabelle A5.3: Nominaler und ermittelter Massenanteil der Neodym-haltigen Festkoérper-
Arbeitsreferenzmaterialien, sowie relative Abweichung der Messwerte.

nominal wa  ermittelte (V‘{ivd £U7) Bias®/ %
/ ngg / ugg
1 1,23+ 0,14 23
5 5,87 + 0,50 17
15 13,90 + 0,57 -7,3
25 24,42 0,90 -2,3
35 37,7+1,2 7,8
45 45,6 +1,5 14
55 57,5+1,9 4,6

® mit einem Erweiterungsfaktor k = 2 (Vertrauensniveau von ungefahr 95%)
® Bias (%) = [(ermittelter Wert — nominaler Wert)/ nominaler Wert] x 100) [£79,180]
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Tabelle A5.4: Homogenitat der Neodym-haltigen Arbeitsreferenzmaterialien gemessen

mittels ns-LA-ICP-QMS.

nominal wygy vka der 13 vka der 146
/ ug-g'l unkorrlglie.t:ten C- unkorrlgle.rt"en Nd-
Intensitat / % Intensitat / %
0 7,6 45
1 3,2 5,9
5 3,6 4,0
15 4,5 6,3
25 8,6 2,5
35 3,7 6,0
45 1,8 4,2
55 6,2 54

® relativer Variationskoeffizient als quantitatives MaR fiir die Prizision

[179,180]
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B Symbole und Abkiirzungen

abs.
AFM
ANOVA
ATP
BG

BM
BMS
CCD

CT

D,L-PLA
DES

df

DG

DIN
D-PLA

DSC

EDX

EMA

EN

EXAFS

EZ

EZM

Flache

absolut

Rasterkraftmikroskop (engl. Atomic Force Microscope)
Varianzanalyse (engl. Analyse of Variance)
Adenosintriphosphat

Bestimmungsgrenze

bioresorbierbares Metall

unbeschichteter Metallstent (engl. Bare Metal Stent)
ladungsgekoppeltes Bauelement (engl. Charge-Coupled Device)
Computertomographie

distal

racemische Form von Polylactid
Medikamentenfreisetzender Stent (engl. Drug Eluting Stent)
Freiheitsgrad

Degradationsgrad

Deutsches Institut fir Normung

stereochemische D-Form von Polylactid

Dynamische Differenzialkalorimetrie (engl. Differential Scanning
Calorimetry)

Energiedispersive Rontgenspektroskopie (engl. Energy-Dispersive
X-Ray Spectroscopy)

Europaische Arzneimittel-Agentur (engl. European Medicines
Agency)

Européaische Normen

Rontgenabsorptionsspektroskopie zur Analyse der kantennahen
Feinstruktur (engl. Extended X-Ray Absorption Fine Structure)

Endothelzellen

extrazellulare Matrix
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FDA

FTIR

GF-AAS

GMZ

ICP

ICP-QMS

ICP-MS

ICP-OES

ISO
ISR

ISS

m
LAD

LA-ICP-QMS

LCx
LM
LMA

L-PLA

Teststatistik unter der Nullhypothese einer F- oder Fischer-

Verteilung

die behoérdliche Lebensmitteltiberwachungs- und
Arzneimittelzulassungsbehérde der USA (engl. Food and Drug
Administration)

Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie
Transform Infrared Spectroscopy)

(engl. Fourier

Atomabsorptionsspektrometrie mit elektrothermischer Aufheizung
(engl. Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry)

glatte GefafSmuskelzellen (engl. Vascular Smooth Muscle Cells,
VSMC)

Induktiv gekoppeltes Plasma

Quadrupol-Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
(engl. Inductively Coupled Plasma Quadrupole Mass Spectrometry)

Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)

(engl.

optische Emissions-Spektrometrie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (engl. Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry)

Internationale Organisation fur Normung
In-Stent-Restenose

In-Stent-Stenose

Erweiterungsfaktor far die der erweiterten

Messunsicherheit

Berechnung

empirischer Parameter der Gordon-Taylor-Gleichung
Vorderwandkoronararterie (engl. Left Anterior Descending)
Laserablation-Quadrupol-Massenspektrometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma (engl. Laser Ablation Inductively Coupled
Plasma Quadrupole Mass Spectrometry)

linke Circumflexarterie (engl. Left Circumflex Artery)
Lichtmikroskopie

lichtmikroskopische Aufnahme

stereochemische L-Form von Polylactid
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B Symbole und Abkiirzungen

LWD

m/z
MMA
MPG

MS

NA
ND
Nd:YAG
NG

NMR

PC

PCI

PCL
PES
PGA
PHA

PHB

grofder Arbeitsabstand (Mikroskopie) (engl. long working distance)
Mikro

Anzahl der Wiederholmessungen

medial

Monate

Masse-Ladung-Verhéltnis

Methylmethacrylat

Medizinproduktegesetz

Massenspektrometrie (engl. Mass Spectrometry)

gewichtsmittlere Molmasse

Anzahl der Proben

numerische Apertur eines Objektivs

Neointima-Dicke

Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat

Nachweisgrenze

Kernspinresonanzspektroskopie (engl. Nuclear Magnetic Resonance)
proximal

Signifikanzniveau, statistische Wahrscheinlichkeit [0, 1]
Signifikanzniveau, statistische Wahrscheinlichkeit [%]
Polycarbonat

Perkutane Koronarintervention (engl. Percutaneous Coronary
Intervention)

Polycaprolacton

Paclitaxel-freisetzender Stent (engl. Paclitaxel-Eluting Stent)
Polyglycolid (engl. Polyglycolic Acid)

Polyhydroxyalkanoate

Polyhydroxybuttersdure
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B Symbole und Abkiirzungen

PHV

PIXE

PLA
PLGA
PMMA

PTCA

QUAM

RBS

RCA
REF
rel.

REM

RFA

RL

RS

SD
SEE
SES

SIMS

Polyhydroxyvalerate

Partikel-induzierte Roéntgenemission (engl. Particle-Induced X-ray
Emission)

Polylactid (engl. Polylactic Acid)
Polylactid-co-Glycolid (engl. Poly Lactic-co-Glycolic Acid)
Polymethylmethacrylat

perkutane transluminale Koronarangioplastie (engl. Percutaneous
Transluminal Coronary Angioplasty)

Paclitaxel

Leitfaden zur Ermittlung der Messunsicherheit bei analytischen
Messungen, (engl. Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement)

Dichte

Durchmesser

Rutherford-Ruickstreu-Spektrometrie (engl. Rutherford
Backscattering Spectrometry)

rechte Koronararterie (engl. Right Coronary Artery)
Referenz
relativ

Rasterelektronenmikroskop (engl. Scanning Electron Microscope,

SEM)

Rontgenfluoreszenzspektroskopie (engl. X-ray  fluorescence
spectroscopy, XRF)

Residual Lumen

Raman-Spektroskopie (engl. Raman Spectroscopy)
Standardabweichung

Stent-Durchmesser

Seltene Erden Elemente (engl. Rare Earth Elements, REE)
Sirolimus-freisetzender Stent (engl. Sirolimus-Eluting Stent)

Sekundarionen-Massenspektrometrie (engl. Secondary Ion Mass
Spectrometry)
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B Symbole und Abkiirzungen

SRL

SR-RFA

UG

uv

VA

WFR

XANES

XPS

XRD

Sirolimus

Roéntgenfluoreszenzspektroskopie mit einer Synchrotronstrahlung
als Quelle

Teststatistik unter der Nullhypothese einer t-Verteilung
Zeit, Implantationsdauer
Glastibergangstemperatur
Rekristallisationstemperatur

Schmelztemperatur

erweiterte Messunsicherheit

(arbitrare) Einheit

Untergrundbereich

Ultraviolett

Verbrennungsanalyse (engl. Combustion analysis)
Massenanteil

Wiederfindungsrate

Rontgen-Nahkanten-Absorptions-Spektroskopie (engl. X-Ray
Absorption Near-Edge Structure)

Rontgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-Ray Photoelectron
Spectroscopy)

Rontgendiffraktometrie (engl. X-Ray Diffraction)
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C Medizinische Fachbegriffe

Apoptose:

Arteriosklerose:

Ballondilatation:

Dilatation:

Endoprothese:

endovaskular:

Erythrozyten:

Fibrin:

Inflammation:

In-Stent-Restenose:

Intima:

intravaskular:

programmierter Zelltod

beschreibt den pathologisch-anatomischen Zustand der
Verhartung (altgriechisch skleros) von Arterien

Aufdehnung eines Gefafdies mittels eines Katheters aus

Kunststoff, der ein endstadndiges, aufblasbares

Ballonsegment besitzt

Aufdehnung, Aufweitung

Ersatzsttick aus Fremdmaterial, das einem erkrankten
Organteil (z. B.
Koronargefafd, Gelenk) nachgebildet ist und in das Innere
des Koérpers eingebracht wird

oder zerstOrten Gewebe- bzw.

innerhalb eines Gefafdes

die haufigsten Zellen im Blut, rote Blutkérperchen, die
dem Sauerstofftransport dienen

das finale Produkt der Gerinnungsaktivierung

Entztindung

erneutes Auftreten einer Stenose im Stent

die innere Schicht einer Arterienwand. Der Wandaufbau
der Arterien ist Media und

Adventitia)

dreischichtig (Intima,

innerhalb eines Gefafdes
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C Medizinische Fachbegriffe

in vitro:

in vivo:

Kalzifikation:

kardiovaskular:

Monozyten:

Makrophagen:

Neointima:

Pathogenese:

Plaque:

Revaskularisations-

verfahren:

Stenosen:

Stentthrombose:

Untersuchungen bzw. Analysen, die aufierhalb bzw. ohne
Kontakt zum lebenden Organismus in einer zumeist
ktinstlichen Umgebung durchgefiihrt werden

Untersuchungen bzw. Analysen, die im oder direkt am
lebenden Organismus durchgeftihrt werden

Kalkeinlagerung, Verkalkung

das Herz oder das Gefafdisystem betreffend

im Blut zirkulierende grofde Zellen des Immunsystems, die
zu den Leukozyten (weifse Blutzellen) gehdren

Zellen, die feste und geldste Stoffe aufnehmen kénnen

Bildung einer neuen Innenschicht nach Ballondilatation,
die eine Restenose bewirkt

Entstehungsmechanismus

cholesterinhaltige, flachenhafte Auflagerung in den
Gefaiwanden
hier ist die Behandlung von Koronargefafien durch

Ballondilatation bzw. durch Bypassversorgung gemeint

angeborene oder erworbene Verengung; hier von
Koronargefafien
lokalisierte = Blutgerinnselbildung durch intravitale

Blutgerinnung im Stent
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C Medizinische Fachbegriffe

Stentrestenosierung: erneutes Auftreten einer Stenose im Stent

Thrombozyten: die kleinsten Zellen des Blutes, Blutplattchen

Zytotoxizitit: Zellschadigung

(Begriffe und Definitionen nach Literatur [4.277])
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