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Kurzfassung

In der Zahnheilkunde ist der Mangel an Knochensubstanz ein hdufig auftretendes Problem, das
vielfdltige Ursachen haben kann und Situationen erzeugt, die den Knochenersatz oder eine
Unterstiitzung der Knochenregeneration erfordern. Dabei miissen die Risiken und Vorziige von
xenogenen und alloplastischen Materialien stets abgewigt werden. Xenogene Materialien wie
Cerabone® bestehen hiufig aus gesintertem Knochenmineral bovinen Ursprungs, die eine hohe
Volumenstabilitdit in Kombination mit einer sehr langsamen Resorptionsrate aufweisen.
Demgegeniiber steht der Einsatz alloplastischer Implantante, bestehend aus degradierbaren
Materialien, die sich unter einem kontrollierten Volumenverlust in korpereigenen Knochen

umwandeln.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Ansatz eines regenerativen Materials auf
Calciumcarbonatbasis zur Knochenregeneration verfolgt. Im Fokus stand dabei das metastabile
Calciumcarbonat-Polymorph, der Vaterit. Fiir die phasenreine Synthese des metastabilen
Vaterit wurden die Kristallisationsprozesse unter entsprechenden Synthesebedingungen, sowie
die Abstimmung der Syntheseparameter nidher untersucht. Letztlich konnte die lonendiffusitit
im Reaktionsmedium (Ethylenglykol-Wasser Gemisch) als Schliisselparameter fiir die
Phasenumwandlung unter gegebenen Bedingungen definiert werden. Die Partikel wurden als
phasenreine Vaterit Nanoaggregaten im Grofenbereich von 500 -1000 nm ohne vermeintliche
Oberflaichenfunktionalisierung erhalten. Aufbauend auf Inkubationsstudien in einem
proteinfreien, azelluliren Medium (SBF), wurden Inkubation in humanem Blutplasma
durchgefiihrt. Uber diesen Weg konnten Ergebnisse iiber die Konversion von Vaterit in einer
biomimetischen, knochenbildenden Umgebung erlangt werden. Mittels spektroskopischer
Methoden (FT-IR, NMR). Pulverrontendiffraktrometrie (XRPD), Thermogravimetrischer
Analysen (TGA) und mikroskopischer Methoden (REM-EDX, TEM) wurde die Umsetzung
sowie die entstandene HCA-Phase hinsichtlich Zusammensetzung und Morphologie
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Vateritphase auch in einem proteinhaltigen
Medium zur Bildung einer Apatitphase geringer Kristallinitét fiihrt, deren Zusammensetzung
und Morphologie mit dem Knochenmineral vergleichbar ist. Neben der chemischen
Charakterisierung wurden biologische Studien zur Beurteilung des Risikopotentials der Vaterit
Nanoaggregate sowie der HCA-Phase durchgefiihrt. Anhand eines systematischen Ansatzes
konnte gezeigt werden, dass sowohl das Ausgangsmaterial Vaterit als auch die HCA-
Polypartikelaggregate biomimetische, biokompatible Materialien darstellen, von denen keine

Biomaterial-induzierten, proinflammatorischen oder zytotoxischen Effekte ausgehen. Im

il



direkten Vergleich mit Cerabone® zeigen die Ergebnisse der in vitro Studien, dass die
untersuchten Materialien (Vaterit, HCA) mit Materialien biologischen Ursprungs konkurrieren
konnen und somit fiir eine attraktive Alternative im Bereich Biomaterialien zur

Knochenregeneration stehen.

In einem weiteren Kapitel wurden kombinierte Biomaterialien aus Vaterit Nanopartikel und
einem phosphonylierten PEG-basierten Hydrogel beschrieben. Dabei stand die Entwicklung
eines (3D)-Netzwerkes mit biokompatiblen bis bioaktiven Eigenschaften zur Behandlung von
Knochengewebserkrankungen im Fokus. Die Ergebnisse der chemischen und biologischen
Analyse zeigen, dass die Nanokomposite eine vielversprechende Alternative im Bereich
alloplastischer Implantatmaterialien darstellen. Das ausgeprigte Quellverhalten sowie die
spongidse Struktur mit interkonnektierenden Poren erlauben den kontinuierlichen
Stoffaustausch und ermdglichen die Umsetzung der Vaterit Nanopartikel in eine
knochenédhnliche Apatitspezies innerhalb der Hydrogelmatrix. Zusdtzlich konnte beobachtet
werden, dass die Hydrogelmatrix zu einem verstiarkten Apatitwachstum beitragt und somit eine
osteofreundliche Umgebung generiert. Neben dem biologischen Risikoprofil hinsichtlich
Pyrogenitét, Zytotoxitit und gewebsspezifische Vertraglichkeit wurde auch die Zelladhédsion
auf und innerhalb des Nanokomposites untersucht. Erste Experimente zeigen eine
Kolonialisierung der MG63 auf der Hydrogelmatrix mit anschlieBender Infiltration. Weitere
Untersuchungen sind notwenig, dennoch kann aufgrund der erzielten Ergebnisse davon
ausgegangen werden, dass diese Nanokomposite eine vielversprechende Variante zu bisherigen

alloplastischen Implantaten darstellen kdnnen.

In einem dritten Projekt wurde amorphes Calcium-Magnesium-Carbonat (aMCC) mit einem
Verhiltnis von etwa 3:1 (Ca** zu Mg?") als potentielles Knochenregenerationsmaterial
untersucht. Dabei ist der Magnesiumgehalt entsprechend hoch, um das amorphe Material zu
stabilisieren. Aufgrund dieser Stabilisierung kann (im Gegensatz zu nicht-stabilisiertem
amorphen Calciumcarbonat) durch Inkubation in einer simulierten Korperfliissigkeit eine
Calcium-Phosphat-Spezies erhalten werden, die dem carbonathaltigen Apatit dhnlich ist. Auch
erste biologische Untersuchen deuten darauf hin, dass BM-aMCC als neue Perspektive zur

Behandlung von Knochendefekten betrachten werden kann.
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Abstract

In dentistry, the lack of bone substance is a common problem. The causes are manifold and
may create situations that require bone replacement or bone regeneration support. The risks and
benefits of xenogenic and alloplastic materials must always be evaluated. Xenogenic materials
such as Cerabone® are composed of sintered bone mineral (bovine origin), which have high
volume stability combined with a very slow resorption rate. This contrasts with the use of
alloplastic implants, consisting of degradable materials that transform into autologous bone

with a controlled loss of volume.

This work investigates a regenerative material based on calcium carbonate for bone
regeneration. It focuses on the metastable calcium carbonate polymorph vaterite. For the phase-
pure synthesis of the metastable vaterite, the crystallization processes under appropriate
synthesis conditions, as well as the tuning of the synthesis parameters were investigated in more
detail. Finally, the ion diffusivity in the reaction medium (ethylene glycol-water mixture) could
be defined as a key parameter for the phase transformation under given synthesis conditions.
The particles were obtained as phase-pure vaterite nanoaggregates in the size range of
500 -1000 nm without any surface functionalization. In addition to incubation studies in a
protein-free acellular medium (SBF), incubation in human blood plasma was performed. This
allowed results to be obtained on the conversion of vaterite in a biomimetic, bone-forming
environment. By means of spectroscopic methods (FT-IR, NMR). Powder X-ray diffraction,
thermogravimetric analyses and microscopic methods (SEM-EDX, TEM), the conversion as
well as the resulting HCA phase were investigated with respect to composition and morphology.
Finally, it was shown that the vaterite phase leads to the formation of an apatite phase of low
crystallinity even in a protein-containing medium. The composition and morphology of this
phase is comparable to the bone mineral. In addition to the chemical characterization, biological
studies were carried out to assess the risk potential of the vaterite nanoaggregates as well as the
HCA phase. Using a systematic approach, it was shown that the starting material vaterite as
well as the HCA particle aggregates represent biomimetic, biocompatible materials that do not
possess biomaterial-induced, proinflammatory or cytotoxic properties. In direct comparison,
the results of the in vitro studies show no disadvantage compared to Cerabone® (a material of
biological origin) with current clinical application. Hence, vaterite represents an attractive

alternative in the field of biomaterials for bone regeneration.



In a second project, combined biomaterials consisting of vaterite nanoparticles and a
phosphonylated PEG-based hydrogel were described. It focuses on the development of a
(3D) network with biocompatible to bioactive properties for the treatment of bone tissue
diseases. The results of the chemical and biological analysis show that the nanocomposites
represent a promising alternative as alloplastic graft material. The highly swelling behavior as
well as the spongy structure with interconnecting pores allow continuous mass transfer and
enable the conversion of the vaterite nanoparticles into a bone-like apatite species within the
hydrogel matrix. Additionally, it was observed that the hydrogel matrix amounts to enhanced
apatite growth, generating an osteofriendly environment. In addition to the biological risk
profile in terms of pyrogenicity, cytotoxicity, and tissue-specific compatibility, cell adhesion to
and within the nanocomposites was also investigated. Initial experiments show colonization of
MG63 cells on the hydrogel matrix with subsequent infiltration. Further investigations are
necessary, but based on the obtained results it can be assumed that these nanocomposites can

represent a promising alternative to previous alloplastic implant materials.

In a third project, amorphous calcium magnesium carbonate with a ratio of about 3:1 (Ca2+ to
Mg2+) was investigated as a potential bone regeneration material. Thus the magnesium content
is appropriately high to stabilize the amorphous material. Due to this stabilization, a calcium
phosphate species similar to carbonate-containing apatite can be obtained (in contrast to non-
stabilized amorphous calcium carbonate) by incubation in a simulated body fluid. Furthermore
initial biological studies indicate that BM-aCC could be considered as a new prospect for the

treatment of bone defects.
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Theoretische Grundlagen

1.1. Kristallisation

Die Kristallisation beschreibt den Prozess der Kristallbildung und somit die Entstehung einer
neuen festen Phase aus einer liberséttigten Losung, einer Schmelze oder einer Gasphase. Der
gebildete kristalline Festkorper zeigt eine hochgeordnete Struktur, bestehend aus kleinsten
strukturellen Einheiten, die sich in alle Raumrichtungen vielfach wiederholen.!
Klassischerweise ldsst sich ein Kristallisationsprozess in zwei Teilprozesse, die Keimbildung
und das anschliefende Kristallwachstum unterteilen. Ein allgemeingiiltiges Modell fiir beide
Teilprozesse wurde 1950 von Victor K. LaMer postuliert und beschreibt die Kristallbildung
mithilfe eines kinetischen Ansatzes (Abb. 1-1).[2]

Smax .
Keimbildung
S | St/ N\ particller Abban der Uberséttigung _
<
ey Wachstum
5 |c. (diffusionskontrolliert)
=
=]
=
o
N
=
v,
| 11 III
Reaktionszeit / a.u.
Abb.1-1 LaMer Modell. Konzentrationsverlauf einer Féllungsreaktion in Abhéngigkeit der Zeit, gegliedert in drei

Phasen (I) Linearer Anstieg der Monomerkonzentration (II) Induktionsphase der Keimbildung (IIT) diffusionskontrolliertes
Kristallwachstum. In Anlehnung an [2,3].

Das Modell beschreibt die zeitliche Abhédngigkeit der Monomerkonzentration bei konstanter
Additions- bzw. Generierungsrate und ist auf eine Vielzahl von Systemen anwendbar. In Stufe
I gehen die Reaktanden in Losung, die Monomerkonzentration steigt linear an und fiihrt zur
Ubersittigung des Systems. Bei starker Ubersittigung entspricht die Monomerkonzentration
der kritischen Keimbildungskonzentration fiir die homogene Keimbildung und eine spontane
Nukleation setzt ein. Im Maximum der Kurve wird die Erzeugung neuer Monomere durch die

Keimbildung und das Kristallwachstum kompensiert. Sind stabile Keime vorhanden, beginnt



das Kristallwachstum. Monomere werden verbraucht und die Monomerkonzentration sinkt
unter die kritische Keimbildungskonzentration — die Bildung neuer Keime stoppt. In Stufe I1I
flieBen die neu erzeugten Monomere in das Kristallwachstum, und die Monomerkonzentration
ndhert sich der Sittigungskonzentration an. Letztlich dominiert in dieser Stufe das
diffusionskontrollierte Wachstum der Keime zu groBeren Kristallen. Zur Synthese
monodisperser Nanopartikel ist demnach eine hohe Nukleationsrate gefolgt von einem

langsamen Wachstumsprozess notig.

1.1.1. Keimbildung

Im Allgemeinen beschreibt die Keimbildung die Erzeugung einer neuen Phasengrenze und
fiihrt somit zu einem heterogenen System mit zwei getrennten Phasen. Die Thermodynamik
erlaubt eine Keimbildung nur dann, wenn die freie Enthalpie des resultierenden
Zweiphasensystems AG, niedriger ist als die des urspriinglichen Einphasensystems AG;. Es
muss gelten AG, > AG,.*) Zur Beschreibung der Keimbildungprozesse wurden im letzten
Jahrhundert zahlreiche Theorien postuliert. Neben der klassischen Keimbildungs-Theorie
entstehen zunehmend nicht-klassische Ansétze wie die 2-Stufen Nukleation oder die Bildung
von amorphen Intermediaten. Im folgenden Abschnitt wird zunédchst die klassische

Keimbildungstheorie als Ausgangspunkt zur Erklarung der Keimbildung beschrieben.

Klassische Keimbildungstheorie

Die Klassische Keimbildungstheorie beschreibt die homogene Keimbildung eines
kugelférmigen Teilchens unter thermodynamischen Aspekten. Die Keimbildung bzw. die freie
Keimbildungsenthalpie AG wird als die Summe eines exergonischen Volumenterms AGy und

eines endergonischen Oberflacherterms AGg beschrieben.
AG = AGy + AGq (1.1)

Ein Keimbildungsereignis findet statt, wenn die freie Enthalpie des gesamten Systems durch
diesen Prozess verringert wird. Die Bildung einer zweiten Phase bzw. die Erzeugung einer
neuen Oberfldche geht dabei immer mit einer Zunahme der Grenzfldchenoberfliche und einer
Erhohung der freien Enthalpie einher. Fiir sphirische Keime ist die freie Oberflachenenthalpie
proportional zu r? des entstehenden Keims. Gleichzeitig bewirkt die Bildung einer zweiten
Phase durch die erhohte Anzahl attraktiven Wechselwirkungen und der Zunahme der
Packungsdichte der Volumenphase eine Abnahme der freien Enthalpie. Die so freigesetzte

Energie ist proportional zum Volumen (o r3).



Daraus resultiert
AG = 4mr?y — —Tr3AG, (1.2)

mit der Grenzflichenspannung y zwischen Keim und umgebender Phase und der freien
Enthalpie pro Volumeneinheit AG,. Es gilt AG, < 0. Somit steht die Stabilitit eines Keims in
Abhingigkeit des Verhéltnisses von Oberfliche zu Radius. Der entscheidende Faktor stellt die
Grenzflichenspannung y dar, sodass bei kleinen Keimradien der Oberflachenterm dominiert.
Erst bei zunehmender Keimgrofe tibersteigt die freie Volumenenthalpie den Oberflichenterm
und stabile Keime konnen vorliegen. Aus der Uberlagerung beider Terme ergibt sich ein

charakteristisches Enthalpiediagramm fiir den Keimbildungsprozess (Abb. 1-2).

s
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Abb.1-2 Freie Enthalpiediagramm der homogenen Keimbildung nach der klassischen Keimbildungstheorie. Das

Maximum stellt die freie Enthalpiebarriere AGy,.;;. in Abhingigkeit des kritischen Keimbildungsradius 7y,.;;. dar. Wachstum ist
nur dann moglich, wenn eine kritische Keimgrofe iiberschritten wurde und mit steigendem r eine Abnahme von AG einhergeht.

Der kritische Keimbilungdsradius ry,j; kann durch die Bestimmung des Maximums der freien

Keimbildungsenthalpie und Ableiten nach r berechnet werden.

0AG 4mr?
?—8T[r'y+ v 'AGV—O (13)
Phrit, = 5 (1.4)

Dauraus ergibt sich fiir die Enthalpiebarriere der Keimbildung

_ 161Ip.-y3 V2 4

AGrie. =~z =3 Frit (1.5)



Die Hohe des Profils der Enthalpiebarriere AGy,; ist abhéngig von der Temperatur T und der
Ubersittigung S des jeweiligen Systems. Die Ubersittigung S ist als das Verhiltnis der Aktivitit

der gelosten Verbindungen o und der Aktivitdt im Gleichgewichtszustand o* definiert.

s=2 (1.6)

o*

Die Ubersittigung S kann mit dem chemischen Potential p iiber folgenden Term verkniipft

werden
* (x'*
A=y —p=kgT-In (;) = —kgT - In(S) (1.7)
. _ . o . . a
I = pref + kgT - In (aRef_) I = Hger. + kgT - In (aRef.)

Die Kombination der Gleichungen ergibt fiir den kritischen Keimbildungsradius ry,; einen von

der Ubersittigung abhingigen Ausdruck.

_ 2y-v

Somit gilt fiir die Enthalpiebarriere der Keimbildung

16m-y3-v?

AGrie. = 30 TinE? (1.9)

Folglich steht die freie Entahlpiebarriere AGyy;; im Zusammenhang mit der Ubersittigung als
thermodynamische Antriebskraft fiir die Keimbildung. Neben thermodynamischen Aspekten
beeinflusst die Ubersittigung auch die Kinetik der Keimbildungsprozesse, die mit einem
Arrhenius-Ansatz niherungsweise beschrieben werden kann."!

J = A exp (=) (1.10)

Dieser Ausruck definiert die Keimbildungsrate ] und zeigt die Wahrscheinlichkeit, mit der die
»Schwellenenergie® AGy.i tberschritten werden kann. Die klassische Keimbildungstheorie
wird aufgrund der einfachen Struktur héufig als Ausgangspunkt zur Erkldrung von
Keimbildungsereignissen herangezogen. Dennoch ist zu bedenken, dass die vielen Annahmen
und Vereinfachungen, wie die Modellierung des Keims als perfekte Kugel, die
Vernachldassigung von  Entropieeffekten, die groBenunabhidngige Volumen- und
Oberflachenenergie sowie die Beschreibung des Nukleationsprozesses als FlieBgleichgewicht,

keine quanitative Aussage erlauben und experimentell bestimmte Keimbildungsraten oft um



GroBenordnungen abweichen.[®'% Fiir eine korrekte Modellierung der Keimbildung als

hochdynamischen Prozess ist eine umfassendere Theorie erforderlich.

Heterogene Keimbildung

Die heterogene Keimbildung wird durch ,,fremde Phasen* wie Oberflichen und Grenzflichen
von GefiaBwianden, Templaten oder Verunreinigungen induziert. Zur Beschreibung von
heterogenen Keimbildungsereignissen ist ein Ansatz dhnlich der homogene Keimbildung
moglich.['" Allerdings erfordert die Modellierung der heterogenen Keimbildung die

Beriicksichtigung aller Oberflachenwechselwirkungen des Systems.

Abb.1-3 Heterogene Keimbildung.

Entscheidend fiir den Kontaktwinkel ® sind die
Medium spezifischen Oberfldchenspannungen y zwi-
schen den jeweiligen Grenzflichen Keim-
Medium (km), Substrat-Medium (sm), Keim-
Substrat (ks).

Abbildung 1-3 zeigt, dass ein mit einer Oberfliche im Gleichgewicht stehender Keim einen

Kontaktwinkel 0 bildet, der mithilfe der Youngschen Gleichung definiert werden kann.

cos® = (M) (1.11)

Ykm

Ahnlich der homogenen Keimbildung kann fiir die heterogene Keimbildung unter Beachtung

aller Wechselwirkungen geschreiben werden

AGy = VAGy + AxmYkm — Aks(Ysm - Yks) (1.12)
A S sm™ YKks
AGy = VAGy + AgmYim | 1 — ﬁ : % (1.13)
cosO

mit dem Volumen V, der Grenzflache A, sowie der Grenzflichenenergie y zwischen Keim und
Medium (km), Substrat und Medium (sm) sowie Keim und Substrat (ks). Im Vergleich zur
homogenen Keimbildung der klassischen Keimbildungstheorie wird der Volumenterm ebenso
wie der Oberflichenterm bei Benetzung reduziert. Gleichzeitig miissen zwei zusdtzliche
Beitrige der Grenzflichenenergie, (1) die neue Grenzfliche zwischen Keim und
Substratoberfldche (ks) sowie (2) der Verlust der Fliissigkeitsgrenzflichenwechselwirkung

zwischen Substrat und umgebenden Medium (sm) beachtet werden (Abb. 1-3).



Anhand dieser Gleichung wird ersichtlich, dass die Abweichungen zur homogenen
Keimbildung durch die Werte der Grenzflichenenergie (zweiter Term in der Klammer)
bestimmt wird. Die Keimbildungsenergie der heterogenen Keimbildung verringert sich
demnach, wenn die Wechselwirkungen der Substratoberfliche und dem Keim gegeniiber den
Wechselwirkungen der Substratoberfliche mit dem umgebenden Medium energetisch

begiinstigt sind, d.h.

—1 < YemVhs 5 1 pzw, YsmTVhs 5 g (1.14)
Ykm Ykm
Im Fall von ¥2Yks < 1 dominiert die homogene Keimbildung.

Ykm

Eine Trennung beider Prozesse ist im experimentellen Aufbau oftmals kaum mdoglich, lediglich
kann ein spezifischer Keimbildungsprozess durch die Wahl entsprechender Bedigungen
gefordert werden. Die heterogene Keimbildung dominiert, wenn gilinstige Wechselwirkungen
durch die Beschaffenheit der Substratoberfliche (z.B. entgegengesetzte Oberflichenladung!'?!,
Komplexierung von Ionen durch funktionelle Gruppen!'*)) vorhanden sind. Wird durch
Erhohung der Grenzflichenenergie die heterogene Keimbildung unterdriickt, so ist bei hoher

Ubersittigung die homogene Keimbildung begiinstigt.

1.1.2. Ostwald-Volmer-Regel

Die nach dem Chemiker Wilhelm Ostwald und dem Physikochemiker Max Volmer benannten
Regeln dienen als Konzept um komplexe Kristallisationsvorginge polymorpher Verbindungen
besser zu verstehen. Der Begriff ,Polymorphismus® beschreibt die Existenz fester
Verbindungen mit chemisch identischer Zusammensetzung und unterschiedlicher
Kristallstruktur.!! Die verschiedenen Modifikationen haben je nach ihrer Struktur
unterschiedliche Volumenenergien und Oberflichenenergien. Trotz des Vorkommens mehrerer
Modifikationen stellt immer nur eine Modifikation die thermodynamisch stabile Phase im
energiedrmsten Zustand dar, und zeichnet sich in der Regel durch die hochste Dichte, realisiert
durch attraktive Wechselwirkungen und dichteste Packung, aus. Metastabile Modifikationen
sind hingegen weniger dicht und wandeln sich in Abhidngigkeit der Bedingungen auf
verschiedenen Zeitskalen in das thermodynamische Endprodukt um.!'"* In Abb. 1-4 ist der

Polymorphismus das Calciumcarbonatsystems dargestellt.



Ca* COy?

Freie Enthalpie AG / a.u.

CaCoO; -

Hemihydrat
Mono-
hydrocalcit
Calcit
Reaktionskoordinate / a.u
Abb.1-4 Polymorphismus von Calciumcarbonat. Die Modifikationen sind hinsichtlich der freie Enthalpie geordnet.

Amorphes Calciumcarbonat (aCC) als die am wenigsten stabile Modifikation. Ikait, Calciumcarbonat-Hemihydrat und
Monohydrocalcit sind metastabile kristalline Hydrate. Vaterit ist die wasserfreie metastabile Modifikation, Aragonit stellt die
Hochdruckphase und Calcit die thermodynamisch stabile Phase bei Umgebungsbedingungen dar.

Die Ostwaldsche Stufenregel besagt, dass die Kristallisation eines polymorphen Systems nicht
unmittelbar zum energetisch niedrigsten Zustand fiihrt, sondern metastabile Zwischenprodukte
mit hoherer Bildungsenthalpie gebildet werden. Zusitzlich wird bei energetisch dhnlichen
Systemen zunéchst die Modifikation mit der geringsten Dichte bevorzugt. Diese Annahme ist
als Ostwald-Volmer-Regel bekannt und beinhaltet, dass bei weniger dichten Modifikationen
die notwendige Anzahl an Monomeren zum Erreichen des kritischen Radius geringer ist. Im
Calciumcarbonatsystem nukleiert bei ausreichender Ubersittigung zunichst die 18slichste
Phase geringster Dichte — das amorphe Calciumcarbonat aCC. Durch anschlieBende
Phasenumwandlung geht aCC stufenweise, iiber die metastabilen Phasen Vaterit und Aragonit,
in das thermodynamisch stabile Produkt, den Calcit iiber.!'> Die verschiedenen hydratisierten
Modifikationen, die sich in ihrer chemischen Zusammensetzung von den wasserfreien Pendants
unterscheiden, werden nicht beriicksichtigt. Dieses Beispiel veranschaulicht, dass die Konzepte
von Ostwald und Volmer eher als Faustregel mit moglichen Abweichungen statt als

allgemeingiiltige Gesetze zu verstehen sind.

1.1.3. 2-Stufen Nukleation

Der zweistufige Nukleationsweg teilt die Keimbildung in zwei seperate Prozesse, (i) die
Bildung eines Tropfchens dichter Fliissigkeit, die im Bezug auf den kristallinen Zustand
metastabil ist, sowie (i1) die (Keim-)Bildung eines periodischen Kristalls innerhalb der dichten
Fliissigkeit.['® Dabei soll im Allgemeinen die Bildung eines Kristalls aus Losung als die
Anderung zweier Ordnungsparamter, der Konzentration und der Struktur, betrachtet werden.
Nach der klassischen Keimbildungstheorie muss angenommen werden, dass fiir die Entstehung
eines Keims aus einer Losung Konzentrations- und Strukturfluktuationen, also ein Ubergang

entlang beider Ordnungsparameter, simultan erfolgen muss. Die 2-Stufen Nukleation beinhaltet



hingegen einen sequentiellen Pfad, in dem der Ubergang entlang der beiden Ordnungsparameter
nacheinander verlduft. Durch die lokale Verdichtung der solvatisierten Monomere wird
zunichst die Bildung eines Tropfens dichter Fliissigkeit induziert und anschlieBend durch eine
nachfolgende Ordnung ein kristalliner Keim innerhalb dieses Tropfens gebildet. Es wird
angenommen, dass dieser Ordnungsprozess durch kleine Fluktuationen in der dichten
Fliissigkeit und die Agglomeration vororientierter Monomerpaare ablauft. Abb. 1-5 zeigt das
Enthalpiediagramm der beiden mdglichen Pfade zur Bildung eines Kristalls aus Losung nach

der 2-Stufen Nukleation via dichte Fliissigkeit.['”]
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Abb.1-5 Enthalpiediagramm der 2-Stufen Nukleation. Fiir die Bildung der dichten Fliissigkeits bzw. fiir die

Kristallisation treten zwei Keimbildungsbarrieren auf. Die dichte Fliissigkeit kann metastabil (a) oder stabil (b) in Bezug auf
die Losung sein. Basierend auf [16].

Zur Bildung eines Kristalls nach dem Konzept der zweistufigen Nukleation miissen schrittweise
zwei Energiebarrieren iiberwunden werden, deren Maxima im Vergleich zur klassischen
Keimbildungstheorie nieriger sein sollten. Die beiden Minima charakterisieren die Bildung der
dichten Flissigkeit als Folge von Dichteschwankung, sowie die Bildung des
Kristallisationskeims durch Strukturierung der dichten Fliissigkeit. Die Lage des Minimus der
dichten Fliissigkeit zeigt, dass die dichte Phase sowohl stabil als auch metastabil
(Dichteschwankung von begrenzter Lebensdauer) gegeniiber der Ausgangslosung sein kann. Je
nach Gegebenheit konnen demnach makroskopische Tropchen der dichten Fliissigkeit (stabil)
oder fliissigkeitsdhnliche Cluster (metastabil) mit anschlieBender Kristallisation gebildet
werden.'®21  Der 2-Stufen Mechanismus wurde zundichst zur Beschreibung des
Kristallisationsverhalten von Proteinen postuliert, ist aber auch auf die Kristallisation
niedermolekularer organischer und anorganischer Substanzen, sowie Biomineralen

anwendbar.[?1723]



1.1.4. Amorphe Zwischenprodukte

Die Kiristallisation {iber metastabile amorphe Phasen verschiedener Systeme (z.B.
Phosphate,** Carbonate,[>>?%! Siliciumdioxid?’!) ist sowohl aus der chemischen Herstellung
als auch der Biomineralisation bekannt. Insbesondere das Calciumcarbonatsystem ist aufgrund
des biogenen amorphen Calciumcarbonats (aCC) als Vorlduferkomponente zur Bildung
verschiedener Biominerale von Bedeutung.*>! Eine Vielzahl von Studien zeigen, dass
amorphes biogenes aCC wahrscheinlich eine Schliisselrolle bei der Bildung fester Strukturen,
sowohl in Wirbeltieren als auch bei Wirbellosen, spielt.”®>" Dariiberhinaus gewinnt die
Forschung zunehmend Kenntnis iiber die Stabilisierung dieser transienten amorphen
Phasen.’!*?) Der Kristiallisationsweg ist jedoch noch nicht vollstindig aufgekldrt. Im
Allgemeinen kann die Bildung einer amorphen Phase durch hohe Ubersittigung gefordert
werden. Bei ausreichend hoher Ubersittigung folgt die Ausfillung metastabiler amorpher
Phasen der Ostwald-Volmer-Regeln sowie der klassischen Keimbildungstheorie. Die amorphe
Phase ist weniger dicht, die zusdtzliche Hydratisierung fiihrt zu attraktiven Wechselwirkungen
mit der umgebenden Phase und sollte in einer niedrigen Keimbildungsbarriere resultieren. Fiir
den weiteren Kristallisationsverlauf fanden verschiedene Theorien Anwendung.
Jacobson et al.*3! formulierten fiir die Bildung von Clatheraten einen Mechanismus analog zu
dem zweistufigen Mechanismus der Kristallisation von Proteinen und Kolloiden. Der amorphe
Clatheratkern entspricht dabei einer dichten Fliissigkeit, die sich als ausreichend grof3e Cluster
aus der Losung bilden und anschlieBend durch Reorganisation zu einer geordneten Struktur,
dem kristallinen Clatherat, iibergehen. Ein weiterer Ansatz beschreibt die Auflosung der
amorphen Phase, gefolgt von einer Rekristallisation zu kristallinen Modifikationen.*#! Die
Ausfillung der amorphen Phase fiihrt so zu einer verringerten Ubersittigung des Systems,
sodass sich das System einem Gleichgewichtszustand nédhert. Die Abnahme der
Monomerkonzentration in Losung fiihrt letztlich zur Bildung des thermodynamischen
Produktes und gleichzeitig zu einer Auflosung der amorphen Phase, da Monomere aus der

Losung fiir die Bildung kristalliner Phasen verbraucht werden.

1.1.5. Kristallwachstum

Das Kiristallwachstum, als weiterer Teilprozess der Kristallisation, schlieBt sich an die
Keimbildung an und beschreibt die Bildung des endgiiltigen Kristalls. Die Triebkraft fiir das
Kristallwachstum wird dabei durch die kritische Monomerkonzentration in Abhéngigkeit des
Loslichkeitsproduktes der entstehenden kristallinen Phase, limitiert. Neben dem Modell des

klassischen Kristallwachstums, das auf der schichtweisen Anlagerung von Monomeren basiert,



werden auch nicht-klassische Ansdtze, wie die partikelvermittelte Aggregation im Folgenden

kurz erlautert.

Klassisches Kristallwachstum

Das Wachstum eines Kristalls erfolgt durch die Adsorption einzelner Bausteine am Kristall und

durchlduft generell mehrere Schritte:

i.  Transport des Bausteins/der Baueinheit zur Kristalloberflache und Adsorption
ii.  Diffusion auf der Kristalloberfldche bis zur Wachstumsstufe
iii.  Diffusion entlang der Wachstumsstufe und finale Adsorption

iv.  Freisetzung Adsoprtionswiarme und Losungsmittelmolekiile

\d

Abb.1-6 Schematische Darstellung des Kristallwachstums nach der klassischen Theorie. Nach Adsorption an der
Oberfliche diffundiert der Baustein zu einer Stufenkante oder einem Knick. An diesen Positionen ist der Einbau in den Kristall
energetisch begiinstigt, da die relative Zunahme der Oberflachenenergie minimiert wird. Daraus resultiert schichtweises
Wachstum des Kristalls sowie die Bildung von Terrassen. Bei hohen Ubersittigungen kann auch Inselwachstum auf flachen
Oberflidchen beobachtet werden.

Die Oberfliache eines wachsenden Kristalls findet nicht einheitlich statt, sodass die Anlagerung
eines Kristallbausteins an verschiedenen Stellen zu unterschiedlichen Energiegewinnen fiihrt.
Demnach resultieren aus der spezifischen Oberfldche eines Kristalls bevorzugte Positionen fiir
den Einbau des ndchsten Bausteins und flihrt nach Adsorption an der flachen Oberfldche
(kinetisch begiinstigt) zur Diffusion des Bausteins entlang der Oberflache. Erst beim Erreichen
einer giinstigen Position, in der mehr Bindungen zu benachbarten Bausteinen als auf der ebenen
Flachen gebildeten werden konnen (z.B. Stufe oder Kante), wird der Baustein ins Kristallgitter
integriert. Der beschriebene Wachstumsprozess fiihrt somit zur Bildung von Terrassen, deren
Wachstumsfront eine neue Schicht auf der Kristalloberfliche bildet. Bei hoher Ubersittigung
konnen sich durch zweidimensionale Keimbildungsereignisse Inseln auf der Kristalloberflache
bilden.*>! Das Absinken der Monomerkonzentration durch das Kristallwachstum unter die
Ubersittigung fiihrt zum Wachstumstopp. Lediglich wenn die Kristalle eine ausreichend hohe

Loslichkeit aufweisen kann ein anderer Prozess die KristallgroBBe nachtréiglich beeinflussen. Es
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konnen sich beispielsweise kleine Kristalle aufgrund der hoheren Oberfldchenenthalpie und des
energetisch ungiinstigen Oberflachen-zu-Volumen-Verhéltnisses zugunsten groBerer Kristalle
mit der Zeit auflosen. Dementsprechend wachsen groBere Kristalle auf Kosten der Kleineren —

dieses Phiinomen wird Ostwald-Reifung genannt.'4]

Nicht-klassisches Kristallwachstum

Eine Vielzahl von Kristallen weisen eine komplexe Kristallmorphologie auf, die sich nicht
durch schichtweises Wachstum kristalliner Einheiten erklidrt werden kdnnen. Solche Nicht-
Gleichgewichtsmorphologien (wie z.B. Nanofasern, Stibchen) entstehen bevorzugt unter den
Bedingungen des Nicht-klassischen Kristallwachstums. Wahrend nach dem klassischen Modell
das Kristallwachstum durch die Anlagerung einzelner Molekiile an den wachsenden Kristall
erfolgt, werden nach dem Nicht-klassischen Ansatz primére Nanopartikel gebildet, die sich

anschlieBend selbst anordnen.[%*7]

Qe Abb.1-7 Nicht-klassisches Kristall-
& wachstum. Nukleationskeime bilden primére
Nanopartikel, die entlang einer speziellen

kristallographischen Achse zu einem iso-

orientierten Kristall (Mesokristall)

Nukleationskeim 0®
agglomerieren. Durch  strukturdirigierende
Primérer Nanopartikel Kristallfusion entstehen Einkristalle. Basierend

auf [36].

! }

Kristallfusion

eyt

iso-orientierter Kristall

Das Wachstum durch orientierte Anlagerung stellt einen alternativen Prozess zur
Ostwald-Reifung dar, und dient fithrt zur Minimierung der Oberflichenenergie der
Nanopartikel bzw. der Gesamtenergie des Systems. Dieser Wachstumsmechanismus dominiert
bevorzugt bei hoher Ubersittigung sowie in Gegenwart von stabilisierenden Additiven, die die
Oberflachenenergie der Nanopartikel reduzieren. Zusidtzlich wird das Wachstum bei
orientierter Anlagerung durch eine vergleichweise geringe Loslichkeit begiinstigt. So entstehen
durch die Selbstorganisation der Nanopartikel kristalline Uberstrukturen (s.g. Mesokristalle),
die sich entlang einer gemeinsamen kristallographischen Achse ausrichten. Die Ausrichtung
der Untereinheiten fiihrt zu einem Beugungsmuster, vergleichbar mit dem Beugungsmuster

eines Einkristalls. Lediglich in elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind die tektonischen
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Untereinheiten erkennbar. Demnach wird ein Mesokristall iiber die Kombination der

Eigenschaften eines Einkristalls als auch der Nanopartikel charakterisiert.?33]

1.2. Biomineralisation und Biominerale

1.2.1. Biomineralisation

Die Biomineralisation umfasst die Bildung von Mineralkompositen mit vielfaltigen Strukturen
und maligeschneiderten Eigenschaften durch lebende Organismen aller Art. Sowohl Wirbellose
als auch Wirbeltiere verwerten Metallionen aus ihrer Umgebung um entsprechende Skelett- und
Stiitzelemente oder Mineralspeicher mit metabolischer Regulationsfunktion zu
konsturieren.***!]  Das vielfiltige Vorkommen erfordert morphologisch komplexe
Biominerale, deren Kristallisationsprozesse unter sehr effizenten Organisations- und

Kontrollmechanismen ablaufen.[*>4*]

Regulationsprozesse wie  beispielsweise  der
transmembrane Ionenfluss, pH-Wert Anderungen, (De-)Komplexierung von Ionen sowie der
enzymatisch katalysierte Gasaustausch konnen zu einer lokal hohen Ubersittigung und somit
zu einer kinetischen Steuerung der Kristallisationsvorginge fithren.**! Zusitzlich werden
Makromolekiile/Biopolymere  produziert, die die hohe Aktivierungsenergie des
Kristallisationsprozesses herabsetzen und deren Anlagerung an bestimmte Kristallflichen zu
einer Verringerung der Grenzflichenenergie und folglich zur Exponierung dieser
Kristallflichen fiihrt.*¥ Wie bereits in Kapitel 1.1.5. beschrieben, dominiert unter diesen
Bedingungen und in Gegenwart stabilisierender Additive die Selbstorganisation durch
orientierte Anlagerung den Kiristallwachstumsprozess des enstehenden Kristalls. Die
Entstehung von Mesokristallen wurde 2012 erstmal von Colfen et al*! in biologischer
Erscheinungsform belegt und scheint entscheidend fiir die Bildung von Biomineralen mit einem
breiten Spektrum an potentiellen Morphologien zu sein. Somit kann der Prozess der
Biomineralisation in fiinf Teilschritte untergliedert werden: (i) die Kontrolle der Keimbildung
(i1) die Kontrolle des Kristallwachstums (iii) die Kompartimentierung (iv) die Bildung des
anorganisch-organischen Kompositmaterials (v) die Selbstorganisation zu grofleren
Aggregaten. Diese Kontrollmechanismen sowie der Einfluss von Biomolekiilen erschweren

die Nachahmung bzw. die biomimetische Kristallisation in vitro.

Biominerale - Calciumcarbonat

Calciumcarbonat gilt als eines der hdufigsten Biominerale in Lithosphédre und Biosphire der
Erde.*®) Das globale Vorkommen umfasst hauptsichlich Gesteine der Erdkruste wie
beispielsweise Kreide, Kalkstein und Marmor als auch Biominerale, die zur Bildung von

dauerhaften und transistenten Endo-/Exoskelett oder intra-/extrazelluliren Speicherdepots
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beitragen.*’>Y  Dabei zeigen biogene Calciumcarbonatkristallite hiufig einzigartige
Morphologien, die aufgrund des Kristallisationsgeschehens in vivo stark von den
Gleichgewichtsstrukturen —abweichen.!!’  Im  Nachfolgenden wird der ausgeprigte
Polymorphismus unter Beachtung der fiir diese Arbeit relevanten kristallinen und amorphen
Spezies von Calciumcarbonat ausfiihrlicher betrachtet. Es existieren fiinf kristalline
Modifikationen von Calciumcarbonat — drei wasserfreie polymorphe Phasen (Vaterit, Aragonit,
Calcit) sowie drei wasserhaltige pseudopolymorphe Phasen (Monohydrocalcit, Ikait,
Calciumcarbonat-Hemihydrat) — und amorphe!?®! Spezies. Der Kristallisationsprozess l4sst sich
durch den breiten Loslichkeitsbereich der verschiedenen Modifikationen, die pH-Abhéingigkeit

des Systems und die reversible Hydratation des Calcium-Ions vielfiltig beeinflussen.>!)

1. Amorphes Calciumcarbonat aCC
Die direkte Bildung von synthetischem aCC gelingt, in Ubereinstimmung mit der
Ostwald-Vollmer-Regel, bei  hoher  Ubersiittigung und  weist von  allen
Calciumcarbonat-Modifikationen die hdchste Loslichkeit auf (4,0 - 1077mol?172).52 Die
Umwandlung in die kristallinen Modifikationen erfolgt in Abhéngigkeit der
Umgebungsbedigungen iiber Vaterit/Aragonit zur themodynamisch stabilsten Modifikation,
dem Calcit, iiber einen Aufldsungs- und Rekristallisationsprozess in kiirzester Zeit.!'"! Eine
Stabilisierung der amorphen Phase kann durch den Einbau von Fremdionen, vorallem
Magnesiumionen,>’! sowie stabilisierende Additive (z.B Aminosduren) erreicht werden. Die
signifikante Erhdhung der Stabilitit durch den Einbau von Mg?** wird durch die hdhere
Hydratationsenergie (des Mg? im Vergleich zu Ca?") und die damit verbundene hohe Barriere
fir die Umwandlung des magnesiumreichen aCCs in die wasserfreien kristallinen
Modifikationen begriindet. Ahnliche Stabilisierungsmechanismen sind in biogenem aCC zu
finden, dessen Bedeutung in biologischen Kristallisationprozessen zunehmend wichst. Die
stabilisierende Wirkung von biologischen Makromolekiilen aller Art, Wasser, Membranen
(z.B. Einschluss in Vesikel) sowie ionische Bestandteile, darunter auch Metabolite wie
anorganisches Phosphat oder Citrat, ermoglichen das vielseitige Auftreten von
aCC in vivo.’*>% Dabei dient aCC oftmals als Vorstufe fiir kristallines Calciumcarbonat'®”!
aber auch als Bestandteil strukturgebener Biominerale (z.B. calcitische Sklerite bei

(5859

Schwiammen, Zystolithe bei Pflanzen I oder als Calciumcarbonat-Reservoir (z.B. bei

[60.611 'Es wird angenommen, dass die jeweiligen Additive in biogenem aCC

Regenwiirmern)
genetischer Kontrolle unterliegen und letzlich unterschiedliche Nahordnungen induzieren, die

die enstehende kristalline Phase entscheiden.?®$?1 Der genaue Mechanismus der
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Additiv-Mineral-Wechselwirkung bzw. deren Einfluss auf den Kristallisationsprozess in vivo
ist noch nicht vollstindig verstanden.
il. Vaterit

Vaterit gilt als die am wenigsten stabile wasserfreie kristalline Modifikation des
Calciumcarbonatsystems und zeigt in Losung gemidl3 der Ostwald-Volmer-Regel eine schnelle
Phasenumwandlung zu energetisch niedrigeren Zustinden. Wihrend die Struktur der
kristallinen Modifikationen gédnzlich bekannt ist, existieren fiir Vaterit nach aktuellem Stand
eine Vielzahl von Strukturldsungen.®¥] Das von Mugnailoi et al!®¥ vorgeschlagene
Strukturmodell zeigt eine monokline Einheitszelle mit zwei unterschiedlichen Positionen des

Calcium-Ions.

Tab.1-1 Kristallographische Daten von Vaterit.[%
Raumgruppe C2/c —monoklin, Z =12
Gitterparameter a=12.1700 A, b=7.1200 A, ¢ = 9.4700 A
£ =118.3700°
Dichte p 2,65 g/em?
Loslichkeitsprodukt K, (25°C)[65) 1,22 - 10 mol?/L2

Das natiirliche Vorkommen von Vaterit in Lithosphdre und Biomineralisation ist nur von
geringer Bedeutung. Aufgrund der relativ hohen Loslichkeit dient der Vaterit hauptsédchlich als
Prikursor zur Bildung von biogenem Aragonit oder Calcit.[®*®8] Nur wenige Beispiele belegen
die Existenz von Vaterit als strukturellen Bestandteil von Biomineralen, hdufig in Coexistenz

mit Aragonit oder Calcit (z.B. Statolithen und Otolithen, Schalen von Weichtieren).!!!
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1il. Calcit
Calcit ist die thermodynamisch stabile Modifikation des Calciumcarbonat-Systems. Aufgrund
des energidrmsten Zustandes im thermodynamischen Minimum des Systems wandeln sich alle
Calciumcarbonat-Modifikationen unter entsprechenden Bedingungen sukzessiv in Calcit um.
Die Calcit-Kristallite weisen eine thomboedrische Morphologie mit abwechselnden Schichten

von Calcium- und Carbonat-Ionen auf.[®]

Tab.1-2 Kristallographische Daten von Calcit. 16"
Raumgruppe R3c —trigonal, Z=6
Gitterparameter a=4.9920 A, c=17.0690 A
Dichte p 2,70 g/cm?
Loslichkeitsprodukt K, (25°C)65) 3,31 - 10 mol%/L2

Biogener Calcit ist eines der meistverbreiteten Polymorphe von Calciumcarbonat in der Natur
und ist in verschiedensten Bereichen vorzufinden. Als gesteinbildendes Mineral ist der
mengenmiBig groBte Anteil auf Gesteinsablagerungen in Form von Kreide und Kalkstein, ¢!
aber auch durch alternierende Substitution (von Ca®>" durch Mg?") entstandenes Dolomit
zuriickzufiihren. AuBerdem bestehen die Schalen von Hiihner-, Vogel- oder Reptilieneiern, "]
sowie das Exoskelett von Muscheln”! und andere marine Organismen (Kalkalge,

Korallen)”>"3 iiberwiegend aus Calcit.

Biominerale — Calciumorthophosphat

Die Chemie der Calciumphosphate ist liberwiegend in lebenden Organismen und weniger im
Bereich der Gesteinsbildung von Bedeutung. Insbesondere Wirbeltiere nutzen die Merkmale
des Phosphatsystems zur Bildung des Skeletts bzw. von Stiitzstrukturen. Hierzu wird, neben
anderen  biochemischen  Regulationsmechanismen, die = pH-Abhédngigkeit  des
Protolysegleichgewichtes des Systems sowie der breite Loslichkeitsbereich der verschiedenen
Calciumphosphatverbindungen zur Regulierung der Mineralisierung in vivo und somit der
Phosphathomdostase genutzt.’¥ Biogene Calciumphosphate, iiberwiegend
Calciumorthophosphate, sind wichtige Bestandteile von physiologischem Hartgewebe wie
Knochen, Knorpel und Zihnen. Eine lokale Ubersittigung kann jedoch auch zu einer
ektopischen Mineralisierung von Calciumphosphat in Form von atherosklerotischen
Ablagerungen, Harnsteinen oder Zahnstein fithren. Die in vivo Mineralisation unter milden

Bedingungen fiihrt zu niedrig kristallinen Apatitphasen und oftmals zur Substitution von
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41,44,75

Calcium- oder Phosphationen im Gitter.! ' In Tabelle 1-3 sind die Eigenschaften von

biologisch-relevanten Calciumorthophosphaten gelistet.

Tab.1-3 Eigenschaften von biologisch-relevanten Calciumorthophosphaten.[7!
molares -log Dichte p pH-Stabilitétsbereich
Ca:P- (Ksp(25°C)) / g/em’ (25°C, wissrige Losung)
Verhélnis

Monocalcium-phosphat-
M%r;o(%‘lifgi)%igm 0.5 1,14 223 0,0 2,0
Monocalcium-phosphat-Anhydrat
c%ﬁ%i)z 0.5 1,14 2,58 -
Dicalcium-phosphat-Dihydrat
(BSHPII?(’)?;‘I‘;?S) 1,0 6,59 2,32 2,0-6,0
Dicalcium-phosphat-Anhydrat
(DA Doty 1,0 6,90 2,89 -
Octacalcium-phosphat (OCP)
Cag(HPO4)2(PO4)s- 5H0 1,33 96,6 2,61 55-17,0

a-Tricalcium-phosphat (a-TCP)
a-Caz(PO4)> 1,5 25,5 2,86 -

B-Tricalcium-phosphat (p -TCP)
B-Cas(POs4)2 1,5 28,9 3,07 -

Amorphes Calciumphosphat
(aCP) - B B

Cay(POs), nH:0 1,2-2,5 ~25-33
Hydroxylapatit (HA)
Cajo(PO4)s(OH), 1,67 116,8 3,16 9,5-12,0

Tetracalciumphosphat (TTCP)
Cay(P0O4)20 2,0 38-44 3,05 -

Carbonathaltiger Hydroxylapatit
(HCA)
A-Typ Ca10(PO4)6(OH, CO3)2 — — — 6,5 — 9,5
B—Typ Calo(PO4, C03)6(OH)2

Die fiir diese Arbeit relevanten Calciumphosphatverbindungen werden im Nachfolgenden

zusitzlich kurz beschrieben.
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1. Amorphes Calciumphosphat aCP
Entsprechend der Ostwald-Vollmer Regel bildet sich bei der Fillung von Calciumphosphaten
aus Losungen hoher Ubersittigung zuniichst das kinetisch begiinstigte Produkt, das amorphe
Calciumphosphat aCP. Dabei variiert die Zusammensetzung von aCP in Abhéngigkeit der
Synthese- bzw. Fillungsbedigungen (pH-Wert, Konzentrationen) durch die Anderung des
entstehenden Ca/P-Verhéltnisses. In der Literatur existieren amorphe Calciumphospht-Phasen
mit einem Ca/P-Verhiltnis von 1,18 bis 2,5,7°781 die sich im Wesentlichen in ihrer Stabilitt
unterscheiden. In sauren Losungen fiihrt der Einbau von HPO4* (statt PO4’") zu einer
Verringerung des Ca/P-Verhiltnis und somit zu instabilen amorphen Phasen, die sich leicht in
kristalline Modifikationen ~umwandeln.’¥ Die Struktur von aCP sowie der
Transformationsprozess in die kristallinen Phasen ist bis heute nicht eindeutig verstanden. Erste
Ansitze von Posner et al.?*! basieren auf der Beschreibung der strukturellen Grundeinheit als
anndhernd kugelformige Cluster (Posner-Cluster) der Zusammensetzung Cag(PO4)s und einem
gemittelten Durchmesser von 9,5 A. Es wird angenommen, dass die Reorganisation und
stufenweise Zusammenlagerung der in Losung gebildeten Posner-Cluster zur Bildung von
Apatit-Kristallen fiihrt.'”>! Transformationsprozesse nach diesem Mechanismus wiirden jedoch
keine Anderungen der chemischen Zusammensetzung sowie des Ca/P-Verhiltnisses erlauben.
Weitere Ansitze basieren auf Auflosungs- und Rekristallisationsprozessen oder einer
oberflichenvermittelten Umwandlung durch Hydrolyse und anschlieBender Keimbildung der
Apatitkristalle an der Oberfliche der aCP-Agglomerate. In einem von Eanes et al.l’®
beschriebenen Mechanismus stehen Auflosungs- und Rekristallisationsprozesse im
Vordergrund, die im Einklang mit der Ostwaldschen Stufenregel unter neutralen Bedingungen
zur Bildung von Octatricalciumphosphat und durch anschlieende topotaktische Reaktion zur
Bildung von Apatit fithren. Puech et al.l’ beschrieben hingegen einen oberflichenvermittelten
Transformationsprozess, der durch Hydrolyse an der Oberfliche der aCP-Agglomerate zur
Keimbildung von Apatit fiihrt. Das Kristallwachstum wird anschlieBend durch die Migration
der Tonen an der Oberfliche gefordert. Diese Mechanismen unterstiitzen mogliche Anderungen
des Ca/P-Verhiltnisses beim Ubergang von der amorphen zur kristallinen Modifikation und
zudem den Einbau von Fremdionen aus dem Mediums. Biogenes aCP wird vorallem als
transiente amorphe Mineralvorlduferphase in Knochen- und Zahnmineralen diskutiert, sodass
Calciumphosphatzemente und bioaktive Komposit-Materialen auf Calciumphosphatbasis in

medizinischen Bereichen von aktuellem Interesse sind.
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11. Hydroxylapatit
Hydroxylapatit (HA) ist die thermodynamische stabile  Modifikation des
Calciumorthophosphatsystems und kristallisiert bei Raumtemperatur in einem monoklinen
Kristallsystem der Raumgruppe P21/b. Eine thermisch induzierte Phasenumwandlung findet
oberhalb von 250°C zu einem hexagonalen Kristallsystem der Raumgruppe P63/m. Die
hexagonale Struktur kann jedoch auch durch Substitutionen von Fremdionen im Kristallgitter
(zB. COs*, F) bei Raumtemperatur stabilisiert werden. Dieser nichtstdchiometrische
(,,biologische*) Apatit bildet die Hauptkomponente von Knochen- und Zahnmineral.l!
Aufgrund der chemischen und strukturellen Ahnlichkeit sowie der bioaktiven Eigenschaften
findet stochiometrisch reiner HA zunehmend Anwendung als Implantatmaterial in der Mund-

Kiefer-Chirurgie.
Tab.1-4 Kristallographische Daten von Hydroxylapatit.!”>80!
Raumgruppe P2i/b —monoklin, Z=4
P63/m —hexagonal, Z=2

Gitterparameter a=9.8421 A, b=2a,c=6.8814 A,
y = 120° (monoklin)

a=b=9.4302 A, c=6.8911 A,

y = 120° (monoklin)

Dichte p 2,70 g/cm?

Loslichkeit K, (25°C)180) mol?/L?

iil. Carbonathaltiger Hydroxylapatit (Hydroxycarbonate apatite, HCA)
Die in Abschnitt 1.2.1. ii) bereits beschriebene strukturelle Flexibilitdt des
Hydroxylapatit-Gitters gegeniiber Substitionen erlaubt das Vorkommen des carbonathaltigen
Hydroxylapatits. In Abhidngigkeit der Substitutionsposition werden zwei Arten des
carbonathaltigen Hydroxylapatits unterschieden.®'821 Der A-Typ von HCA zeigt eine
Substitution der Hydroxid-Gruppe gegen die Carbonat-Gruppe und wird bevorzugt bei hohen
Temperaturen gebildet. Im Gitter des B-Typ HCA werden tetraedrische Phoshat-Gruppen
gegen trigonal-planare Carbonat-Gruppen ersetzt, dessen Bildung in wéssrigem Medium
bevorzugt wird. Als Folge dieser Substitutionen resultiert eine Anderderung der
Ladungsituation die durch Gitterfehlstellenkompensiert wird. Kiihl und Nebergall!®’!

postulierten einen ersten Losungsansatz zum Ladungsausgleich, basierend auf der Annahme,
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dass eine Substitution zur Erzeugung von Calcium und Hydroxy-Leerstellen fiihrt. Die daraus

resultierende allgemeine Summenformel lautet

Cajo_y+ (PO4)6—y(C03)y(OH)2—y+2u
Zusatzlich konnen aufgrund des nicht-stochiometrischen Charakter von HCA mogliche
Fremdionen (Na", F-, CI', ) sowie Kristallwasser in das Gitter eingebaut werden. Die damit

verbundene Ahnlichkeit zum biologischen HA, insbesondere des Knochenminerals, begriinden

die zunehmende Bedeutung von HCA als Knochenersatzmaterial.
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1.3. Knochen

Der Knochen bildet den Hauptanteil des Hartgewebes im menschlichen Organismus und erfiillt
als hochspezialisiertes Organ sowohl stoffwechselrelevante als auch biomechanische
Funktionen.® Die Funktionsvielfalt erstreckt sich von Stiitz- und Schutzfunktionen (Schidel,
Brustkorb) iiber Aufgaben im Bewegungsappartat (Ansatzfliche flir Muskulatur), des
Stoffwechsels (Bildung Blutzellen im roten Knochenmark) und des Mineralhaushaltes
(Mineralspeicher Ca*>" und PO4>). Als biologischer Nanokomposit zeigt der Knochen eine iiber
mehrere Groflenordnungen ausgepragten, hierarchischen Aufbau, der ausschlaggebend fiir die
besonderen biomechanischen Eigenschaften hinsichtlich Zug- und Druckbelastung des
Knochens ist.[®3 Stindig ablaufende Umbauprozesse (Remodeling) verleihen dem Knochen
eine hohe Regenerationsfahigkeit (bei sturkturellen Defekten) und zudem die Fahigkeit sich
aktiv an auftretende Verdnderungen der funktionellen Anforderungen hinsichtlich

mechanischer Belastung anzupassen.*®!

1.3.1. Strukturelle Hierarchie des Knochens
Der strukturelle Aufbau des Knochen zeigt, unter Abstufung des makroskopischen bis hin zum
atomaren Bereich, mindestens fiinf hierarchisch geordnete Organisationsebenen.!®>! Abb. 1-8.

zeigt die strukturelle Hierarchie beispielhaft an einem Lamellenknochen.

I. Knochengewebe II. Osteone IMl. Kollagenlamelle IV. Mineralisierte V. Kollagenund
Kollagenfibrille Knochenmineral

Substantia

Substantia
compacta —]

‘makroskopisch mikroskopisch nanoskopisch atomar

Abb.1-8 Hierarchischer Aufbau des Knochens. Die Untergliederung der Organisationsebenen ist schematisch von
makroskopischen bis zum atomaren Bereich dargestellt. In Anlehnung an [84].

Auf makroskopischer Ebene steht die Betrachtung der Art des Knochengewebes im
Vordergrund. Die substantia spongiosa im Inneren des Knochens, ein pordses Knochengewebe
bestechend aus Trabekele, deren Ausrichtung entlang der groBiten Zug-/Druckkréfte
(trajektorielle Ausrichtung) erfolgt, sowie der kompakte Knochen (substantia corticalis,

substantia compacta), eine homogene und dichte Rindenschicht. Hauptbauelement der
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Compacta sind auf mikroskopischer Ebene die s.g. Osteone, die aus konzentrischen Lamellen
unterschiedlicher Dicke und Orientierung aufgebaut sind. Die Lamellenstruktur setzt sich aus
Verbianden mineralisierter Kollagenfibrillen (= Kollagenfasern) mit wechselnder Orientierung
zusammen. Diese Kollagenfibrillen bestehen auf atomarer Ebene aus Typ-1 Kollagen, das sich
iiber mehrere Strukturebenen zu elastischen Fasern organisiert und die hohe Zugfestigkeit des
Knochens bedingt. Die Belastbarkeit hinsichtlich Hirte und Druck ist auf das Knochenmineral
zurlickzufiihren, indem sich die Mineralpartikel parallel zur Kollagenfibrille anordnen und eine
kontinuierliche kreuzfibrillire Phase bilden. Die durch den speziellen Aufbau bedingte
fraktaldhnliche Struktur fiihrt letztlich zur Aufrechterhaltung der mechanischen Integritit des

Knochens.

1.3.2. Knochenmineral

Allgemein anerkannt, besteht die anorganische Komponente der Knochensubstanz, ,,Dahllit
genannt, aus einem biologischen, nicht-stochiometrischen Hydroxylapatit, der einen
signifikaten Anteil an Carbonat- und Hydrogenphosphat-lonen und zusédtzlichen Substitutionen
durch weitere Fremdionen enthélt. Arbeiten zur genauen Analyse des Knochenminerals bringen
eine erhebliche Variation der chemischen Zusammensetzung der Mineralphase in biologischen
Proben vor, die in erster Linie eine Funktion des Kristallalters darstellen.®”] In Tab. 1-5 sind

typische Werte fiir die Massenanteile der im Knochenmineral enthaltenen Ionen gelistet.

Tab.1-5 Zusammensetzung des humanen Knochenminerals. PO4*- und HPO4? sind unter P zusammengefasst.[”!
Ca* P COs> Na* 1\/Ig2Jr K* F Cr
wt% 34,8 15,2 4-6 0,9 0,72 0,03 0,03 0,13

Durch die Substitution von Phosphat-lonen durch bivalente Carbonat- oder Hydrogencarbonat-
Ionen werden infolge der Ladungskompensationen Leerstellen erzeugt, die zu einem
Calcium-defizitiren Hydroxylapatit und einer verminderten Anzahl an Hydroxylgruppen im
Vergleich zu synthetischem Calciumhydroxylapatit fiihrt/der allgemeinen Summenformel
(Ca);9_x(HPO,/C0O3)4(P0O,)¢_x(OH),_, mit 0 <x <1 fiihrt."! Dariiber hinaus wurde
vorgeschlagen, dass ein erheblicher Teil der Hydrogenphosphat-lonen neben der Prasenz im
Kristallgitter auch in einer amorphen Oberflichenschicht der Knochenmineralkristalle
vorhanden sein soll.®® Daraus resultierend wurde Octacalciumphosphat (OCP,
(Ca)g(HPO,),(P0O4)4 - 5H,0) als  mogliche  Vorlduferphase und  Bestandteil des

Knochenminerals vorgeschlagen. 8 %]

21



Die Kiristallisation des Knochenminerals wird durch heterogene Nukleation an den
Typ-1-Kollagenfibrillen iniitiert®*?! und fiihrt strukturell zu sehr diinnen, plittchenformigen
Nanokristallen (mit einer Lédnge von 8-50nm, einer Breite von 5-25nm und einer Dicke von
1-4nm).P% Aktuelle nanoskopische Strukturuntersuchungen von Knochenmineral beschreiben
jedoch, dass die Knochenmineralkristalle weder ausschlieBlich pléattchen- noch nadelformig
sind, sondern dass gekriimmte nadelférmige Partikel seitlich zu leicht verdrehten Pléttchen

verschmelzen.”>!

1.3.3. Knochenhomdoostase und Remodeling

Zur Aufrechterhaltung der mechanischen Integritédt unterliegt das Knochengewebe konstanten
Auf- und Abbauprozessen, dem s.g. Remodeling. Diese gegensitzlichen Prozesse organisiern
den Knochenumbau und erfordern eine koordinierte Aktion von vier Haupttypen von
Knochenzellen (basic multicellular unit)®*! — die knochenauskleidende Zellen, die Osteozyten,
die Osteoklasten und die Osteoblasten. Vereinfacht dargestellt, umfasst der

Remodeling-Prozess vier verschiedene, sich iiberlappende Phasen.[3¢%]

Monocyt \ i Mesenchymale
(7 L Stammzelle
.................. / // ’( "
(1) ) Osteoblast
klast Q_ ;;
.
Pra-

) Osteozyt > o P> o

Abb.1-9 Schematische Darstellung des Remodeling.

(1) Initiierung der Knochenumbauprozesse an einer bestimmten Stelle

Ausgelost durch einen mechanischen Reiz werden Osteoklasten-Vorldufer-Zellen (mono-nukledre Zellen der
Monozyten-/Makrophagen-Zelllinie) rekrutiert und lagern sich an der entsprechenden Stelle an die Knochenmatrix
an. Uber mehrere Schliisselschritte und durch verschiedene Faktoren stimuliert, differenzieren diese
Vorléduferzellen zu den knochenresobierenden Zellen, den Osteoklasten. Mit der Reifung der Osteoklasten geht
der Umbauprozess in Phase 2 iiber.

(2) Knochenresorption und Differenzierung Osteoblasten

Die Knochenresorption stellt in Phase 2 des Umbauprozesses das vorherrschende Ereignis dar. Durch einen
aktiven Protonentransport erzeugen die Osteoklasten ein saueres Kompartiment zur Auflésung des

Knochenminerals. Zusétzlich werden Enzyme zur Aufldsung der organischen Matrix freigesetzt. Gleichzeigtig
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werden liber einen bestimmten Signalweg mesenchymale Stammzellen rekrutiert, die {iber einen mehrstuftigen
Differenzierungsweg zu knochenbildenden Zellen, den Osteoblasten, reifen.

(3) Osteoidsynthese

In der dritten Phase des Umbauprozesses setzt die osteoblastische Knochenbildung ein, wihrend die
Knochenresorption gleichzeitig nachldsst. Die Knochenbildung beginnt mit der Synthese und gerichteten
Sekretion von Typ-1-Kollagen durch die Osteoblasten, das im Verbund mit anderen kleineneren Kollagentypen,
Proteoglykanen,  Fibronektin ~ und  spezifischen = Knochenproteinen = (Osteopontin,  Osteoclacin,
Knochensialoprotein) das unmineralisierte, flexible Osteoid bilden. Die Bildung neuer Knochensubstanz
iiberdauert den Knochenresorptionsprozess. Diese enge Kopplung bzw. dieses Gleichgewicht gewédhrleistet, dass
sich die Knochenmasse und —qualitét aufrecht erhalten wird.

(4) Mineralisierung des Osteoid

Phase 4 beinhaltet die Mineralisierung des gebildeten Osteoids und rundet somit den Umbauzyklus ab. Die
Mineralisierung wird durch die lokale Freisetzung von Phosphat erreicht, das durch Phosphatasen in
membrangebundenen Vesikeln (von Osteoblasten sezerniert) innerhalb des Osteoids erzeugt wird. Die hohe
Calcium-Konzentration der extrazelluldren Fliissgkeit iniziiert die heterogene Keimbildung am Osteoid und fiihrt

zum Wachstum des Knochenminerals.

Osteoblasten konnen anschlieBend zu Osteozyten oder abgeflachten, knochenauskleidende
Zellen, die die Knochenoberfliche als Monoschicht belegen, differenzieren. Es wurde
vorgeschlagen, dass die in den Knochen eingebetteten Osteozyten durch mechanische
Belastung verursachte Verformungen und Defekte des Knochens registrieren und iiber einen

noch unbekannten Signalweg Osteoklasten-Vorliufer-Zellen rekrutieren. ¢!
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1.4. Knochenersatzmaterialen

Die Knochenhomoostase wird durch eine Vielzahl an Signalwegen gesteuert, sodass
hormonelle Verdanderungen, altersbedingte Faktoren, Medikamente und Folgeerkrankungen zur
Entstehung verschiedener Knochenfunktionsstorungen beitragen konnen. Die daraus
resultierende quantitative und qualitative Verminderung der Knochensubstanz, ebenso wie
knécherne Defektsituationen (hervorgerufen durch Frakturen oder Tumore) erfordern den
Einsatz von Knochenersatzmaterialien.”! Vordergriindiges Ziel ist dabei der Zugewinn an
knocherner Hartsubstanz zur Stabilisierung der Defektstelle sowie die Unterstiitzung der
Neogenese des kdrpereigenen Knochenmaterials (Osteokonduktion).”’! Neben der Funktion als
Leitstruktur fiir das regenerierende Knochengewebe ist eine stimulierende Wirkung auf
osteogene Zellen (Osteopromotion) und somit die Induktion der Osteogenese (Osteoinduktion)
wiinschenswert.”>* Dariiber hinaus werden fiir eine langfristige Osseointegration des
Implantetes/Implantantintegration verschiedenste Anforderungen an die Eigenschaften von
Knochenersatzmaterialen gestellt. Die Basis fiir die Langzeitvertraglichkeit wird durch die
Biokompatibilitdit des Knochenersatzmaterials bei gegebener Sterilitdt gesichert, sodass
proinflammatorischer Reaktionen und AbstoBungsreaktionen unterbleiben. Da die
biomechanischen Eigenschaften des korpereigenen Knochens durch das Knochenersatzmaterial
weitestgehend realisiert werden sollen, wird fiir eine friihzeitige Belastbarkeit eine
ausreichende Stabilitdt des Materials bei gleichzeitiger interkonnetiver Porositét gefordert. Die
Porositdt gewihrleistet den Stoffaustausch, ermdglicht eine vollstdndige Vaskularisierung und
ist hinsichtlich Knochenautbau- und Implantatabbauprozessen von Bedeutung. Fiir das An- und
Einwachsen von Knochengewebe sowie die Implantatresorption wurden Poren mit einem

Durchmesser von 150-600 pm als optimal beschrieben.!””

Die Resorption des
Knochenersatzmaterials flihrt iiber zellvermittelte, biologische und/oder chemisch-
physikalische Abbauvorginge zu leicht extrahierbaren Metaboliten und letztlich zur
Ausscheidung des korperfremden Materials.”®! Aufgrund des ausgerpigten Eigenschafts- und
Anforderungsprofil existieren eine Vielzahl von Knochenersatzmaterialien, die geméf ihrer

Herkunft in vier Gruppen unterteilt werden koénnen:
(1) Autogene/Autologe Transplantate (Spender und Empfénger entsprechen der gleichen

Person).

(2) Allogene Transplantate (Spender und Empfénger gehoren der gleichen Spezies an).
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(3) Xenogene Transplantate (Spender und Empfanger gehoren nicht der gleichen Spezies
an, z.B. knochenanaloge Calciumphosphate von tierischen oder pflanzlichen
Materialien stammend).

(4) Alloplastische Transplantate (Synthetische Materialen z.B. Keramiken, Zemente,
Polymere, Komposite).

Allogene und xenogene Transplantate dhneln dem autogenen/autologen Knochen geméal3 der
Qualitdtsanforderungen und zeigen eine osteokonduktive sowie teilweise osteoinduktiven
Wirkung. Dennoch bleibt trotz initialer Entfernung potentiell infektioser und immunogener
Bestandteile das Restrisiko einer Infektion sowie einer Immunreaktion bestehen. Zusétzlich ist
die Verfiigbarkeit allogener Knochenersatzmaterialien meist in Abhédngigkeit von geeigenten
Organspendern begrenzt und autologe Knochenersatzmaterialien erfordern zusétzliche invasive
Eingriffe.!'®!  Um die natiirlichen Ressourcen zu schonen, sind alloplastische
Knochenersatzmaterialien zunehmend von Interesse. Zwar sind synthetische Transplantate den
autologen Knochentransplantaten noch immer unterlegen, sie konnen jedoch zum Teil bereits
hochqualitative Ergebnisse aufzeigen und besitzen somit das groBte Zukunftspotential.['%! In
Tab. 1.6. sind die gingigsten Knochenersatzmaterialen und deren wichtigsten Eigenschaften

beispielhaft als Ubersicht zusammengefasst.

Tab.1-6 Beispielpriparate fiir natiirliche und synthetische KEM.[7:100]

Hauptgruppe Untergruppe Wirkung Beispielpriparat

Natiirliche KEM Allogen Osteokonduktiv Maxgraft®
Xenogen Osteokonduktiv Bio-Oss®,

Cerabone®™

Synthetische KEM Keramiken Osteokonduktiv Ostim® , Endobone®
Zemente Osteokonduktiv Norian® CRS
Komposite Osteokonduktiv, NanoBone®

Osteoinduktiv

Folglich liegt der aktuelle Forschungsschwerpunkt in der graduellen Verbesserung und
Neueinfithrung von alloplatischen Knochenersatzmaterielen zur Steigerung der Qualitdt und

Erweiterung der Produktvielfalt dieser Materialen.
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1.5. Zellkultur und in vitro Studien

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Studien wurden sowohl mit Zellen einer
Zelllinie als auch primdren humanen Zellen durchgefiihrt. Im Nachfolgenden werden die

verwendeten Zelltypen sowie die Methoden kurz erldutert.

1.5.1. Zelllinien und primére Zellen

Die Zellen einer Zelllinie zeigen, aufgrund/bedingt durch eine genetische Modifikation,
Verianderungen in ihren Eigenschaften insbesondere des Proliferationsverhaltens. Letzlich fiihrt
diese Chromosomenanomalie zu immortalisierten Zellen, die sich unter Aufrechterhaltung der
phinotypischen Eigenschaften unbegrenzt vermehren. Immortalisierte Zellen lassen sich
tendenziell leichter kultivieren, fiihren letztlich zu homogenen, genetisch identischen

(101102} Tn dieser

Populationen und somit zu konsistenten und reporduzierbaren Ergebnissen.
Arbeit wurde ausschlieBlich die humane Osteosakrom-Zelllinie MG-63 verwendet. Diese
Zelllinie wurde aus dem juxtakortikalen Osteosakrom der distalen Diaphyse des linken
Oberschenkel eines 14-jihrigen minnlichen Patienten isoliert.!*! Die Zellen zeigen dhnliche
phénoytpische Eigenschaften und hormonelle Reaktionen wie primire
Osteoblastenzellen/osteoblastische Zellen und gelten somit als ein geeigntes Modell fiir erste
biologische Studien von Biomaterialien zum Knochenersatz/regeneration. Da immortalisierte
Zellen jedoch hidufig einzigartige Genmuster exprimieren, die in vivo nicht zu finden sind,
sollten in vitro Studien sowohl mit Zellen einer Zelllinie als auch mit Primérzellen durchgefiihrt
werden. Primére Zellen werden direkt aus dem entsprechenden Gewebe isoliert und behalten
daher die morphologischen und relevanten funktionellen Eigenschaften des Ursprungsgewebes
bei. Sie durchlaufen Seneszensprozesse und haben somit ein begrenztes Potential hinsichtlich
Proliferation und Differenzierung. Zusitzlich konnen primére Zellen in Abhéngigkeit der
genetischen Merkmale und des Alters des Spenders in ihren Eigenschaften variieren.!'®?! Um
spenderunabhingige und somit vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden die in dieser
Arbeit durchgefiihrten in vitro Studien mit Zellen von drei verschiedenen Spendern der gleichen
Passage durchgefiihrt. Es wurde mit humanen primdren Osteoblastenzellen (pOB) sowie
humanen primdren Endothelzellen (HUVEC) gearbeitet. Osteoblasten reifen iiber einen
spezifischen Differenzierungsweg aus mesenchymalen Stammzellen und sind maBgeblich fiir
den Knochenaufbau verantwortlich (s. Kap. 1.3.3.). Endothelzellen bilden ein einschichtiges
Plattenepithel (Endothel) als innerste Schicht der BlutgefiBe aus.'®! Aufgrund ihrer Position
an der Grenzfliche zwischen Blut und Gewebe konnen Endothelzellen verschiedene vaskulére

Funktionen steuern, u.a. die Komplementaktivierung. Vermittelt durch inflammatorische
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Zytokine (z.B. IL-1, TNFa) oder bakterielle Endotoxine (LPS), wird ausgehend von einer
Entziindungsreaktion die Expression von E-Selektin, einem endothelspezifischen
Membranglykoprotein, transkriptionell hochreguliert und fiihrt letztlich zur Aktivierung des
angeborenen Immunsystems. Somit kann zur Berurteilung von Biomaterialien hinsichtlich
inflammatorischer Effekte die Stoffwechselaktivitit von Endothelzellen in vifro betrachtet

105,106

werden. I Die Expression von E-Selektin wurde in vitro mittels einer Antikdrper-

basiertern Detektionsmethode nachgewiesen.

1.5.2. Biokompatibilitit und Zytotoxizitét

Die Biokompatibilitit beschreibt die biologische Vertraglichkeit eines Materials hinsichtlich
der umgebenden Zellen bei gleichzeitiger Erfiillung seiner Funktion. Materialien, die keine
unerwiinschten inflammatorischen, zytotoxische, genotoxische oder kanzerogene Effekte
hervorrufen, werden als biokompatibel bezeichnet.'"”! Biokompatibilititsstudien in vitro
dienen somit als Schliisselkonzept zur Untersuchung und dem verbesserten Verstindnis
biologischer Effekte ausgehend von spezifischen Materialen. Auf dieser Basis konnen
Sicherheitsbewertungen erstellt werden, die vor allem fiir die Entwicklung und Indikation
medizinischer Implantate von Bedeutung sind. Durch Stimulation gewebsspezifischer Zellen,
entsprechend des definierten Transplantationsortes, wird der Einfluss des Materials anhand des

107] Zusétzlich werden anhand

Proliferationsverhaltens und der Zellmorphologie untersucht.!
spezieller in vitro Testverfahren Verdnderungen der Stoffwechselaktivitét, hervorgerufen durch
zytotoxische Eigenschaften des Materials, analysiert. Im Nachfolgenden werden die in dieser

Arbeit relavanten Zytotoxizititstests kurz beschrieben.

RES-Assay

Der Resazurin-Assay ist ein Fluoreszenzassay, der die zellulire metabolische
Aktivitdt detektiert und dient somit zur Bestimmung der Viabiltdt der eingesetzten
Zellen. Resazurin, ein blauer, nicht-fluoreszierender Farbstoff wird in metabolisch
aktiven Zellen durch intrazellulire Dehydrogenasen und Umsetzung des
Coenzyms NAD/NADH irreversibel zum stark rotfluoreszierenden Farbstoff
Resorufin reduziert. Das gemessene kolometrische Signal ist dabei proportional

zur Anzahl der lebenden Zellen.
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Abb.1-10 Strukturformeln zur Reduktion von RES zu Resorufin.

LDH-Assay

Die Laktat-Dehydrogenase (LDH), ein im Zytosol lokalisiertes/zytososlisches
Enzym wird bei Zelllyse bzw. Schidigungen der Plasmamembran vermehrt in den
Kulturiiberstand freigesetzt und dient daher als optimaler Marker zur Bestimmung
zytotoxischer Effekte. Die Zunahme an LDH-Aktivitdt im Kulturiiberstand wird
mittels einer kolorimetrischen Methode bestimmt und ist proportional zur Anzahl
der lysierten Zellen. Die Laktat-Dehydrogenase katalysiert die Oxidation von
Laktat mit/bei gleichzeitiger Reduktion des Coenzym NAD'/NADH. Durch
Zugabe des Tetrazoliumsalzes 3-(4-lodphenyl)-2—(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-
tetrazol-3-iumchlorid (INT) kann die Bildung von NADH/H" in einer gekoppelten

(Farbreaktion) gemessen werden. %]
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Abb.1-11 Strukturformeln zur Reduktionsreaktion von INT zum roten, 16sliche Formazanprodukt.
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1.5.3. Osteoblastdre Differenzierung — Owen-Modell

Das Osteoblastendifferenzierungsmodell, auch Owen-Modell genannt, basiert auf intensiven
Untersuchungen eines Rattenkalviarenzellsystems und beschreibt die sequentielle
Differenzierung von Osteoblasten anhand der Unterscheidung dreier Phasen: (i) die

Proliferation, (ii) die Matrix-Maturation, (iii) die Mineralisation.!'%!

Phase 1 Phase 2 Phase 3
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Abb.1-12 Sequenzielle Differenzierung anhand von Proliferation und Genexperssion Osteoblasten-spezifischer

Proteine nach Owen.[!%%]

Nach Owen et al.['® Iisst sich der komplexe Prozess der osteoblastiren Differenzierung durch
eine Phase der Proliferation und anschlieBender koordinierter Expression knochen-
charakteristischer Proteine unterteilen. Wahrend der Proliferationsphase erfolgt vornehmlich
die Expression von Zellwachstums- und Zellzyklusgenen. Aber auch extrazellulire
Matrixproteine (Prokollagen I, Fibronektin) werden von den proliferenden Osteoblasten in
dieser Phase exprimiert. Der Ubergang der Proliferationsphase in die Matrix-Maturation oder
Matrix-Reifephase wird durch den Anstieg bzw. die maximale Expression der alkalischen
Phosphatase charakterisiert. Die alkalische Phosphatase, ein cytoplasmatisches Enzym,
reguliert die Bereitstellung von Phsophat-lonen zur Knochenmineralsierung indem sie die
hydrolytische Dephospholierung von Phosphorsdureester (z.B. in Proteinen, Nukleotiden)
katalysiert. Aus diesem Grund eignet sich die ALP als Marker fiir die osteoblastische
Differenzierung bzw. die Osteogenese. Zusdtzlich geht die Initiierung der extrazelluldren
Matrixreife mit der Stimulation der Genexpression von Proteinen wie Osteopontin und
Osteokalzin einher, deren Maxima in der Mineralisationsphase liegen und sich daher als Marker

fiir reife Osteoblasten eignen.
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Vaterit Nanopartikel

— Synthese und
in vitro Studien —

2.1. Einleitung

Sowohl in der Natur als auch in der chemischen Produktion stellt die Kristallisation einen
Schliisselschritt zur gezielten Herstellung von mineralischen Feststoffen dar. Das Verstéindnis
der zugrundeliegenden Kristallisationsmechanismen ermoglicht die Kontrolle {iiber die
resultierenden Eigenschaften synthetischer, bioinspirierter Materialen in Abhdngigkeit von
Grofe, Morphologie und Polymorphie. Wie in lebenden Organismen perfektioniert, bieten
diese Erkenntnisse die Moglichkeit Biomaterialien zu generieren, deren Aufbau und Funktion
eng miteinander verkniipft sind. Zu den prominentesten Vertretern dieser Biominerale gehort
Calciumcarbonat (CaCO3), dessen Vorkommen sich in der Natur vor allem in Weichtieren,
marinen Einzellern und Wirbeltieren hiuft.>>!1%!11 Seit den frithen 2000er Jahren gilt das
Kristallisationsverhalten von CaCOs als populidres Modellsystem fiir die Nukleation und
Kristallisation.»!'2"114 In zahlreichen Kristallisationsstudien konnte gezeigt werden, dass
CaCOs3 zunichst als amorphe, fliissigkeitsdhnliche Phase auftritt und sich anschlieend — in
Abhingigkeit der Umgebungsbedingungen — in die kristallinen Modifikationen umwandelt
(s. Kapitel 1.1.4.).1115- 181 Aych in vivo wird zunehmend angenommen, dass bei der Bildung von
Endo- und Exoskelett amorphe Vorlduferphasen der Carbonate und Phosphate eine Rolle
spielen. Spektroskopische Beobachtungen deuten drauf hin, dass amorphes Calciumcarbonat
(aCC) als Vorldufer des carbonathaltigen Apatits fungiert.[''*12) Die Verwendung von aCC als
mineralische Vorlduferkomponente des Knochensminerals wird in in vitro Studien durch die
hohere Loslichkeit der hydratisierten amorphen Phasen im Vergleich zu den kristallinen
Modifikationen erschwert. Vaterit hingegen, als metastabile kristalline Modifikation, weist eine
geringe Loslichkeit bei ausreichender Reaktivitit auf, und erlaubt somit einen langsameren,
kontrollierbareren Transformationsprozess in vitro.'?!l Grundvoraussetzung fiir in vitro
Studien beziiglich der Anwendung von Vaterit als Biomaterial ist eine einfache,
reproduzierbare Synthese phasenreinen Vaterits unter Ausschluss toxischer Materialen. Bisher
wurden Vaterit liberwiegend mittels aufwendiger fliissig-fliissig und gas-fliissig Methoden

hergestellt. Die nasschemischen Syntheserouten basieren dabei meist auf der Verwendung von
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Calciumchlorid und Alkalimetallcarbonaten in organischen, toxischen Ldsungsmitteln wie
Methanol.'?>123] Eine weitere Moglichkeit bietet die zeitaufwendige Carbonatisierung von
Ca(OH)> durch das Einleiten von CO»-Gas oder die Verwendung von Trockeneis in einem

Wasser-Methanol-Gemisch.[1?2124125] Wissrige Synthesen wurden meist unter Verwendung

127 128

von Additiven wie Dopamin,!'?®! Glycerol,[!?”] Poly-L-Aminosiuren!'?®! oder nichtionischen
Tensiden (z.B. Tween)!!?’!] durchgefiihrt. Die daraus resultierende
Oberflachenfunktionalisierung fiihrt zwar zu einer Stabilisierung des gewlinschten Vaterit-
Polymorphs, gleichzeitig jedoch auch zu einer Verdnderung der (Oberflachen-)Eigenschaften
und somit zu Einschrinkungen in entsprechenden Anwendungsbereichen. Einen weiteren

130" die durch die Zersetzung von Harnstoff in einer Wasser-

Ansatz zeigen Li et all
Ethylenglykol-Phase unter solvothermalen Bedingungen Carbonat-lonen zur Bildung von
Vaterit generieren. Eine dhnliche, vielversprechende Syntheseroute wurde von Schiiler et al.['*!]
postuliert. Unter Verwendung von Calciumchlorid-Dihydrat und Natriumhydrogencarbonat als
Prakursor wurde mittels Ultraschallbehandlung eine Methode geschaffen, monodisperse Vaterit
Nanopartikel im GroBenbereich von ca. 50 nm ohne Oberflichenfunktionalisierung zu
synthetisieren. In Anlehnung an die bestehende Synthesevorschrift von Schiiler e al.'3!! wurde
der Kristallisationsprozess unter gegebenen Bedingungen niher untersucht, mit dem Ziel den
Reaktionsmechanismus besser zu verstehen und so die Synthese hinsichtlich der Ausbeute und
der Phasenreinheit zu optimieren. Basierend auf den Untersuchungen der wasserabhéngigen
Kristallisationskinetik der Reaktion (mittels FTIR-Spektroskopie und
Transelektronenmikroskopie), postulieren wir einen mdglichen Reaktionsmechanismus fiir die

Bildung phasenreiner Vaterit-Nanopartikel. Die Erkenntnisse erdffnen zudem neue

Anwendungsméglichkeiten zur bioinspirierten Synthese weiterer Biomaterialen.
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2.2. Material und Methoden

2.2.1. Material

CaCl, - 2H,O (Sigma Aldrich), NaHCOs (Sigma Aldrich, >99,7%), NaH'3*COj3 (Sigma Aldrich,
98 atom% '3C, 99% (CP)), Ethanol (C2HsOH, Sigma Aldrich, > 99,8%), Ethylenglykol
(C2H502, Sigma Aldrich, > 99,7%), M199 (Sigma Aldrich), FBS (fetal bovine serum, heat-
inactivated, Sigma Aldrich), Glutamax I (Gibco® Thermo Fisher Scientific), Osteoblasten-
Zelllinie MG63 (dmerican Type Culture Collection, ATCC®CRL-1427®, LGC Promochem),
DMEM  (Dulbecco’s Modified FEagle Medium, high glucose, Sigma Aldrich),
Penicillin/Streptomycin P/S (Gibco® Thermo Fisher Scientific), ECGS (endothelial cell growth
supplement, Becton Dickson and Company), Heparin-Natriumsalz (Sigma Aldrich), LPS
(Lipopolysaccharid, Escherichia coli O111:B4, Sigma Aldrich), 3,7% Paraformaldehyd
(Merck), 0,1% Triton® X-100 (Merck), DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, D8537,
Sigma Aldrich), Antikérper CD62E (mouse, 6010, Monosan), BSA (bovine serum albumin,
Sigma Aldrich), Fluoreszenz-marktiert Antikorper (goat anti-mouse, Molecular Probes —
Thermo Fisher Scientific), Hochst Dye 33342 (Molecular Probes — Thermo Fisher Scientific),
Fluoroshield (ImmunoBioScience Corporation), Calcein-AM (AM: Acetoxymethylester,
Thermo Fisher Scientific), CytoTox 96® Non-Radio Cytotoxicity Assay (LDH, G1780,
Promega), Fibornektin (Roche, 1080 938), Gelatine (Sigma Aldrich), Resazurin (Sigma,
R7017) , Hank’s Balanced Salt Solution (Sigma, H9169), 8-Well chamber slide (LabTek®,
Thermo Fisher Scientific), Zellkulturplatten (Greiner bio-one, Cellstar®™), deionisiertes MilliQ-

Wasser, hypotonisches Wasser (steril und pyrogenfrei, Carl Roth).

2.2.2. Vaterit-Nanopartikel — Synthesevorschrift

Die Synthese der Vaterit-Nanopartikel erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Schiiler et
al. 31 Calciumchlorid Dihydrat (5 mmol) wurde in Ethylenglykol (50 mL) unter
Ultraschalleinwirkung bei 40°C gel6st. Natriumhydrogencarbonat (10 mmol) wurde unter
starkem Riihren in Ethylenglykol (50 mL) redispergiert. Die Losungen wurden vereint und im
Ultraschallbad bei 40°C fiir 25 min zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurden 50 mL
MilliQ-Wasser fiir 5 min bei gleichbleibenden Bedingungen hinzugegeben. Der erhaltende
Niederschlag wurde mit Wasser und anschlieBend mehrfach mit Ethanol gewaschen. Das
farblose Produkt wurde im Vakuum getrocknet und analysiert. Die Ausbeute wurde
gravimetrisch bestimmt (@ 96%). Fiir die in vitro Studien wurden sterile Vaterit-Nanopartikel

hergestellt. Hierzu wurden die Reaktionsgefdle vorab bei 180°C fiir 24 Stunden im
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Trockenschrank ausgeheizt sowie auf moglichst sterile Arbeitstechniken wéhrend der Synthese

und der Aufreinigungsprozesse geachtet.

Zusétzlich wurde eine Versuchsdurchfithrung zur Verlaufskontrolle der Kristallisation erstellt.
Um den Kristallisationsprozess besser verfolgen zu konnen, wurden der Reaktionslosung
geringe Mengen an MilliQ-Wasser (10%, 30%, 50% (v/v)) zugesetzt. Zur Minimierung des
energetischen Eintrags wurde bei der Dispersionsmethode auf die Ultraschallbehandlung
verzichtet und ein Magnetriihrer (200 rpm) bei Raumtemperatur verwendet. Auf diese Weise
war es moglich eine verlangsamte Kristallisation zu initiieren. Die Aliquotentnahme erfolgte in
unterschiedlichen Zeitintervallen iiber eine Gesamtreaktionsdauer von 5 Stunden. Die Reaktion
wurde durch Zugabe eines Uberschusses an Aceton gestoppt. Die Probe wurde durch
Zentrifugation abgetrennt, mehrfach mit Aceton gewaschen und im Vakuum getrocknet. Fiir

jede Probe wurde ein FTIR-Spektrum aufgezeichnet.

2.2.3. Chemische Charakterisierungsmethoden

ATR-FTIR-Spektroskopie. Die ATR-FTIR-Spektroskopie wurde mit einem Nicolet iS10
Spektrometer der Firma Thermo Scientific durchgefiihrt. Die Spektren wurden in einem
Frequenzbereich von 650 cm™! bis 4000 cm™! mit einer Auflésung von 1,4 cm™ pro Datenpunkt

aufgenommen.

Festkorper-NMR-Spektroskopie. Alle Experimente wurden mit einem Bruker Avance 400 DSX
NMR-Spektrometer bei einer 'H-Frequenz von 399,87 MHz und einer '*C-Frequenz von
100,55 MHz aufgenommen. Es wurde ein 4 mm-Bruker-Doppelresonanz Messkopf bei 10 kHz
Magic Angle Spinning (MAS) verwendet. Das *C single plus (SP)-Experiment wurde fiir die
Vaterit-Probe durchgefiihrt. Die chemische Verschiebung 8('*C) wurde auf externes

Adamantan als Sekundérstandard bei 38,48 ppm referenziert.

Pulver-Rontgenbeugung. Rontgendiffraktogramme wurden auf einem STOE Stadi P,
ausgestattet mit einem Mythen lk-Detektor, unter Verwendung von monochromatisierter
MoKa-Strahlung aufgenommen. Die Probe wurde mit Perfluorether (Fomblin Y, Aldrich)
zwischen Polyvinylacetat-Folien aufgebracht. Die Probe wurde in 0,015°-Schritten

(kontinuierlicher Scan, 150 s/°) gemessen, die einen 20-Bereich von 1,5° bis 47° abdecken.

Rasterelektronenmikroskopie. Die REM-Proben wurden an einem Nova NanoSEM 630 der
Firma FEI durchgefiihrt. Es wurde im Hochvakuum mit einer Beschleunigungsspannung von
10 kV, einem Arbeitsabstand von 4 mm bis 7 mm und einem TLD Detektor, als

Sekundérelektronendetektor zur Bildgebung gearbeitet. Zur Probenpiparation wurden 8 pL der
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jeweiligen Probensipersion auf einen Silicium-Wafer aufgetropft und auf einem leitenden
Kohlestoffpad fixiert. AnschlieBend wurden die Proben unter Verwendung einer MEDO020
Kleinbedampfungsanlage der Firma Bal-Tec mit einer Goldschicht 7,5 nm gesputtert.

Thermische Analyse. Die gekoppelte thermogravimetrische und differentielle Thermoanalyse
(TGA-DTA) wurde mit einem Netzsch STA 449 F3 Jupiter-Gerédt durchgefiihrt. Die Probe
(~10 mg) wurde in einem Aluminiumoxidbecher unter Argonatmosphére von 50 °C auf 600

°C bei einer Heizrate von 10 K/min erhitzt.

Transmissionselektronenmikroskopie. Die TEM-Proben wurden durch Auftropfen von 20 pL
der jeweiligen Probendispersion auf ein 400 mesh Kohlenstoff-Kupfer-Gitter (Plano GmbH,
Wetzlar) hergestellt, und mit einem Technai Spirit G2 bei 120 kV Beschleunigungsspannung,

ausgestattet mit einer Standard 4K CCD-Kamera, vermessen.

2.2.4. Biologische Untersuchungsmethoden — in vitro Studien

Kultiverungsbedingungen der verwendeten Zellen — Fiir die in vitro Studien wurden zwei
verschiedene Zelltypen verwendet. Es wurde mit der humanen Osteoblasten-Zelllinie MG63
gearbeitet. Das entsprechende Zellkulturmedium beinhaltete Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM - high glucose) mit 10% FBS, 2 mM Glutamax I und 100 U/ 100 pg/mL
Penicillin/Streptomycin (P/S). Aulerdem wurde mit primiren humanen Endothelzellen (human
umbilical vein endothelial cells — HUVEC), gewonnen aus der Vene der humanen Nabelschnur,

gearbeitet. Die Isolation der Zellen erfolgte in Anlehnung an die Literatur von Jaffe et al.['*

und wurde von | sovic GG 2 s dcr Gruppe von |GG
am Institut fiir Pathologie durchgefiihrt. Die isolierten priméren, humanen Zellen wurden unter
Bezugnahme der gesetzlichen ethischen Vorschriften, anonym und ohne patientenbezogene
Daten behandelt. Als Zellkulturmedium wurde M199 mit 20% FBS, 2 mM Glutamax I, 100 U/
100 pg/mL P/S, 25 pg/mL des Wachstumsfaktors ECGS (endothelia cell growth supplement)
sowie 25 ug/mL Heparin-Natriumsalz verwendet. Der Wachstumsfaktor sowie die Heparin-
Natriumsalzlosung wurden jeweils frisch und unmittelbar vor der Anwendung dem Medium
zugesetzt. Um eine gute Adhédrenz der HUVEC zu erreichen, wurden die Zellkulturflaschen
sowie die Zellkulturplatten mit 0,2% Gelatine beschichtet. Die Zellkultivierung wurde in einem
Inkubator bei Kultivierungsbedingungen von 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO;-Gehalt
durchgefiihrt.

Immunfluoreszenzfdirbung von E-Selektin - Die Immunfluoreszenzfarbung gilt als diagnostische

Methode der Immunhistochemie, und verwendet Fluoreszenzfarbstoff-marktierter Antikdrper
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zur gezielten Detektion eines spezifischen Antigens. In unserem Experiment wurde die
Expression von E-Selektin durch HUVEC nach Exposition mit Vaterit-Nanopartikeln detektiert
bzw. mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Durch die Bestimmung von E-Selektin wird
gleichzeitig auf das Vorhandensein von Endotoxin (auch bekannt als Lipopolysaccharid LPS)
in der Probe sowie die Induktion inflammatorischer Effekte ausgehend von der Probe
gepriift.['% Es wurden 50.000 HUVEC pro Well in einer 8-Well chamber slide ausgesit. Die
Kammern wurden zuvor mit 100 pL pro Well Fibronektin (1:200 in PBS) fiir 60 min im
Inkubator beschichtet. Nach 48 Stunden Kultivierung erfolgte die Stimulation der Zellen durch
Vaterit-Nanopartikel. Unbehandelte Zellen dienten als Negativ-Kontrolle. Als Positiv-
Kontrolle wurden die Zellen mit 1 pg/mL LPS stimuliert. Nach einem Stimulationszeitraum
von 4 Stunden wurden die Zellen mit 3,7% Paraformaldehyd fiir 15 min bei Raumtemperatur
fixiert und anschliefend mit PBS gewaschen. Die Membran-Permeabilisierung erfolgte durch
Zugabe von 0,1% Triton® X-100 in PBS (300 pL pro Well) fiir 5 min bei Raumtemperatur. Fiir
die primére Antikorperfarbung wurde der E-Selektin Antikorper (CD62E mouse) in 1% BSA/
PBS im Verhéltnis 1:100 verdiinnt und 12 Stunden lichtgeschiitzt bei +4°C inkubiert. Im
Anschluss erfolgte die sekundire Antikorperfarbung mit Alexa Fluor 488 (goat anti-mouse),
ebenfalls als 1:100 Verdinnung in 1% BSA/PBS fiir 60 min lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur. Zusitzlich erfolgte eine Kernfarbung mittels Hochst Dye 33342, als 1:200
Verdiinnung in PBS fiir 5 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. AbschlieBend wurde die
Kammer entfernt und die Zellen durch ein Eindeckmedium Fluoroshield und Deckglas

versiegelt. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop.

In vitro Zellviabilitdits- und Zytotoxizitdtstest — Der Effekt der Vaterit-Nanopartikel auf die
Stoffwechselaktivitdt der humanen Osteoblasten-Zelllinie MG63 wurde mit zwei verschiedener
Testverfahren (Laktatdehydrogenase (LDH) - Assay, Resazurin (RES) - Assay) gepriift. Es
wurden 25.000 Zellen pro Well in einer sterilen 96-Well Zellkulturplatte ausgesét und fiir 24
Stunden im Inkubator kultiviert. Im Anschluss erfolgte einer Stimulation durch Zugabe der
Vaterit-Nanopartikel in Konzentrationen von 50 pg/mL, 100 pg/mL und 250 pg/mL iiber einen
Zeitraum von 24 Stunden, 72 Stunden und 7 Tagen. Es wurde eine Medium-Kontrolle (ohne
Zellen) sowie eine Zell-Kontrolle (unbehandelte Zellen) mitgefiihrt. Um unerwiinschte
Nebenreaktionen der Vaterit-Nanopartikel mit Reagenzien des Tests auszuschlieen zu konnen
und um eine korrekte Ermittlung der Messdaten zu gewihrleisten zu konnen
(Hintergrundmessung), wurde zusétzlich eine Medium-Partikel-Kontrolle mit identischen
Konzentrationen an Vaterit-Nanopartikeln mitgefiihrt. Alle Experimente wurden drei Mal mit

jeweils drei technischen Replikaten durchgefiihrt. Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz
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wurde ein Student T-Test Typ 3 verwendet. Die detaillierte Durchfiihrung der Tests wird im

Nachfolgenden beschrieben.

LDH-Assay — Unter Verwendung eines kommerziell erworbenen CytoTox 96® Non-Radio
Cytotoxicity Assay konnten Zellmembranschiden der verwendeten MG63 Zellen bedingt durch
die Exposition mit Vaterit-Nanopartikeln untersucht werden. Dabei wird die Menge an
freigesetzter Laktat-Dehydrogenase (im Zytosol lokalisiert) im Uberstand bestimmt. Es wurde
nach den Anweisungen des Herstellers!!%! verfahren. Die entnommenen Uberstiinde (50 uL pro
Well) wurden mit jeweils 50 pL pro Well CytoTox 96® Reagenz versetzt und fiir 20 min unter
Lichtausschluss bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. Durch die Zugabe einer Stop
Solution (50 pL pro Well) wurde die Reaktion beendet und die Absorption bei 4 =492 nm an
einem Tecan Spark Plate Reader gemessen. Als LDH-positiv Kontrolle wurden unbehandelte
Zellen mit einem 10x Lyse-Puffer (10 uL pro Well) fiir eine Stunde im Inkubator lysiert, um
eine vollstindige LDH Freisetzung zu bewirken. Der Uberstand des Zelllysats wurde
anschlieBend mit CytoTox 96® Reagenz behandelt und vermessen. Die Messwerte wurden nach
Abzug der Medium-Kontrolle bzw. Medium-Nanopartikel-Kontrolle relativ zu den lysierten

Zellen in Prozent angegeben.

RES-Assay — Zum Nachweis der zelluldren metabolischen Aktivitit der mit Vaterit-
Nanopartikel versetzten Zellen, wurde ein Resazurin-Zellviablitits-Assay durchgefiihrt. Dabei
wird der nicht-fluoreszierende, tiefviolette Resazurin-Farbstoff durch Dehydrogenasen unter
Verwendung der Reduktionsidquivalente NADH/H" in metabolisch aktiven Zellen irreversibel
zu dem tiefroten, rot-fluoreszierenden Resorufin reduziert. Die Fluoreszenz kann bei einer
Anregungswellenldnge von 530 — 560 nm und einer Emissionswellenlédnge von 580 — 600 nm
mit einem Tecan Spark Plate Reader gemessen werden. Die Resazurin-Losung wurde durch
Aufldsen von 20 mg Resazurin in 100 mL 100 ml Hanks' Balanced Salt Solution mit Mg?" und
Ca”' hergestellt. Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurden 20 pL dieser Losung pro Well
zugegeben, die behandelten Zellen fiir 3 bzw. 5 Stunden inkubiert und anschlieBend unter den
angegebenen Wellenldngen vermessen. Das gemessene Fluoreszenzsignal ist proportional zur
Anzahl der lebenden Zellen. Die Messwerte wurden nach Abzug der Medium-Kontrolle bzw.
Medium-Nanopartikel-Kontrolle relativ zu der Positiv-Kontrolle (unbehandelte Zellen) in

Prozent angegeben.

In vitro Zellbiokompatibilitit — Die Zellvertraglichkeit (Zellbiokompatibilitit) wurde an zwei
unterschiedlichen Zelltypen, der humanen Osteoblasten-Zelllinie MG63 sowie den priméiren

HUVEC getestet. Um eine spenderunabhidngige Aussage treffen zu konnen, wurden die
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Experimente der primédren HUVEC mit Zellen von drei verschiedenen Spendern in der jeweils
gleichen Passage durchgefiihrt. Die Experimente mit der Zelllinie MG63 wurden als
Doppelbestimmung in zwei unterschiedlichen Passagen durchgefiihrt. Es wurden 50.000 MG63
und 80.000 HUVEC pro Well in einer sterilen 24-Well Zellkulturplatte ausgesit und fiir 24
Stunden im Inkubator kultiviert. Die anschlieBende Stimulation erfolgte durch die Zugabe der
Vaterit-Nanopartikel in Konzentrationen von 50 pg/mL, 100 pg/mL und 250 pg/mL. Nach
Stimulationszeiten von 24 Stunden, 72 Stunden und 7 Tagen wurden die Zellen mit 10 uM
Calcein-AM Losung versetzt und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Als Kontrolle
wurden unbehandelte Zellen mitgefiihrt. Der Fluoreszenzfarbstoff Calein-AM dient zur
Detektion vitaler Zellen. Durch intrazellulidre Esterasen wird der Farbstoff durch Abspaltung
der Acetoxymethyl-Gruppe in die aktive Form umgesetzt, sodass durch Komplexierung von

Ca”*-Ionen eine intensiv griine Fluoreszenz resultiert.!!3]

Zellproliferation auf Vaterit-Presslingen als Priifkorper — Das Wachstumsverhalten der
humanen Osteoblasten-Zelllinie MG63 wurde auf Vaterit-Presslingen mittels Zellzdhlung an
einem CASY Zellanalysesystem untersucht. Die Inkubation der Priifkorper erfolgte in einer
24Well Zellkulturplatte iiber einen Zeitraum von 10 Tagen. Als Kontrolle wurden das
Wachstumsverhalten der Zellen auf Zellkultur-Polystyrol verfolgt. Alle Experimente wurden
mit 50.000 Zellen pro Well in einem Inkubator durchgefiihrt. Ein Mediumwechsel erfolgte alle
48 Stunden. Nach entsprechender Inkubationszeit wurde der Uberstand abgenommen und die
Zellen zweimal mit je ImL PBS gewaschen. AnschlieBend wurde der Priifkorper in eine neue
24Well Zellkulturplatte {iberfiihrt und die Zellen durch Zugabe von Trypsin/EDTA abgel0st.
Die Zellen wurden in 1 mL Zellkulturmedium aufgenommen und resuspendiert. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurden 100 pL der Zellsuspension in 10 mL isotonische Losung
gegeben und am CASY Zellanalysesystem direkt vermessen. Pro Zeitraum wurden je drei
Priifkérper und drei Kontrollexperimente mitgefiihrt, deren Zellzahl als dreifach Messung

bestimmt wurden.
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2.3. Ergebnisse und Diskussion

2.3.1. Vaterit - Synthese

Bl {iber eine

Die Vaterit Nanopartikel wurden in Anlehnung an Schiiler et all
Ultraschallsynthese aus Calciumchlorid-Dihydrat und Natriumhydrogencarbonat in
Ethylenglykol unter Zugabe von Wasser synthetisiert. Pulverrdntgendiffraktometrie, 3C SP
MAS-NMR-Spektroskopie sowie ATR-FTIR-Spektroskopie wurden zur Charakterisierung und

Identifizierung der Calciumcarbonat-Modifikation durchgefiihrt (Abb. 2-1).
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Abb.2- 1 Charakterisierung der synthetisierten Vaterit Nanopartikel. a) FTIR-Spektrum mit den charakteristischen

Schwingungsmoden von COs* in Vaterit (vi : symmetrische C-O Streckschwingung, v2 : O-C-O Kipp-Deformations-
schwingung out-of-plane, v3 : asymmetrische C-O Streckschwingung, v2 : O-C-O Kipp-Deformationsschwingung in-plane),
b) 3C SP MAS-NMR Spektrum, c) Pulverdiffraktogramm, Reflexprofil der Referenzreflexe von Vaterit!® (rot).

Das FTIR-Spektrum (Abb. 2-1 a)) zeigt die charakteristischen IR-Schwingungsmoden des
Carbonat-lons fiir Vaterit. Die Banden im Bereich von 1493 cm™ bis 1412 cm™ entsprechen
der asymmertischen C-O Streckschwingung (v3). Die Banden bei 1088 cm™, 874 cm™ sowie
743 cm’! resultieren aus der symmetrischen C-O Streckschwingung (v1), der O-C-O Kipp-

Deformationsschwingungen (v2) und der O-C-O Spreiz-Deformationsschwingung (vs). Die
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Lage der Schwingungsbanden stimmt mit friiheren Arbeiten iiberein.['*¥ Zusitzlich wurden
Festkorper Kernspinresonanz (NMR) — Experimente zur Bestimmung der lokalen Struktur der
Nanoaggregate durchgefiihrt. Das 13C single pluse Direktangregungsexperiment zeigt zwei
Signale bei einer chemischen Verschiebung 107.7 ppm und 169.6 ppm. Die beiden Signale sind
auf die unterschiedliche relative Orientierung des Carbonats!'**) in Vaterit zuriickzufiihren und
stimmen gut mit den Berichten von Gebauer et al.'*®! und Michel et al.'*7 iiberein. Im
Zusammenhang mit der Reflexlage des erhaltenen Rontenpulverdiffraktogrammes kann von
Vaterit als Hauptphase ausgegangen werden. Rasterelektronenmikroskopischen und
transelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen elliptische Vaterit Nanopartikel in einer
GroBenordnung von ~ 50 + 10 nm, die sich iiberwiegend zu groferen Aggregaten

500 — 1000 nm zusammenlagern.

Abb.2- 2 Morphologische Charakterisierung der synthetisierten Vaterit-Nanopartikel mittels a) REM-Aufnahme und
b) TEM-Aufnahme. Die polydispersen Nanoaggregate (500 -1000 nm) sind aus Vaterit-Nanopartikel mit einer
durchschnittlichen Gréfe von ~ 50 nm aufgebaut.

Es ist anzunehmen, dass das Verhiltnis von Ethylenglykol zu Wasser die Kristallisationskinetik
und somit die entstehende CaCOs-Modifikation, als auch die Nanoaggregation beeinflusst.
Untersuchungen der Reaktionslosung nach 25miniitiger Ultraschallbehandlung in einer
wasserfreien Umgebung zeigen, dass zunichst eine amorphe Phase in Ethylenglykol gebildet
wird (Abb. 2-3). Das amorphe Zwischenprodukt bildet tropfenférmige Nanopartikel mit einem
Durchmesser von ~ 25 nm (Abb. 2-3 b)), die zu groBBeren Aggregaten ,,verschmolzen® sind. Die
tropfenformige Morphologie steht im Einklang mit fritheren Arbeiten, die fliissigkeitsdhnliche
Vorldufer von Carbonatmineralen zeigen.?!222%117] Das korrespondierende Beugungsbild
bestitigt die Bildung einer amorphen Spezies. Abb. 2-3 a) zeigt das FTIR-Spektrum des
amorphen Zwischenproduktes mit den charakteristischen Schwingungsmoden des

Carbonat-lons fiir aCC (vgl. Tabelle 2-1). Im Vergleich zu Vaterit sind die Schwingungsbanden
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der amorphen Spezies aufgrund des Symmetrieverlustes zu niedrigeren Wellenzahlen
verschoben und stark verbreitert. Die O-C-O Kipp-Deformationsschwingung v4(CO3>) im
Bereich von 700 cm™ kann aufgrund der starken Verbreiterung nicht beobachtet werden.[!*"]
Neben den charakteristischen Carbonat-Schwingungsbanden ist eine intensive und breite Bande
bei 3300 cm’' sowie eine schwache Bande bei 1650 cm! zu erkennen, die auf die
O-H Streckschwingung sowie die O-H Biegeschwingung von strukturell gebundenem Wasser
zuriickzufiihren sind. Die Bande bei 1050 cm™ ist primiren O-H Gruppen und somit dem
Ethylenglykol zuzuordnen. Die Schwingungsbanden im Bereich von 2850 — 3000 cm™' sind
charakteristisch fiir die C-H Streckschwingung. Daher kann vermutet werden, dass das amorphe
Produkt durch oberflichengebundenes Ethylenglykol stabilisiert wird. Unter Verwendung von
NaH"*COs wurden '}C-angereicherten Proben zur Durchfiihrung von *C MAS-NMR
Experimente hergestellt (Abb. 2-3 ¢)). In Ubereinstimmung mit bisherigen Arbeiten!*%13%) zeigt
das amorphe Produkt ein fiir aCC charakteristisches Signal bei 169.5 ppm und einer FWHM
von 276 Hz. Leukel et al.'3* konnten zeigen, dass die starke Verbreiterung des Signals auf die
unterschiedliche chemische Umgebung der Carbonatgruppe in aCC zuriickzufiihren ist. Die
Anwesenheit des FEthylengylkol-Liganden wird durch das Signal bei 69.7 ppm im
13C MAS-NMR-Spektrum bestitigt. Auch das '"H MAS-NMR-Spektrum (Abb. 2-3 d)) zeigt die
Protonen der alkoholischen Methylgruppe von Ethylenglykol bei einem Signal von 3.5 ppm.
Das breite Signal mit dem Maximum bei 4.9 ppm kann nicht eindeutig zugeordnet werden.
Friithere Studien =zeigen strukturell gebundenes Wasser von aCC im Bereich von
5.3 ppm — 5.0 ppm.["*314%1 Aych alkoholische Hydroxygruppen zeigen ein Protonensignal im
Bereich von 6.0 ppm — 4.0 ppm. Die Verbreitung kann demnach auf die unterschiedlich starke
Koordination der OH-Funktion von Ethylenglykol an Ca*" oder durch schwach koordiniertes
Wasser in aCC zuriickgefiihrt werden. Das Signal bei 1.0 ppm zeigt das Vorhandensein einer

311 einen

deprotonierten Ethylengylkol-Spezies an. Darauf basierend postulierten Schiiler ez al.!
Synthesemechanismus fiir Vaterit ausgehend von der thermischen Zersetzung von
Calciumhydrogencarbonat. Das Vorkommen einer Hydrogencarbonat-Spezies konnte im
Zusammenhang mit diesen Untersuchungen nicht bestédtigt werden. Typische Signale des
Hydrogencarbonats im Bereich von §(**C) 162.0 — 164.0 ppm und 6('H) 12.0 — 18.0 ppm

konnten mittels NMR-Analyse nicht gefunden werden,!138:141-143]
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Abb.2- 3 Charakterisierung der amorphen Calciumcarbonat-Phase. a) FTIR-Spektrum mit den charakteristischen

Schwingungsmoden von CO3% in aCC (v1: symmetrische C-O Streckschwingung, vz : O-C-O Kipp-Deformationsschwingung
out-of-plane, v3 : asymmetrische C-O Streckschwingung). b) TEM-Aufnahme von aCC mit entsprechendem Beugungsbild. c)
13C MAS-NMR-Spektrum, d) 'H MAS-NMR-Spektrum.

Die Zusammensetzung des amorphen Zwischenproduktes wurde iiber thermogravimetrische
und differentielle Thermoanalyse (TGA-DTA) analysiert (Abb. 2-4). Die TGA-Kurve zeigt
zwel Massenverluste im Temperaturbereich von 70 — 200 °C und 270 — 450 °C auf. Der erste
Massenverlust (-6 Gew.-%) kann auf strukturell gebundenes Wasser in aCC zuriickgefiihrt
werden. Der zweite Massenverlust (-10 Gew.-%) zeigt die Zersetzung der koordinierenden
Ethylenglykol-Liganden an. Die Zusammensetzung von aCC kann demnach als
CaCO3 x 0,5 H,0O und stimmt mit den Werten fritherer Arbeiten iiberein.!'37-13%140:1441 Der
exotherme Effekt der DTA-Kurve bei 340 °C wird auf die Kristallisation von aCC zu Calcit
zuriickgefiihrt.['**) Koordiniertes Ethylenglykol zeigt somit keinen Einfluss auf die thermisch

induzierte Kristallisation von aCC.
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Abb.2- 4 TGA-DTA Kurve von aCC mit stabilisierendem Ethylenglykol-Liganden. Die Massenverluste sind auf

sturkturell gebundenes Wasser sowie die thermische Zersetzung von Ethylenglykol zuriickzufiihren. Die DTA-Kurve zeigt die
thermische induzierte Kristallisation von ACC zu Calcit bei 340°C.

Um den Einfluss von Wasser auf die Kristallisation zu untersuchen, wurde der Reaktionsldsung
Wasser in Konzentrationen von 10%, 30% und 50% (v/v) zugegeben. Der
Kristallisationsprozess wurde in Abhéngigkeit der Zeit verfolgt. Um eine verlangsamte
Kristallisation und somit eine bessere Analyse zu ermdglichen, wurde auf eine weitere
Ultraschallbehandlung verzichtet. Stattdessen wurde ein Magnetrithrer (250 rpm) zum
Dispergieren verwendet. Die Aliquotentnahme erfolgte in unterschiedlichen Zeitintervallen
iiber eine Gesamtreaktionsdauer von 5h. Zur Analyse des Kristallisationsfortschrittes wurden
die Schwingungsmoden v, (O-C-O-Kipp-Defomationsschwingung, out-of-plane) sowie
vs (O-C-O Kipp-Deformationsschwingung, in-plane) betrachtet. Freie Carbonat-lonen mit
Dsn-Symmetrie zeigen eine v2-Schwingungsbande bei 879 cm™.1'4®! Die unterschiedlich starken
Wechselwirkungen und Symmetrieeigenschaften des Carbonats in Bezug auf die
Calciumcarbonat-Polymorphe resultiert in einer Verschiebung der v2 und vs-
Schwingungsbande und einem Symmetrieverbot der vi-Schwingungsbande (Calcit). Somit
lassen sich die amorphen und kristallinen Polymorphe des Calciumcarbonates anhand dieser

Schwingungsbanden unterscheiden (Tabelle 2-1).
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Tab.2- 1 IR-Schwingungsmoden des Calciumcarbonat-lons fiir die wasserfreien, kristallinen
Calciumcarbonat-Polymorphe und fir aCC. wvi (symmetrische C-O Streckschwingung), v2 (O-C-O Kipp-
Deformationsschwingung  out-of-plane), vs  (asymmetrische C-O  Streckschwingung), v4 (O-C-O  Kipp-
Deformationsschwingung in-plane). In Anlehnung an Andersen et al..[134

aCC Vaterit Aragonit Calcit
vi/cm?! 1067 1089 1089 -
va/em’! 864 877 854 877
v3/cm! 1490, 1425 1487, 1445 1488, 1440 1420
v4/ em’! 725, 690 746, 738 713,700 713

In Abb. 2-5 sind die FTIR-Spektren und die transelektronenmikroskopischen Aufnahmen des
amorphen Calciumcarbonates vor Wasserkontakt (z = Oh), einer Momentaufnahme wéhrend der
Kristallisation (¢ = 10min) sowie des Endprodukt (# =5h) in Abhéngigkeit der zugegebenen

Wassermenge dargestellt.
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Abb.2-5 FTIR-Spektren und TEM-Aufnahmen wihrend der Kristallisation von Calciumcarbonat in Abhéngigkeit

des Verhiltnisses von Ethylenglykol zu Wasser. Aufgenommen zu den Zeitpunkten ¢ = 0 min, Smin, 5h. Skala: 500 mn.
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Wie bereits beschrieben, bildet das amorphe Calciumcarbonat agglomerierte, tropfenformige
Nanopartikel mit einem Durchmesser von ~ 25 nm und zeigt im FTIR-Spektrum eine
charakteristische, stark verbreiterte Bande bei 860 cm™ (Abb. 2 - 3 a), b)). Die
Momentaufnahmen der Kristallisation (¢ = 10 min) zeigen, dass in Abhingigkeit des
Wassergehaltes verschiedene Calciumcarbonat Modifikationen entstanden sind, die sich in
ihrer Morphologie unterscheiden. Wihrend bei geringem Wassergehalt das amorphe
Calciumcarbonat die vorherrschende Modifikation ist, dominieren bei hoherem Wassergehalt
die wasserfreien, kristallinen Modifikationen des Calciumcarbonats. Bei einem Wasseranteil
von 30% (v/v) sind die Nanoaggregate elliptischer Vaterit Nanopartikel zu erkennen. Die
zusitzlich auftretende rhomboedrische Morphologie bei einem Wasseranteil von 50% (v/v)
zeigt die Bildung von Calcit, dem thermodynamisch stabilen Endprodukt. Die morphologischen
Unterschiede stehen im Einklang mit der FTIR-Analyse. Die Aufspaltung und Verschiebung
der v2-Schwingungsbande hin zu hoheren Wellenzahlen belegt die Entstehung der kristallinen
Polymorphe Vaterit und Calcit. Die Verschiebung ist auf den Zugewinn an Symmetrie und die
ausgeprigten Wechselwirkungen von Ca** und COs* zuriickzufiihren. Bei einem Wasseranteil
von 10% - 30% (v/v) kann die Kristallisation zum thermodynamisch stabilen Produkt Calcit
nicht beobachtet werden. Auch nach 5 Stunden ist der metastabile Vaterit die vorherrschende
Phase. Die FTIR-Spektren als auch die TEM-Aufnahmen dieser Reaktionsreihen belegen die
Koexistenz von amorpher und kristalliner Modifikation und lassen einen Aufldsungs- und
Rekristallisationsmechanismus vermuten. Ab einem Wasseranteil von 50% (v/v) kann die
Entstehung von Calcit anhand der va-Schwingungsbande bei 713 cm™ und der

rhomboedrischen Morphologie detektiert werden.

Innerhalb einer Reaktionszeit von 5 Stunden kann in Anhéngigkeit des Etyhlengylkol zu
Wasser - Verhiltnisses das kinetische Produkt, der metastabile Vaterit (10% - 30% (v/v) H2O)
isoliert werden. Erst bei hoheren Wasseranteilen scheint die Diffusion ausreichend hoch zu sein
um die Kristallisation von Calcit zu induzieren. Um den zeitlichen Verlauf der Kristallisation
in Abhingigkeit des Verhéltnisses von Wasser zu Ethylenglykol besser beschreiben zu kdnnen,
wurden die relativen Mengen der amorphen und kristallinen Phasen in Abhdngigkeit der Zeit
extrahieren. Der Transmissionsgrad 7 wurde in den Absorptionsgrad 4 (A = —(log(T))
umgewandelt, der nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz proportional zur Konzentration der
jeweiligen Modifikation ist. AnschlieBend konnte unter Verwendung einer pseudo-Voigt

Funktion der kristalline Anteil ermittelt werden.
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Abb.2- 6 Kristallisation von aCC in Ethylenglykol/Wasser-Gemisch fiir verschiedene Wasserkonzentrationen. a)

Auswertung der v2-Schwingungsbande zur Bestimmung des kristallinen Anteils. Inset: FTIR-Spektrum 30% (v/v) H20. b)
FTIR-Spektren der Calciumcarbonate nach 5Sh Reaktionszeit und Wasseranteilen von 10% (v/v) (tiirkis), 30% (v/v) (blau), 50%
(v/v) (schwarz).

Abbildung 2-6 a) zeigt die Zunahme des kristallinen Calciumcarbonat-Anteils in Abhédngigkeit
der Wassermenge als Funktion der Zeit. Der unterschiedliche Verlauf der Kurven deuten darauf
hin, dass hohere Wasserkonzentrationen die Phasentransformation von amorph zu kristallin
erheblich beschleunigen und belegen den entscheidenden Einfluss von Wasser auf den
Kristallisationsprozess. Die Kristallisation wird in Abhéngigkeit der Wasserkonzentration
durch die Anderung der Diffusionsgeschwindigkeit und der Léslichkeit der verwendeten
Substanzen stark beeinflusst. Die erhohte dynamische Viskositdt von Ethylenglykol fiihrt zu
einer verminderten Diffusion und kann den Kristallisationsprozess verlangsamen. Folglich
nimmt die Kristallinitdt bei niedrigen Wasseranteilen zuniachst nur langsam zu (Abb. 2-6 a)).
Nach dem Prinzip von Ostwald und Vollmer kristallisiert aCC zunéchst als Vaterit. Die hohe
Loslichkeit von Vaterit (K= 1,22 x 10® mol?/1?) begriindet den verzdgerten Anstieg der
Kristallinitdt in Zusammenhang mit dem Wassergehalt. Bei niedrigem Wasseranteil wird mehr
Zeit bendtigt um durch die Aufldsung von aCC eine entsprechende Ubersittigung zur
Nukleation von Vaterit zu erreichen. Ein hoher Wasseranteil fiihrt zur Kristallisation des
thermodynamisch stabilen Produkt Calcit. Dieser Transformationsprozess ist bei niedrigem
Wasseranteil (10% - 30% (v/v)) so langsam, dass er mit dem vorgestellten Versuchsaufbau

nicht realisierbar war.

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde der Versuchsaufbau auf die Ultraschallmethode von
Schiiler et al3! iibertragen. Durch den zusitzlichen energetischen Eintrag der
Ultraschallbehandlung konnte nach einer Reaktionszeit von ca. 15min auch bei niedrigem
Wasseranteil (10%(v/v)) die Bildung von Calcit beobachtet werden (Abb. 2-7) und belegt den
Einfluss des Ultraschalls auf die Kristallisation.
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Abb.2- 7 Kristallisationsverlauf von amorphem Calciumcarbonat in Ethylenglykol/Wasser (10% (v/v)) und
Ultraschallbehandlung fiir einen Gesamtzeitraum von 30 min.

Basierend auf diesen Ergebnissen kann ein moglicher Mechanismus zur Synthese von Vaterit
in  Ethylenglykol-Wasser =~ Gemischen mittels  Ultraschallbehandlung  schematisch

zusammengefasst (Abb. 2-8) und wie folgt beschrieben werden.

Zugabe von Wasser erhoht die
Diffusion und fiihrt iiber einen
Auflosungs- und
Rekristallisationsprozess zu
Vaterit

Ultraschall zur Initiierung
der Keimbildung von aCC § §

Synthese von Vaterit
in Ethylenglykol

[/4

Abb.2 - 8 Schematische Darstellung eines mdglichen Kristallisationsmechanismus von Vaterit Nanopartikeln
ausgehend von Calciumchlorid-Dihydrat und Natriumhydrogencarbonat in Ethylenglykol.

Calciumchlorid-Dihydrat wurde in Ethylenglykol geldst und mit einer Suspension von
Natriumhydrogencarbonat in Ethylenglykol versetzt. Mit zunehmendem Ethylenglykolanteil
im Reaktionsmedium sinkt die Dielektrizititskonstante des Mediums und folglich die
Loslichkeit der verwendeten Salze. Ohne die Einwirkung von Ultraschall auf die

Reaktionslosung konnte die Bildung von Calciumcarbonaten in entsprechenden
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Vergleichsversuchen nicht gefunden werden. Es kann angenommen werden, dass die
Nukleation des amorphen Calciumcarbonats auf synergistisch wirkenden Effekte von
Reaktionsmedium, Kristallwasser und Ultraschallbehandlung zurlickzufithren ist.
Ultraschallwellen breiten sich in Form von Longitudinalwellen aus und fiihren durch
abwechselnde Bereiche der Kompression und Verdiinnung zur Bildung von Kavitationsblasen.
Das Kollabieren der Kavitationsblase erzeugt innerhalb dieses Bereiches lokal extreme
Bedingungen (Druck- und Temperaturanstieg) und zudem Scherkréfte in dem umgebenden

1471 Dieser mechanische Effekt

Losungsmittel, die in der Lage sind die Loslichkeit zu erhdhen.!
bzw. der zusitzliche Energieeintrag des Ultraschalls erhoht die Loslichkeit der verwendeten
Salze in Ethylenglykol. Die Senkung der potentiellen Energie in den Fluktuationsregionen
sowie die Koordination von Ca*" durch die OH-Funktion des Ethylenglykols fiihren zu einer
lokal hohen Ubersittigung und nach Ostwald-Vollmer zur Nukleation des amorphen
Calciumcarbonates. FTIR-Analysen, TGA-Analyse sowie 13C und 1H MAS-NMR-
Experimente deuten darauf hin, dass das amorphe Zwischenprodukt durch die Koordination
von Ethylenglykol kinetisch stabilisiert wird. Die Koordination der O-H Gruppen an der
Partikeloberfliche kompensiert letztlich die Oberflichenenergie und fiihrt so zu einer
verbesserten thermodynamischen Stabilitit. Durch die Zugabe von Wasser als
Co-Losungsmittel zur Reaktionslosung kann die Nukleation von Vaterit beobachtet werden.
Ethylenglykol ist mit Wasser in allen Verhdltnissen mischbar und kann aufgrund der
O-H-Funktion dreidimensionale Netzwerke bilden, die denen von Wasser dhnlich sind.['*®! Die
Geschwindigkeit des wasserinduzierten Auflosungs- und Rekristallisationsprozesses wird
durch die Erhdhung der Diffusion der Ionen und somit durch den Anteil an Wasser im
Reaktionsmedium bestimmt. Bei niedrigem Wasseranteil wird aufgrund der hohen Loslichkeit
von Vaterit mehr Zeit bendtigt um durch die Auflésung von aCC eine entsprechende
Ubersittigung zur Bildung von Vaterit zu erreichen. Zusitzlich kann angenommen werden,
dass bei einem Uberschuss von Ethylengykol, Wasser bevorzugt an die Ca** koordiniert. Die
Bindung der Hydratationshiille sollte stérker sein und kann somit zu einer kinetischen Barriere
fiir die Kristallisation fiihren. Gleichzeitig erhoht die verringerte Loslichkeit die Tendenz zur

Ubersittigung und begiinstigt die Bildung des kinetischen Produktes Vaterit.

Neben der chemischen Analyse wurden die nach Abschnitt 2.2. synthetisierten Vaterit
Nanopartikel anhand eines systematischen Ansatzes auf ihre biologische Eignung als

Biomaterial getestet und erste in vitro Studien zur Risikobewertung durchgefiihrt.
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2..3.2. Vaterit — In Vitro Studien
E-Selektin Expression durch HUVEC

Endotoxin (auch bekannt als Lipopolysaccharid LPS) ist ein Bestandteil der dufleren
Zellmembran gram-negativer Bakterien und wird in pathologischen Mengen durch abgetotete
bzw. lysierte Bakterien freigesetzt. Bakterielles Endotoxin fithrt im menschlichen Organismus
zu spezifischen Entziindungsreaktionen begleitet von Fieber und Zell- bzw.

106] Somit konnen auch sterile Biomaterialien, frei von Kontaminationen mit

Gewebeschiiden.!
lebensfahigen Organismen, endotoxin-vermittelte proinflammatorische Effekte auslosen. Zur
weiteren Beurteilung der Vaterit-Nanopartikel hinsichtlich bakteriellem Endotoxin, wurde die
Stoffwechselaktivitit von primaren Endothelzellen in Anwesenheit von Vaterit Nanopartikel in
vitro betrachtet. Endothelzellen reagieren in vitro und in vivo, ausgehend von
Entziindungsreaktionen/auf Entziindungsreaktionen mit einer verstirkten Expression von E-
Selektin (endothelspezifisches Membranglykoprotein), das folglich als Marker fiir bakterielles
Endotoxin dient."%! Mittels Antikdrper-basierter Immunfluoreszenz-Firbung wurde die

Expression von E-Selektion primérer Endothelzellen aus der Nabelschnur (HUVEC) in
Anwesenheit der Vaterit Nanopartikel (250 pg/mL) untersucht.

Konzentration Vaterit-Nanopartikel

0 png/mL - Kontrolle 250 pg/mL

Konzentration LPS

Abb.2-9 Antikorper-basierte Immunfluoreszenz-Farbung zum Nachweis von E-Selektin, getestet an primédren
Endothelzellen aus der Nabelschnur (HUVEC). (a) Positiv-Kontrolle: mit 1,0 pg/mL LPS stimulierte HUVEC ohne Vaterit,
(b) Positiv-Kontrolle: mit 1,0 pg/mL LPS stimulierte HUVEC mit Vaterit, (c) Negativ-Kontrolle: unbehandelte HUVEC, (d)
mit 250 pg/mL Vaterit behandelte HUVEC. E-Selektin wurde mittels Antikdrper-Féarbung griin markiert. Die Zellkerne wurden
mittels Hochst Dye 33342 blau angefirbt.
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Abb. 2 - 9 zeigt die Zusammenstellung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Um die
prinzipielle Funktionsfahigkeit der Methode zu priifen, wurden je eine Positiv-Kontrolle fiir
Vaterit-unbehandelte Zellen (a) als auch fiir mit Vaterit-behandelte Zellen (b) mitgefiihrt. Die
Expression von E-Selektin in den Positiv-Kontrollen wurden mit Lipopolysaccharid
(LPS, 1 pg/mL) stimuliert und mittels Antikorper-Farbung detektiert. Um mdgliche
individuelle Fehlerquellen wihrend des Experimentes auszuschlieBen und somit eine
ausreichende Spezifitit sicherzustellen, wurde eine Negativ-Kontrolle (Vaterit-unbehandelte
Zellen, keine LPS Stimulation, (c)) angefertigt. Die Aufnahme der Vaterit-behandelten
Zellen/der Probe (d) stimmt mit der negativ-Kontrolle, in der -wie erwartet- kein E-Selektin
mittels Antikorper-Fiarbung nachgewiesen werden konnte, {iberein. Auch die Expression von
E-Selektin (visualisiert: Griinfarbung) der positiv-Kontrollen sind vergleichbar und somit
unabhingig von der Exposition mit Vaterit-Nanopartikel. Es kann davon ausgegangen werden,
dass ein Endotoxin-freies Material vorliegt, von dem kein proinflammatorisches Potential

ausgeht.

Zytotoxizitét

Zur Priifung der biomaterialinduzierten Toxizitit wurde die Stoffwechselaktivitit der
Osteoblasten-Zelllinie MG63 nach Exposition mit Vaterit Nanopartikeln in unterschiedlichen
Konzentrationen anhand sich ergidnzender in vitro Testverfahren untersucht. Hierzu wurde
sowohl die metabolische Aktivitit der Zellen mittels RES-Assay, als auch die Integritédt der
Zellmembran (Riickschliisse auf Zellschddigungen/Zelllyse) durch die Bestimmung von LDH
detektiert. Die Experimente wurden mit Vaterit-Nanopartikeln in den Konzentrationen
50pg/mL, 100 pg/mL und 250 pg/mL iiber einen Zeitraum von 7 Tagen durchgefiihrt. In
Abbildung 5.9 sind die Ergebnisse der Zytotoxizititsstest graphisch gegeniibergestellt.
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Abb.2-10 Graphische Darstellung der Zytoztoxizititsassays (RES-Assay: links, LDH-Assay: rechts), getestet an der

osteoblastischen Zelllinie MG63. Die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei Experimenten, mit jeweils 3 technischen
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Replikaten pro Stimulation, sind dargestellt. Die Angabe der statistischen Signifikanz erfolgte durch einen Student T-Test, Typ
3, mit *p < 0,05 im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.

Der RES-Assay (Abb. 2-10 links) dient zur Analyse der zelluldren metabolischen Aktivitit und
gibt somit Riickschliisse auf die Vitalitit der verwendeten Zellen nach Exposition. Als
Kontrollversuch wurden unbehandelte Zellen mitgefiihrt. Die gemessene Zellvitalitdt der
unbehandelten Zellen wurde auf 100% gesetzt und wird als Referenz/Vergleichswert
herangezogen. Zu Beginn des Inkubationszeitraumes/In einem Zeitraum von bis zu 24h ist kein
signifikanter Unterschied der metabolischen Aktivitdit der MG63 im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen/der Kontrolle zu erkennen. Bei ldngeren Stimulationszeiten und héheren
Vaterit-Nanopartikel Konzentrationen (100 pg/mL und 250 pg/mL) wurde ein geringes
Fluoreszenzsignal detektiert, dass auf eine Abnahme der Zellvitalitit durch zytotoxische
Effekte ausgehend von den Vaterit Nanopartikeln zuriickgefiihrt werden konnte. Die von
Vaterit Nanopartikeln ausgehenden moglichen zytotoxischen Effekte wiirden, neben der
Reduktion der metabolischen Aktivitit/Stoffwechselaktivitit, auch eine verstirkten Zelllyse
induzieren und somit in einer vermehrten Freisetzung von LDH resultieren. Daher wurde als
erginzendes Testverfahren ein LDH-Assay unter gleichen Bedingungen/mit konstanten
Versuchsparametern durchgefiihrt (Konzentration, Zeitraum). Neben der Negativ-Kontrolle
(unbehandelten Zellen als Referenz/Vergleichswert) wurden zusétzlich unbehandelte Zellen
lysiert, sodass von einer 100%igen Freisetzung von LDH ausgegangen werden kann. In einem
Zeitraum von bis zu 7 Tagen konnte bei allen getesteten Vaterit Konzentrationen kein
signifikanter Unterschied in der LDH-Freisetzung der MG63 im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen nachgewiesen werden. Somit konnen Vaterit-induzierte zytotoxische
Effekte ausgeschlossen und von intakten Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten und
Konzentrationen ausgegangen werden. Dieses Ergebnis impliziert aullerdem, dass andere
Faktoren/zeitabhéngige Faktoren die Messung des RES-Assay bei hohen Konzentrationen {iber
einen langeren Zeitraum beeinflusst haben konnte. Die inhédrente Instabilitit von Vaterit ldsst
vermuten, dass wéhrend des Inkubationszeitraumes durch anfingliche Auflosungs- und
Rekristallisationsprozesse zunehmend Biomaterial kristallisiert, deren zunehmende Streuung
zu einer Abschwiéchung des Fluoreszenzsignals fiithrt. Hinsichtlich/Unter diesem Aspekt, kann
unter Kombination der beiden Testverfahren RES-Assay und LDH-Assay eine
biomaterialinduzierte Toxizitdt ausgehend von Vaterit-Nanopartikeln als unwahrscheinlich

betrachtet werden.
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Zellbiokompatibilitit

Zur Priifung der allgemeinen Gewebetoleranz und der zelluliren Wechselwirkungen, wurden
die durch Inkubation gewebsspezifischer Zellen mit dem entsprechenden Biomaterial
hervorgerufene Verédnderungen im Proliferationsverhalten und der Zellmorphologie untersucht.
Es wurden sowohl osteoblastische Zellen (MG63) als auch Endothelzellen (HUVEC) mit
Vaterit-Nanopartikeln unterschiedlicher Konzentrationen (50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL)
iiber einen Zeitraum von 7 Tagen inkubiert. In den Abbildungen 5.11 und 5.12 sind
ausgewdhlte, reprisentative fluorenszenzmikroskopische Aufnahmen der Zelllinie MG63

sowie der primdren Endothelzellen HUVEC zusammengestellt.

Konzentration Vaterit-Nanopartikel

0 pg/mL - Kontrolle 50 pg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL

4

24 Stunden

Stimulationszeit
72 Stunden

7 Tage

Abb. 2 -11 Zell-Biokompatibilitit verschiedener Konzentrationen von Vaterit Nanopartikel, getestet an
osteoblastischen Zellen der Zelllinie MG-63. Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein-
AM nachgewiesen. Der Mafistab entspricht in allen Abbildungen einer Lénge von 100 um.
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Konzentration Vaterit-Nanopartikel
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Abb. 2 - 12 Zell-Biokompatibilitdt verschiedener Konzentrationen von Vaterit Nanopartikel, getestet an der humanen

Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC). Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein-
AM nachgewiesen. Der MaBstab entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 um.

Zur Beurteilung der Ergebnisse wurden in jedem Experiment eine Versuchskontrolle
unbehandelter Zellen mitgefiihrt, deren Wachstumsverhalten als Vergleich/Referenz dient. In
allen Experimenten zeigen die mit Vaterit-Nanopartikeln exponierten Zellen &hnliche
Wachstumsverteilungen (im Vergleich zur Kontrolle) und zudem eine adhirente und typische
Zellmorphologie. Weil Vaterit als metastabile Calciumcarbonat-Modifikation chemisch als
nicht stabil gilt, wurden die Vaterit-Nanopartikel nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen
mittels FTIR-Spektroskopie und REM-Messungen erneut charakterisiert (s. Anhang A). Neben
Vaterit konnte eine Phosphatspezies nachgewiesen werden, die auf einen moglichen
Auflosungs- und Rekristallisationsmechanismus der Vaterit-Nanopartikel hindeutet und somit
eine kurzzeitige Anderung der Ionenstirke des Mediums hervorrufen wiirde. Aus diesem Grund
ermdglicht der direkte Kontakt zwischen Vaterit-Nanopartikeln und gewebespezifischer Zellen
iiber einen Zeitraum von 7 Tagen nicht nur die Priifung der Vaterit-Nanopartikel sondern
vielmehr die Toleranz gegeniiber der Anfange eines gewiinschten Transformationsprozesses,

der in Kapitel 3 naher untersucht und beschrieben wird.
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Experiment zum Zelllwachstum auf Vaterit-Presslingen

Um zusétzlich zur der Zellbiokompatibilitit der Vaterit-Nanopartikel auch das
Wachstumsverhalten der osteoblastischen Zellen MG63 auf dem Biomaterial zu priifen, wurden
gepresste Priifkorper aus Vaterit mit einem Durchmesser von ca. 15 mm und einer Héhe von
2 mm angefertigt. Die Malle der Rundproben wurden passend fiir eine 24Well-Zellkulturplatte
gewahlt. Als Kontrollmaterial wurde das Zellkultur-Polystyrol der 24Well- Zellkulturplatte
verwendet, sodass zusdtzlich das Wachstumsverhalten mittels Fluoreszenzmikroskopie sowie
das Abloseverhalten der Zellkulturen wéahrend des Experimentes verfolgt werden konnte. Nach
einem Inkubationszeitraum von 24 Stunden, 72 Stunden, 5 Tagen, 7 Tagen und 10 Tagen
wurden die adhdrenten Zellen des Kontrollexperimentes und der Priifkérper abgeldst und die
relative Zellzahl mit einem CASY-1 Zellanalysesystem bestimmt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 2 -13 graphisch dargestellt.

Zellzahl / x 10°

Oh 24h 72h 5d 7d 10d

Kultivierungsdauer
Abb.2 - 13 Graphische Darstellung des Wachstumsverhaltens der Osteoblasten-Zelllinie MG63 auf Vaterit-

Priitkorpern.

Sowohl die Analyse/Ergebnisse des Kontrollexperimentes (Zellkultur-Polystyrol) als auch der
Priifkorperproben zeigen eine stetige Zunahme der Zellzahl wahrend des Inkubatioszeitraumes
von 7 Tagen. Wahrend das Zellwachstum des Kontrollexperimentes einen anndhernd linearen
Verlauf aufweist, scheint Zellproliferation der MG63 auf dem Vaterit-Priitkorper zunéchst
gehemmt. Der sigmoidale Verlauf der Wachstumskurve kann auf eine anfinglich weniger
ausgepragte Zelloberflichenbindung zuriickgefiihrt werden. Aus fritheren Arbeiten ist bekannt,
dass Matrixproteine wie Hyaluronan (auch bekannt als Hyaluronsédure) eine Schliisselfunktion
in der Zelloberflichenbindung besitzen und erste Zelladhdrenz-Schritte von Osteoblasten

vermitteln. Demnach kann der verzdgerte Anstieg der Zellzahl durch eine notwenige
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Adsorption stark negativ geladener Matrixproteine wie Hyaluronan vor der Adhésion der
Osteoblasten erkldrt werden. Im Zeitraum von ca. 2 bis 7 Tagen ist der Anstieg der Zellzahl
anndhernd linear und mit der Kontrolle vergleichbar. Ab einem Kultivierungszeitraum von
7 Tagen lésst sich die stationdre Phase des Zellwachstums anhand eines Plateaus und einem
abgeflachten Kurvenverlauf erkennen. Die Abnahme der Zellzahl in diesem Zeitraum ldsst sich
durch die zweidimensionale Kultivierung der Zellen erkléren. Die Zellproliferation fiihrt in
einer zweidimensionalen Kultivierung im Laufe der Zeit zu einem vollstindig ausgebildeten,
nicht mehr steigerungsfahigen Monolayer, sodass nachwachsende Zellen eine gleichzeitige
Ablosung und Apoptose der vorhandenen Zellen verursachen. Die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen des Kontrollexperimentes nach 7 und 10 Tagen (s. Anhang A), zeigen einen
konfluenten Monolayer und bestétigen somit die Annahme, dass zunehmend weniger Zellen
adhérieren konnen. Letztlich zeigen die Ergebnisse dieser Untersuchung, dass das
Proliverationsverhalten der MG63 auf dem Priifkérper Vaterit vergleichbar mit der Kontrolle
ist. Diese Ergebnisse erlauben somit den Riickschluss, dass Vaterit als Biomaterial nicht nur
biokompatibel ist, sondern durch seine positive Oberflachenladung (13,5 = 0,8 mV) erste
Adhérenz-Schritte der MG63 stimulieren kann und die Proliferation adhédrenter Zellen nicht

negativ beeinflusst.
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2.4. Zusammenfassung und Ausblick

Fir die phasenreine Synthese des metastabilen Vaterit ist das Verstdndnis des
Kristallisationsprozesses unter entsprechenden Synthesebedingungen, sowie die Abstimmung
der Syntheseparameter eine notwenige Aufgabe. Die in dieser Arbeit verwendete Syntheseroute

basiert auf den Arbeiten von Schiller er al. 3!

die eine Vateritsynthese durch
Ultraschalleinwirkung auf eine Dispersion von Calciumchlorid-Tetrahydrat und
Natriumhydrogencarbonat in Ethylenglykol formulieren. Da Vaterit eine relativ hohe
Loslichkeit in Wasser aufweist und somit eine schnelle Rekristallisation zu thermodynamisch

Bl yerwendetet

stabileren Polymorphen erfolgt, wurde das von Schiiler et all
Reaktionslosungsmittel  Ethylenglykol {ibernommen und dessen Einfluss auf den
Kristallisationsprozess untersucht. Das Reaktionslosungsmittel gilt als kritischer Faktor des
Syntheseprozesses hinsichtlich der Steuerung der entstehenden Calciumcarbonat-Polymorphe.
Durch die Dielektrizitdtskonstante und die dynamische Viskositdt des Mediums sowie die
Solvatisierung der lonen, wird die Kinetik der Keimbildung und das Kristallwachstum

127.149-1511 Die Kombination dieser Faktoren fiihrt zur Nukleation von amorphem

beeinflusst.!
Calciumcarbonat. Es wird vermutet, dass die Stabilisierung dieser transienten amorphen Phase
auf der Koordination der Polyol O-H Gruppen an der Partikeloberfliche beruht, die letztlich
die Oberflichenenergie kompensieren und so zu einer verbesserten thermodynamischen
Stabilitdt fiihrt.'27!1%1 Zusitzlich wird durch die erhdhte Viskositit von Etyhlenglykol die
Ionendiffusitit eingeschriankt und dadurch die Geschwindigkeit der Kristallisation verlangsamt.
Durch die Zugabe definierter Anteile von Wasser als Co-Losungsmittel kann die Nukleation
von Vaterit liber einen Auflosungs- und Rekristallisationsprozess beobachtet werden. Die
Stabilisierung von Vaterit ist auf die bereits diskutierten Eigenschaften von Ethylengykol als
Hauptkomponente des Reaktionsmediums und die daraus resultierenden Effekte
zuriickzufiihren. Letztlich konnte gezeigt werden, dass in Abhéngigkeit des Wasseranteils die
Phasenumwandlung abgestimmt werden kann, indem die Geschwindigkeit der lonenverteilung
im  Ethylenglykol-Wasser =~ Gemisch als  Schliisselparameter ~ unter  gegebenen
Syntheseparametern definiert wurde. Die Abstimmung dieser Parameter ermoglicht eine
schnelle, phasenreine Synthese von Vaterit Nanoaggregaten im GroBenbereich von
500 -1000 nm ohne vermeintliche Oberflachenfunktionalisierung. Erste in vitro Studien zur
Risikobewertung der Vaterit Nanopartikel zeigen, dass trotz der inhdrenten Instabilitit von
Vaterit keine biomaterialinduzierten proinflammatorischen und zytotoxischen Effekte zu
erwarten sind. Anhand der Ergebnisse der Biokompatibilititsstudien diirfen die Vaterit

Nanoaggregate als biokompatibel eingestuft werden. Die ausgeprigte Zelladhdrenz auf den
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Vaterit-Priifkérpern erlauben den Riickschluss, dass Vaterit als Biomaterial nicht nur
biokompatibel ist, sondern auch eine frithe Kolonisation mit gewebsspezifischen Zellen zeigt.
Es kann  angenommen  werden, dass die  positive  Oberflichenladung
(13,5+0,8 mV) der Vaterit Nanoaggregate erste Adhédrenz-Schritte der MG63 stimulieren kann
und in vivo eine Adhdrenz sowie Proliferation knochenspezifischer Zellen bewirken kann.
Zusitzlich kann durch den direkten Kontakt von Vaterit Nanoaggregaten und
gewebespezifischen Zellen {iber einen Zeitraum von 7 Tagen die Vertriglichkeit hinsichtlich
des  Transformationsprozesses in eine  Apatitspezies belegt ~werden. Dieser

Transformationsprozess wird in Kapitel 3 nidher untersucht und beschrieben.
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Vaterit Nanopartikel

— Biomaterial fiir die
Knochenregeneration —

3.1. Einleitung

Natiirlich vorkommende Biominerale konnen aufgrund ihrer strukturellen Vielfalt und
einzigartigen Bauweise eine Vielzahl an Funktionen in vivo {ibernehmen. Die funktionellen
Eigenschaften werden dabei durch den gezielten hierarchischen Aufbau dieser Minerale und
Mineralkomposite gesteuert.[*’] Einer der bekanntesten Vertreter dieser Biomineralkomposite
ist der biogene Knochen. Als hochdynamisches Organ erfiillt er lebenswichtige Funktionen
hinsichtlich der Ca**-Speicherung und Homdostase in vivo aber auch als Stiitzelement im
Endoskelettes.!!52"15% Die Komplexitit der in vivo Knochenbildung zeigt sich an der Vielzahl
der beteiligten Zelltypen, Zellkompartimente und anderer Biomolekiile wéahrend der
Strukturbildung.['>] Letztlich ergeben sich die mechanischen Eigenschaften des Knochens aus
der kontrollierten Mineralisierung und dem ausgerichteten Wachstum des Knochenminerals auf

12161 Im  Vergleich zu stdchiometrischem Hydroxylapatit

den Kollagenfibrillen.!
(Cai0(PO4)s(OH)2) weist das Knochenmineral durch Substitution entstandene Defizite
hinsichtlich Ca?>" und OH -Ionen auf. Abhiingig von den physiologischen Bedingungen werden
hauptsichlich COs?" -Ionen als Fremdionen integriert, die zu einer erhdhten Loslichkeit des
Knochenminerals fithren und so den natiirlichen Knochenumbau (Remodelling)
ermdglichen.[7> 13415771601 Ayforund von allgegenwiirtigen Knochendefekten ist die Synthese
von Biomaterialen mit Knochenbioaktivitdt sowohl in der Materialwissenschaft und Biotechnik
als auch der klinischen Medizin von grofBem Interesse. Die aktuell fiir den Knochenersatz
verwendeten anorganischen Biomaterialen basieren infolge ihrer chemischen Ahnlichkeit zur
Mineralphase des Hartgewebes auf Calciumphosphatverbindungen (CAPs), wie
Hydroxylapatit (HA) und Tricalciumphosphat (TCP)."7-161.1621 Anhand zahlreicher in vitro und
in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass sich diese Materialen vor allem durch ihr
Biokompeatibilitét, Bioaktivitidt und Osteokonduktivitit auszeichnen, indem sie die Adhérenz,

163-1671 " Dennoch

Differenzierung und Proliferation der knochenbildenden Zellen fordern.!
besteht aufgrund der thermodynamischen Stabilitit von HA unter physiologischen

Bedingungen der Nachteil der mangelnden Bioresorption und damit verbunden des
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77,1681 Ein neuer Ansatz ist der Entwurf von Hybridmaterialien, die eine

Remodelling Prozesses.!
geeignete strukturelle Unterstiitzung bieten und zudem dem Knochengewebe entsprechen.
Hench et al.'"! konnten bereits in den 90iger Jahren zeigen, dass bei der Implantation von
bioaktiven Glasern und Keramiken eine zeitabhingige, kinetische Modifikation der Oberflédche
unter Bildung eines biologisch aktiven carbonathaltigen Hydroxylapatits erfolgt.['®-17!] In
diesem Zusammenhang riickte der carbonathaltige Hydroxylapatit (HCA) zunehmend in den
Fokus der Biomaterialforschung. Neben den chemischen und strukturellen Ahnlichkeiten zur
mineralischen Phase des Knochens zeigt der carbonahaltige Hydroxylapatit gegeniiber dem HA
zusitzlich eine gute Osteokonduktivitdt, Osseointegration (Grenzflichenbindung) sowie

Bioresorption und gilt daher als vielversprechendes Biomaterial fiir den Knochenersatz.[12%172

178] Mit dem Ziel einer in vivo Knochenbildung, wurde unter anderem in Arbeiten von Schroder
et al./"?17%] eine Calciumcarbonat-Phase, als potentielle anorganische Vorstufe zur Induktion
der Bildung von Knochenmineral vorgestellt. In diesem Kapitel wird das
Kristallisationsverhalten von Vaterit, der metastabilen Phase der drei kristallinen CaCO3
Polymorphe, in einer dem Blustplasma angepassten simulierten Korperfliissigekeit untersucht.
Neben Studien in einem proteinfreien, azelluliren Medium, wurden die Vaterit Nanopartikel
als Anndherung an die biomimetische, knochenbildende Umgebung in vivo, zusitzlich in
humanem Blutplasma (hBP) inkubiert. In Abhéngigkeit der Zeit wird die Umsetzung mittels

spektroskopischer Methoden qualitativ und quantitativ analysiert, um ein Schema zur in vitro

und in vivo Bildung der Apatitphase zu postulieren.

3.2. Material und Methoden

3.2.1. Material

NaCl (Acros, > 99,0%), NaHCOs3 (Sigma Aldrich, > 99,7%), KCI (Sigma Aldrich, > 99,0%),
K2HPO4-3H,0 (Sigma Aldrich, > 99,0%), MgCL-:6H20 (Merck, > 99,0%), HCI (Sigma
Aldrich, 37%), CaCl> (Sigma Aldrich, > 93,0%), NaxSO4 (Acros, 99,0%), Tris-Pufferan
(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan C4H;1NOjs, Carl Roth, > 99,9%), RapiGest SF (0,1%
(w/v), Waters), NaOCl-Losung (5,25% akt. Cl, Bioanalytic), Hydroxylapatit (Caio(PO4)s(OH)2
,Sigma Aldrich, 677418, > 97%), CuCN (Sigma Aldrich), Ethanol (C;HsOH, Sigma Aldrich, >
99,8%), MEMa. (Minimum Essential Medium Alpha, Gibco® Thermo Fisher Scientific), M199
(Sigma Aldrich), FBS (fetal bovine serum, heat-inactivated, Sigma Aldrich), Glutamax I
(Gibco® Thermo Fisher Scientific), Osteoblasten-Zelllinie MG63 (dmerican Type Culture
Collection, ATCC®CRL-1427%, LGC Promochem), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, high glucose, Sigma Aldrich), Penicillin/Streptomycin P/S (Gibco® Thermo Fisher
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Scientific), ECGS (endothelial cell growth supplement, Becton Dickson and Company),
Heparin-Natriumsalz (Sigma Aldrich), LPS (Lipopolysaccharid, Escherichia coli O111:B4,
Sigma Aldrich), 3,7% Paraformaldehyd (Merck), 0,1% Triton® X-100 (Merck), DPBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, D8537, Sigma Aldrich), Antikérper CD62E (mouse,
Monosan), BSA (bovine serum albumin, Sigma Aldrich), Fluoreszenz-marktiert Antikorper
(goat anti-mouse, Molecular Probes — Thermo Fisher Scientific), Hochst Dye 33342 (Molecular
Probes — Thermo Fisher Scientific), Fluoroshield (ImmunoBioScience Corporation),
Fluoromount-GTM (Southern Biotech), Calcein-AM (AM: Acetoxymethylester, Thermo Fisher
Scientific), CytoTox 96® Non-Radio Cytotoxicity Assay (LDH, G1780, Promega), Gelatine
(Sigma Aldrich), Resazurin (Sigma, R7017) , Hank’s Balanced Salt Solution (Sigma, H9169),
Zellkulturplatten (Greiner bio-one, Cellstar®), deionisiertes MilliQ-Wasser, hypotonisches

Wasser (steril und pyrogenfrei, Carl Roth).

In den nachfolgenden Untersuchungen wurden die in Kapitel 2 charakterisierten Vaterit

Nanopartikel verwendet

3.2.2. Inkubation der Vaterit Nanopartikel

1021 in einer frisch

Die Inkubation erfolgte in Anlehnung an die Literatur von Kukobo et al.!
hergestellten simulierten Korperfliissigkeit, deren Ionenkonzentration entsprechend

Tabelle 3-1 der lonenkonzentration von humanem Blutplasma angepasst wurde.

Aufgrund der Temperaturabhéngigkeit (der Sdurekonstante) des verwendeten Puffersystems,
wurde die Reaktionslosung wiahrend des gesamten Herstellungsprozesses sowie der
anschliefenden Einstellung des pH-Wertes (pH 7,37 - mit 1M HCI) auf 37°C temperiert. Des
Weiteren wurden die Vaterit Nanopartikel in nicht-reduziertem Citratplasma inkubiert. Die
Durchfiihrung der Inkubationsexperimente mit menschlichem Blutplasma (hBP) erfolgten
unter Einhaltung aller gesetzlichen ethischen Vorschriften und Richtlinien. Um restliche
Proteinausfiallungen zu entfernen, wurde das aufgetaute Plasma vor der Verwendung bei
20 000 g fiir 1h bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach entsprechender Inkubationszeit wurden
die Inkubationsproben in SBF zur Aufreinigung zentrifugiert, der Niederschlag mehrfach mit
Wasser und Ethanol gewaschen und anschliefend im Hochvakuum bis zur Massenkonstanz
getrocknet. Die in hBP inkubierten Proben wurden zusétzlich mit RapiGest sowie
Natriumhypochlorit-Losung zur Entproteinisierung bearbeitet. Alle Inkubationsreaktionen
wurden in einem Heidolph Unimax 1010 Schiittler mit Inkubatormodul 1000 bei 37°C und
konstantem Schiitteln (200 U/min) durchgefiihrt. Um eine theoretisch vollstindige Umsetzung

in einen carbonat-haltigen Hydroxylapatit zu gewéhrleisten, wurden in allen
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Inkubationsreaktionen der Vaterit-Gehalt hinsichtlich des angestrebten molaren
Ionenverhiltnisses von 2 zu 1 [CO3% : PO4*] variiert. Als Referenzmaterial wurden Teilstiicke
eines humanen Knochens verwendet. Um die organische Matrix des Knochens zu entfernen,
wurde der Knochen mit einer 5,25%igen Natriumhypochlorit-Losung {iber einen Zeitraum von
5 Tagen behandelt. Die Knochenspende erfolgte als anonyme Spende ohne patientenbezogene
Daten entsprechend der gesetzlichen und ethischen Vorschriften im Rahmen einer

Knochentransplantation.

3.2.3. Chemische Charakterisierungsmethoden

ATR-FTIR-Spektroskopie. Die ATR-FTIR-Spektroskopie wurde an einem Nicolet iS10
Spektrometer der Firma Thermo Scientific durchgefiihrt. Die Spektren wurden in einem
Frequenzbereich von 650 cm™! bis 4000 cm™! mit einer Auflésung von 1,4 cm™ pro Datenpunkt
aufgenommen. Neben qualitativen Aussagen konnte durch eine quantitative Durchfiihrung der
Anteil der Apatitspezies ndherungsweise bestimmt werden. Hierflir wurde eine Reihe an
Standard-Proben mit definiertem Massenanteil (0, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 100wt%) an kommerziell erworbenem Hydroxylapatit und synthetisiertem Vaterit
hergestellt. Sowohl den Proben der Standardreihe als auch den Inkubationsproben wurde
Kuper(I)-cyanid (80wt%) als interner Standard zur Normierung der Spektren beigemischt. Es
wurden pro Mischverhiltnis dreifach Replikate angefertigt und jede Probe drei Mal vermessen.
Um die relativen Mengen der Phosphat- und Carbonatspezies zu extrahieren, wurde zunéchst
der Transmissionsgrad T in den Absorptionsgrad A (A = —(log(T)) umgewandelt, der nach
dem Lambert-Beer’schen Gesetz proportional zur Konzentration der jeweiligen Spezies ist. Es
wurde sowohl anhand der maximale Intensitit als auch des Fladchenintegrals der spezifischen

Schwingungsbanden der Apatit-Anteil bestimmt.

Festkorper-NMR-Spektroskopie. Alle NMR-Experimente wurden mit einem Bruker Avance
400 DSX NMR-Spektrometer bei einer 'H-Frequenz von 399,87 MHz und einer '*C-Frequenz
von 100,55 MHz und einer *'P-Frequenz von 161,87 MHz aufgenommen. Ein 4 mm-Bruker-
Doppelresonanz Messkopf wurde verwendet. Die Einzelpuls-Anregungsexperimente (single
pulse, SP) wurden mit einer Rotationsdrehzahl von 10kHz MAS (magic angle spinning) und
einem initialen 90 ° Puls mit einer Lange von 4 us und 5 s Recycle-Verzogerung durchgefiihrt.
Die 'H-NMR-Spektren und die um den 'H-Hintergrund korrigierten Spektren wurden als
Mittelwert von 32 Transienten mit 8 s Zyklusverzogerung aufgenommen. Das '*C-Signal wurde
mittels 'H-Entkopplungsschema mit Zweipuls-Phasenmodulation (TPPM) erfasst. Fiir die CP-

Experimente wurden 512 Transienten gemittelt. Die *'P-Experimente mit Einzelpulsanregung
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wurden mit einer Verzégerung von 60 s aufgezeichnet, wobei wéihrend der Erfassung des NMR-
Signals 16 Scans unter TPPM-Heteronuklearentkopplung gemittelt wurden. Fiir die CP-
Experimente wurden die Transienten von 64 gemittelt. Die Probenvorbereitung sowie die alle
NMR-Messungen wurden von ||} I 2 Dcpartement Chemie der JGU Mainz
im Bereich Zentrale Analytik durchgefiihrt.

Pulver-Rontgenbeugung. Rontgendiffraktogramme wurden auf einem STOE Stadi P,
ausgestattet mit einem Mythen lk-Detektor, unter Verwendung von monochromatisierter
MoKaoa-Strahlung aufgenommen. Die Probe wurde mit Perfluorether (Fomblin Y, Aldrich)
zwischen Polyvinylacetat-Folien aufgebracht. Die Probe wurde in 0,015°-Schritten

(kontinuierlicher Scan, 150 s/°) gemessen, die einen 20-Bereich von 1,5° bis 47° abdecken. Die

Messungen wurden von | (Gruppe von I

sowic I 2 m Departement Chemie der
JGU Mainz durchgefiihrt.

Rasterelektronenmikroskopie. Die REM-Proben wurden an einem Nova NanoSEM 630 der
Firma FEI durchgefiihrt. Es wurde im Hochvakuum mit einer Beschleunigungsspannung von
10 kV, einem Arbeitsabstand von 4 mm bis 7 mm und einem TLD Detektor, als
Sekundérelektronendetektor zur Bildgebung gearbeitet. Zur Probenpiparation wurden 8 pL der
jeweiligen Probensipersion auf einen Silicium-Wafer aufgetropft und auf einem leitenden
Kohlestoffpad fixiert. AnschlieBend wurden die Proben unter Verwendung einer MED020

Kleinbedampfungsanlage der Firma Bal-Tec mit einer Goldschicht 7,5 nm gesputtert.

Transmissionselektronenmikroskopie. Die TEM-Proben wurden durch Auftropfen von 20 pL
der jeweiligen Probendispersion auf ein 400 mesh Kohlenstoff-Kupfer-Gitter (Plano GmbH,
Wetzlar) hergestellt, und mit einem Technai Spirit G2 bei 120 kV Beschleunigungsspannung,

ausgestattet mit einer Standard 4K CCD-Kamera, vermessen.

Thermogravimetrische Analyse. Die thermogravimetrische Aanalyse (TGA) erfolgte an einem

Perkin Elmer Pyris 6 Thermogravimetic Analyzer und wurden von || I avs der
Gruppe von I durchgefiihrt.

Zeta-Potential-Messungen. Die Zetapotentiale wurden auf einem Malvern Zetasizer Nano unter
Verwendung von Einweg-Kapillarzellen (DTS1070) gemessen. Die Partikel wurden nach dem
jeweiligen Inkubationszeitraum zentrifugiert, im entsprechenden Medium in einer
Konzentration von 1mg/mL resuspendiert, mit ImM KCIl-Lésung auf eine finale Konzentration

von 500 pg/mL verdiinnt und anschlieBend vermessen. Alle Proben wurden als Triplikate
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bestimmt. Die entsprechende Datenanalyse erfolgte mit der Malvern Zetasizer Software

8.01.4906.

3.2.4. Biologische Untersuchungsmethoden — in vitro Studien

Kultiverungsbedingungen der verwendeten Zellen — Die in vitro Studien wurden an einer
Zellinie, der Osteoblasten-Zelllinie MG63 sowie an primédren Enothelzellen der Nabelschnur
(HUVEC) durchgefiihrt. Die humane Osteoblasten-Zelllinie MG wurde in Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) unter Zugabe von 10% fotalem Rinderserum (FBS), 2mM Glutamax
I und 100 U/100 pg mL-1 Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die humanen Endothelzellen
wurden nach dem Verfahren von Jaffe et al.l'* isoliert. Als Zellkulturmedium wurde M199
mit 20% FBS, 2 mM Glutamax I, 100 U/100 pg/mL Penicillin/Streptomycin und 25 pg/mL
Wachstumsfaktor endothelial growth factor supplement (ECGS) sowie 25 ng/mL Heparin-
Natriumsalz verwendet. Der Wachstumsfaktor sowie die Heparin-Natriumsalzlosung wurden
dem Medium jeweils frisch und unmittelbar vor der Anwendung zugesetzt. Um eine gute
Adhérenz der HUVEC zu erreichen, wurden die Zellkulturflaschen sowie die Zellkulturplatten
mit 0,2% Gelatine beschichtet. Die Zellkultivierung wurde in einem Inkubator bei

Kultivierungsbedingungen von 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2-Gehalt durchgefiihrt.

Immunfluoreszenzfirbung von E-Selektin — Das Prinzip der Immunfluoreszenzfarbung basiert
auf der gezielten Detektion eines spezifischen Antigens mittels Fluoreszenzfarbstoff-markierter
Antikorper. In diesem Kapitel wurde die Expression von E-Selektin durch HUVEC nach
Exposition mit HCA Nanopartikel untersucht. Dabei wurde die Untersuchung der endothelialen
Genexpression wie von Unger und Peters beschrieben durchgefiihrt.!'%! Es wurden 50.000
HUVEC in einen 8-Well-Kammer-Objekttrager plattiert und iiber Nacht unter
Kultivierungsbedingungen inkubiert. Am Folgetag wurden 1 png HCA Partikel oder 1 pg LPS
in PBS sowie eine Kombination aus HCA + LPS zugegeben. und fiir 4 h inkubiert. Nach einer
Inkubationsdauer von 4 h wurden die Zellen mit PBS gespiilt und anschlieBend mit 4%
Paraformaldehyd in PBS fiir 15 min bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend wurden die
Zellen viermal mit PBS gewaschen und mit 0,5% Triton x 100 fiir 10 min permeabilisiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit PBS wurde der Antikérper CD62E (1:100, E-Selectin, Monosan)
zugegeben und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden erneut gewaschen und der
sekunddre Antikor