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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht eine vielversprechende Alternative zu herkdmmlichen,
synthetischen = Biomaterialien zur Regeneration von kleinen Knochendefekten und
Knochenerkrankungen (z. B. Osteoporose). Die Untersuchungen erfolgten am metastabilen
Calciumcarbonat-Polymorph Vaterit. Ziel dieser Arbeit war eine Beurteilung der biologischen und
chemischen Eigenschaften der synthetisch hergestellten Vaterit-Partikel als Biomaterial fiir die

natiirliche Knochenbildung und damit fiir eine potenzielle Anwendung in der Knochenregeneration.

Im ersten Kapitel dieser Arbeit wird eine einfache und schnelle Synthese von sterilen Vaterit-
Partikeln mit nahezu quantitativer Ausbeute beschrieben. Die Partikel wurden als phasenreiner
Vaterit erhalten und zeigten eine ellipsoide Form mit einem Durchmesser von 0,5 - 1,0 pum.
Zusatzlich wurden umfangreichen in vitro Untersuchungen an humanen Zellen durchgefiihrt. Es
konnte gezeigt werden, dass die synthetisierten Vaterit-Partikel (i) keine zytotoxische Wirkung auf
humane Zellen haben (Nachweis durch MTS-, LDH- und Kristallviolett-Assay), (ii) frei von
Endotoxinen sind, (iii) keine inflammatorischen Effekte auf humane Endothelzellen haben, (iv) eine
ausgezeichnete Zell-Biokompatibilitdt mit primidren humanen Osteoblasten und Endothelzellen
zeigen und (v) die Differenzierung von Osteoblasten anregen (nachgewiesen durch die Aktivitit der
alkalischen Phosphatase).

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der Umsetzung der synthetisierten Vaterit-
Partikel in einen Knochen-dhnlichen Hydroxylapatit (HA). Gegenstand des zweiten Kapitels sind
Inkubationen der Vaterit-Partikel in phosphathaltigen Losungen (simulierte Korperfliissigkeit,
Phosphat-gepufferte Salzlosung und Zellkulturmedium) bei physiologischem pH-Wert und 37 °C
iiber einen Zeitraum von bis zu 6 Monaten. Die Umsetzung der Vaterit-Partikel in eine HA-Spezies
wurde durch eine Kombination von Pulver-Rontgenbeugungs- und spektroskopischen
Untersuchungen (FT-IR, °'P-Festkorper NMR) quantifiziert und mittels mikroskopischer
Untersuchungen (REM, TEM) ergénzt. Darauf aufbauend wird im dritten Kapitel eine direkte
Synthese der HA-Partikel ausgehend von Vaterit-Partikeln beschrieben. Die Reaktion wurde mit
potentiometrischen Messungen kontrolliert und erste in vitro Zell-Untersuchungen durchgefiihrt.
Folgende interessante und vorteilhafte Eigenschaften der entstehenden HA-Spezies wurden
festgestellt. (i) Eine gezielte und kontrollierbare Kristallisation der HA-Spezies, durch die in situ
Freisetzung von Ca” -Ionen, (ii) die Bildung einer spezifischen und individuell dem Reaktionsmilieu
angepassten HA-Spezies mit Einschluss von Fremdionen, (iii) HA-Kristallite mit &hnlicher
Morphologie und KristallitgroBe wie die biologischen HA-Kristallite, (iv) eine sehr gute Zell-
Biokompatibilitdt mit humanen Osteoblasten und (v) eine physiologische Differenzierung von

Osteoblasten wird ebenfalls gewédhrleistet.




VI

Kurzzusammenfassung

Im abschlieBenden vierten Kapitel werden Hydrogel-basierte Transportformen fiir eine gezielte
und lokalisierte Applikation der Vaterit-Partikel diskutiert. Im Gegensatz zu den frei vorliegenden
Vaterit-Partikeln verlief die Umsetzung der Vaterit-Partikel innerhalb eines chemisch und biologisch
inerten PEG-basierten Hydrogels deutlich schneller. Weiterhin wurden durch in vitro
Untersuchungen die zuvor bestimmten biologischen Eigenschaften der Vaterit-Partikel auch
innerhalb der Hydrogele bestitigt. Demnach ist die Kombination der anorganischen Vaterit-Partikel
mit einem organischen Hydrogel-Geriist fiir die Anwendung im Bereich der Knochenregeneration
dahingehend von Vorteil, indem (i) ein gezielter und individuell anpassungsfahiger Aufbau eines
natiirlichen Knochenminerals durch die Vaterit-Partikel stattfinden kann, (ii) keine zusétzlichen
Knochenaufbau-fordernden Komponenten ndétig sind, aufgrund der osteokonduktiven und
osteoinduktiven Wirkung der Vaterit-Partikel, (iii) ldngerfristig gesehenen konnte eine natiirliche
Knochenregeneration ohne Fremdkorper stattfinden, da sich die Vaterit-Partikel in ein natiirliches
Knochenmineral umsetzen und durch Verwendung von abbaubaren Hydrogel-Geriisten keine fremde

Bestandteile im Korper verbleiben wiirden.
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Abstract

The present work investigates a promising alternative to conventional synthetic biomaterials for
regeneration of small bone defects or bone diseases (e.g. osteoporosis). The studies were carried out
on the least stable calcium carbonate polymorph vaterite. The aim of this thesis was to assess the
biological and chemical properties of synthetically produced vaterite particles as a biomaterial for

natural bone formation and thus for a potential application in bone regeneration.

The first chapter of the thesis describes a simple and fast synthesis of sterile vaterite particles
resulting in a nearly quantitative yield. The particles were obtained as phase-pure vaterite and showed
an ellipsoidal shape with a diameter of 0.5 — 1.0 um. In addition, extensive in vitro studies were
performed with human cells, showing that the synthesized vaterite particles (i) did not exhibit any
cytotoxic effects on the human cells (detection by MTS, LDH and crystal violet assay), (ii) were free
of endotoxins, (iii) did not induce an inflammatory response in human endothelial cells, (iv) showed
superior cell biocompatibility with primary human osteoblasts and endothelial cells and (v)
stimulated the differentiation of osteoblasts (demonstrated by activity of the alkaline phosphatase).

This thesis focusses on the study of the transformation of synthesized vaterite particles to a bone-
like hydroxy apatite (HA). The second chapter deals with the incubation of vaterite particles in
phosphate containing solutions (simulated body fluid, phosphate buffered saline and cell culture
medium) at physiological pH and 37 °C up to 6 months. The transformation of vaterite to a HA
species was quantified by using a combination of powder X-ray diffraction (XRD) and spectroscopic
methods (FT-IR, *'P solid state NMR) and supplemented by microscopic methods (SEM, TEM).
Based on these results, a direct synthesis of HA particles from vaterite particles is described in the
third chapter. The reaction was controlled by potentiometric measurements and initial in vitro cell
tests were performed. The following interesting and advantageous properties of the resulting HA
species were determined. (i) Targeted and controllable crystallization of the HA species by in situ
release of Ca®" ions, (ii) formation of a specific HA species including foreign ions adapted to the
reaction medium, (iii) HA crystallites with similar morphology and size to the biological HA
crystallites, (iv) very good cell biocompatibility with human osteoblasts and (v) a physiological
differentiation of osteoblasts occurred.

In the final fourth chapter a hydrogel-based scaffold for a targeted and localized application of
the vaterite particles is discussed. In contrast to free vaterite particles the transformation in a
chemically and biologically inert PEG-based hydrogel scaffold proceeded significantly faster.
Furthermore, the previously determined biological properties of vaterite particles were also detected
in vitro within the hydrogel scaffold. It was shown that a combination of inorganic vaterite particles
with an organic hydrogel scaffold is beneficial for use in bone regeneration application since (i) a

targeted and individually adapted structure of a natural bone mineral occurred by the vaterite
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Abstract

particles, (i1) no additional compounds promoting bone formation are necessary due to the
osteoconduvtive and osteoinduktive effects of vaterite particles and (iii) in the long-term a natural
bone regeneration without a foreign body should occur. /n vivo, the vaterite particles should
transform to a natural bone mineral and by using a degradable hydrogel scaffold no foreign

components would remain in the body.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Grundlagen und Motivation..........cceecviieieciiee et 1
Kristallisation .. . . . . . cereneeessannenes 3
L1 KEIMDIIAUNG ..ooiiiiiiiiciie ettt ettt e et e e st ae e et eetseessseesssaeenseeensseensseenns 3
1.1.1  Homogene KeimbildUng...........cccoeeeviiiiiiiiiieiie ittt sve e eeeaeeeeneas 3
1.1.2  Heterogene Keimbildung..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiccieecee ettt 5
1.1.3  Nicht-klassische Keimbildung............ccccveveviriiiiiiiiiiiieciie e 5
1.2 KriStallWaChSTUIN ..couiiiiiiiiii ittt sttt ettt st st st e st s naees 6
1.2.1  Nicht-klassisches Kristallwachstum ..........cccceoouiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 7
1.3 Ostwaldsche StUfenre@el..........ccccuiiiiuiiiiiiiiie ettt et ee e sve e sbeeereeeareesanae e 8
Biomineralisation und Biominerale............coeeeveeecseecsnecssnecssneccsneenne w9
2.1 BIOMINEIALE ..ottt ettt sttt sttt ettt et et beenbeas 9
2.2 CalCiumEArDONAL .....c..eiiieiieiiettet ettt ettt ettt et st sat e sttt sttt et s aee et 11
0 B O 3 1 USRS 13
N N v 10 ) 11 | PSPPSR 14
2.2.3  VALETIE c.eeiieieie ettt ettt ettt et ettt ettt et et e 14
2.3 CalcTUmMPROSPRALE .....cuvieiiiiiiieeiie et ecteeeee et e et et e et e etaeessbeeesbaeesaeesseesssaeanseeesseenssens 15
2.3.1  HydroxXylapatit (HA) .....ccoiieeiieeiieeiie ettt svee et eeseveesbaeeseaeesase e e 16
2.3.2  Carbonat-haltiger Hydroxylapatit (HCA, hydroxycarbonate apatite).................... 17
2.3.3  Amorphes Calciumphosphat (ACP) ......c.ccocvieiiiiiiiieeie ettt 18
Knochen und Knochenersatzmaterialien . ceeeessneesnnsennae 21
3.1 Knochenstruktur und die Eigenschaften ............ccccoevciieiiiiiiiieciiece e 21
3.2 Zusammensetzung des Knochenminerals ............ccoooiieriiiiiiiiiiiiecicesiee e 22
3.3 Prinzip des kontinuierlichen Auf- und Abbaus der Knochen ..........c.ccccoveveiiiiciiinieennennen. 23
3.4 KnochenersatzZmaterialien ...........cooieuiiiiiiiiiieee e 24
Hydrogele . . . . cesssresssnnisssnsressnnns 27
4.1 Was Sind HYArOGEIE? .........eieiuiiiiiieciie ettt ettt et e e ve e s be e sabeeesteeeabaessbeesnneas 27
4.2 Tropfenbasierte Mikrofluidik-Technik zur Herstellung von Mikrogelen.............c...c.......... 29
Zellbiologische Grundlagen ceeeeessnnesnnessasesnanenes 31
5.1 Biokompatibilitdt und ZytotOXiZItAt.........ccveeeiiiriieiiieeirieeiieeeteeereesreeeteeeseeeesereesereesreeens 31
S.TT VTS ASSAY wevieeeiiiie ettt e et te e ettt e ettt e e ettt e e s et ee e santteeesasaeeesnteeeeensseeesansaeessnnreeenane 31
S5.1.2  LDHAASSAY weteeieiiiieeeiiie ettt et ee e ettt e e ettt e e sttt e e e et e e e st e e e ebteeeeentaaeeenreeeanee 32
5.1.3  Kristallviolett-FArDUNG .......ccccooeiiiiiiieii ettt e 32
5.2 Primére Zellen und ZelllINIen ..........ccoouiiiiiiiiiiiiieieseeeesee ettt 33

521 ZEIIINIE ..ottt ettt e et e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeessaaaaaaas 33



VI

Inhaltsverzeichnis

5.2.2  Primare Zellen ......cccooiiiiiiiiiieiie et 33
5.3 Differenzierung von OStEODIASTEN .......c.ecevviiieiiiiiiieiiieeiie et et eree et e e e esreeebeeserea e 34
5.3.1  Alkalische PhOSPRAtASE .......c.ccccciieiiieiiieciie ettt sebee s eenneas 35
5.4 Fetales RINACISEITIM . .c.eiitiiitieiieiieiieite ettt ettt e st e st sttt et e e e 35
54,1 SEIUMPIOTEING....cccueieriieieieereieeereeereeesteeesreeeseesseeeseeesseessseessseessseessssessseessseessses 36
Motivation. . . . . . cesereressnnnessnnneee 37
EXPerimentelles ........coooviiieiiiiieiie e 41
Vaterit-Partikel als Biomaterial fiir die schnelle Knochenregeneration ...........c...cc..... 43
7 T 5 111 1<) 1Y SO SUUPRRRPS 43
7.2 Materialien und MethOden ..........ccuiiiiiiiiiiii ettt 45
7.2.1  Synthesevorschrift der Vaterit-Partikel ...........cccceeviiiriiiiiiiiiee e, 45
7.2.2  Chemische Charakterisierungsmethoden.............cccoocvvevciiiiiiiinieenie e, 45
7.2.3  Biologische Methoden — in vitro StUdien ...........cceeevieeeiiieciieeiiecee e 45
B I 3 40510 1 TSRS 51
7.3.1  Charakterisierung der synthetisierten Vaterit-Partikel ............ccccccovveviiiniinninennnen. 51
7.3.2  SEETIIEAL ..ottt st sb e sttt nbee e 54
7.3.3  Nachweis von E-Selektin Expression durch primére humane Endothelzellen....... 54
7.3.4  ZytotOXIZItALS-TESES ..uviiiiiiieiiieriieiiie et esteeereeete st e sreesbeeetbeesebeessseesnsaeensseennns 56
7.3.5  Zell-BioKompatibDilitat ........c.c.cecvvieeeiieiiiieeiie e eieeesieeesie e e e sre e esseaeeseree e 58
7.3.6  Differenzierung von OsteoDIaSten .........cccveervieriiieeiiieeiieerieeeiee e eieeesereesveeeeneas 61
T4 DISKUSSION ..ttt ettt b e s bt bt e sht e sht e sate s bt e s bt e sb e e sbeesaeesaeeeateenee 63
7.5 Zusammenfassung Und AUSDIICK ........cccviiieiiiiiiieriieciee ettt et ebeeereeeneae s 67
Umsetzung von Vaterit in Knochen-ihnlichen Hydroxylapatit.............. 69
8.1 EANICIEUING ....vieeeiiieiee ettt ettt ettt e et e et e et e e sebeessbeeensaeassaeassseesaseesssaeensaeensseenssansssenans 69
8.2 Materialien und Methoden ...........ccoiiiiiiiiiiiiii e e 71
8.2.1 Reagenzien / ChemiKalien ...........ccccvevcviiiiiiiiiiiecieeciie e e 71
8.2.2  Charakterisierungsmethoden ............cccuveviiieriieiiiie et 72

8.2.3  Exkurs: Probenpriparation fiir Zeta-Potential Messungen und Proteinkorona

F N E1 T s PSPPSR 73
8.3 EIODNISSE .. uieiiiieiiiciiie ettt ettt et et e e e et e et e e e b e e s abe e e ntaeeta e e abeesabeeearaeeraeeraeeenreaans 74
8.3.1 Umsetzung der Vaterit-Nanopartikeln in Carbonat-haltigen Hydroxylapatit ........ 74

8.3.2  Betrachtung der vollstindigen Umsetzung von Vaterit in einen Knochen-dhnlichen

Hydroxylapatit durch quantitative Analysemethoden in unterschiedlichen phosphathaltigen

LOSUNZEN ...ceiiiiiiee ettt ettt ettt e e ettt e e et e e e st e e e e sbeeesensteeesanbeeesansseeeennsaeesennsaeeennsees 81
8.4 AbschlieBende DiSKUSSION .......ccuiiiiiiiiieeiie e eeieeeiee et e e sreeeteeesereeseseesssaeessaeessseensns 107
8.5 Zusammenfassung und AUSDIICK .........ccveeviiiiiiiiiii it 112



Inhaltsverzeichnis

8.6 Exkurs: Effekt von Serumproteinen auf die Umsetzung der Vaterit-Partikel in Knochen-

ANNTICREN APALIT...eiiuiiiiiie ittt ettt e et e e tteesbeeesbeessbeeessaeessseessseesssaessseeensasansaeansseessseenn 114
8.6.1 Inkubation der Vaterit-Partikel in Zellkulturmedium mit 10% FBS.................... 114
8.6.2  Effekt von FBS auf die Vaterit-Partikel ............cccoccooiiiiiiniiniiieeee 116

9 Synthese und Charakterisierung von Hydroxylapatit ausgehend von Vaterit-
PartiKelNu..oueeecoueiineiiiiiniinniinieicneiineeinnecssenessnessssecssacesssessssnessssessssssssassssanssssnessssssssasssssassssases 121
9.1 EINICIIUNG ....vviiiiie et cite ettt ee et e et e et e e etbeessbeesataeestaeessseesssaessseeessseansseessaessseennssennsns 121
9.2 Materialien und MethOden ..........coouiiiiiiiiriiii e e 123
9.2.1  SyntheseVOrSChITTteN.......ccuiiiiiiiiiiciie e sre e ereeeaae e 123
9.2.2  Chemische Charakterisierungsmethoden.............cceceveeeviiiiniieniiieniiecee e, 124
9.2.3 Biologische Methoden — in vitro StUdien ..........cceeeviiiiciieriieeie e 125
0.3 EIZEDMISSE c..uviiiiiieieiieciiie et te ettt ettt e et e et e et e et eessbeesabeeessaeensaeetbeeesbeeesbeeensaeentaeenssaeenreeenens 126
9.3.1 Synthese der Hydroxylapatit-Partikel ausgehend von Vaterit-Partikeln.............. 126
9.3.2  Effekte von Additiven in PBS auf die Synthese von Hydroxylapatit................... 131
0.3.3  ZytOtOXIZItALS-TESES 1..veiiiiieiiieiiieiiie et esteeeree et e etreeseveeereeebre e saeesssaessseeesseenns 139
9.3.4  Zell-BioKompPatiDilitat ..........cccccvieriiiiiiieeiieeciiecite e e et svee e esene e 140
9.3.5 Differenzierung von OSteODIASIEN .........cccveereiiiiriiieiieeciie e eveeeieeeseae e 145
0.4 DISKUSSION ..ttt ettt et et e b e ettt e bt et et e b e e beenbeesaees 147
9.5 Zusammenfassung Und AUSDIICK ........coocviiiiieioiieiieeieeee ettt 155
10 Kompositmaterialien aus PEG-basierten Hydrogelen ............cooeeeenueecseecseeccnnne 159
TO. T EINICTTUNG .....vieivieeeiie ettt ettt e et et e et e etteesbeessaeeesbaeessaeessseesssaesssaeensseensseenssaenssessnseennsns 159
10.2 Materialien und MethOden ..........cooueiiiiiiiiiiiieiee et 161
10.2.1 Reagenzien / ChemiKalien ..........cceecuiieiiiiiiieiiieciie et eve e veesvee s 161
10.2.2 Chemische Charakterisierungsmethoden.............cccuvevvierciieiiiieeniiecie e 163
10.2.3 Biologische Methoden — in vitro StUAIeN ..........ccccvieeiieeeieeiieeee e 163
TO.3 ETZEDIMISSE ..uvvieuiiieieiieeieeeite ettt eeteesteeetteetteetbeessseesssaeassaeessaeessaesssaessseeensseensseensseensseeensns 165
10.3.1 Charakterisierung der PEG-a-DMA Hydrogele und Umsetzung der Vaterit-Partikel
in einen Knochen-dhnlichen Hydroxylapatit innerhalb der Hydrogele .............cccoveennnee. 165
10.3.2 Nachweis von E-Selektin Expression durch primére humane Endothelzellen..... 171
10.3.3 Zell-Biokompatibilitit des Makromonomers PEG-acetal-DMA................c......... 173

10.3.4 Zellenadhédrenz und Viabilitdt in Anwesenheit der PEG-basierten Hydrogele .... 175

10.3.5 Differenzierung von OSteobIaSten ........ceceeuiieriiieiiieeiieeieeeieeeiee e eveeevee s 180
10,4 DISKUSSION ...ttt et ettt et et e bt e bt et et e e nbeenbeenbeenbeesanes 184
10.5 Zusammenfassung Und AUSDIICK ........occiiiiiiiiiiieiie et 188
10.6 Exkurs A: Polyphosphorester-basierte Hydrogele..........oovvevviercrieiciiieniiecieeciee e 190
10.7 Exkurs B: Mikrogel-Kapseln durch Mikrofluidik-Technik.........cccccoooeeniininiiniannnne 194
10.7.1 DUrchflrung........cc.cocviiiiiiiiii ettt et e e ebeeereeeseae s 195
10.7.2 Ergebnisse und DiSKUSSION .......cccueeiiieiiiiiiiiieiiieciieciee ettt eaeesveesenee s 197

VII



VIII

Inhaltsverzeichnis

10.7.3 Zusammenfassung und AUSDIICK..........cceeriiiriiiiiiiieie e 201
ANNANG ...ttt et e e et e e e et a e e e aaaaeeenaeeas 203

11 ANNANG A .ouconeeriinrinneicseeisseeisseecsssecssacssstcsssesssasssssnsssssssssassssassssassssassssansssssssssassssassssasses 205
11.1 Gerédtedetails Und MeSSPArameEter..........cuveeevieerirerrieeiieesieeesreeereeeteeesereessseesseeessseessseenns 205
11.2 Ergénzungen zu den Ergebnissen der quantitativen Phasenanalyse ............ccccceveeniennnne. 210
11.3 Protokoll zur Isolation von HUVEC ..........ccccioiiiiiiiiiiieie et 212
11.4 Protokoll zum Abldsen und Zéhlen der Zellen ...........cceecvieeiieeiieiiieeie e 213

11.5 Berechnungen aus den Untersuchungen der quantitativen *'P-Festkorper-NMR-

SPEKEIOSKOPIC. ...eeviieiiieciiie ettt ettt ettt et e st e et e estae e sbeessseeasseaessseessaessseesssaeensaeenssaennseeenes 214
11.6 Ergebnisse der Identifizierung von Serumproteinen mittels LC-MS.............ccoceiinne. 216
11.7 Kalibrierungen der Ca®" -Ionenselektiven EleKtrode .............ooooeuvveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeen 218
11.8 Synthesevorschrift und Charakterisierung der modifizierten PEG-Makromonomere....... 219
11.9 Resultate der PEG-DA Hydrogele ........c..ooviiiiiieeiiiieciieciie ettt siveeseveeeiae e 222
11.10 Synthesevorschrift und Charakterisierung des modifizierten PMEP-Makromonomers und

des verwendeten MEP MONOMETS .......ccceiiiiiiiiiinieiieiieriie ettt 226

11.10.1 2- Methoxy-1,3,2-dioxaphospholan-2-oxid (MEP) Monomer .............c..cccveennee. 226

11.10.2 Polymethylethylenphosphate-Dimethacrylat (PMEP-DMA) Makromonomer-.... 227

12 ANNANG B c..caaeiiiiiiiiiiiiniineennneiiteisieiceessatisstisstissssisssstsssssssssssssssssssssssassssassssasess 229
12.1 ADKUIZUNGSVEIZEICHIIS ... .eoiiieiiiieciii ettt ettt et e et eetbeesabeeeabaeensaeeseseessseeenens 229
12.2 AbbIldUNGSVEIZEICHNIS ... ....viiciiieiii ettt et e eebee et e etaeesabeeeebeeenseeennes 232
12.3 TaDEIIENVEIZEICHIS .....eccviieiiieieiieeiie ettt et e st e etee e treestaeesbeeestaeetbeessseessseeenseeesseessseennnes 239
12.4 LIteraturVErZEICHIIIS ....uviiieiieiiie ettt ettt ettt e siveesreessteeetaeeseseesssaeesseeenseeensseensns 240

13 ANNANG C auucnnerennrinnricrniiseeissneissseisssecssseesssesssasssssnsssssssssassssassssasssssssssssssssssssssssssassssasess 251
13.1 CUITICUIUM VIAC.....uiiiiiieiiieiiieetieeiteeite ettt e et e et e e taeeeaeessbeesstaeestaeesseesssaesnseeensseensseensns 251



Te1l 1

Grundlagen und Motivation






Kristallisation

Kristallisation

Die Bildung eines Feststoffes ist ein fundamentales und allgegenwairtiges Phanomen, bei dem ein
oder mehrere Komponenten einer Losung, Schmelze oder Gasphase in eine feste Phase {ibergehen.
Der Vorgang wird als Féllung oder Prizipitation bezeichnet. Handelt es sich bei der gebildeten festen
Phase um einen geordneten Verband, der kein Losungsmittel mehr enthélt, wird von einem Kristall

gesprochen.!"!

Ein kristalliner Festkdrper besteht aus kleinsten strukturellen Einheiten, den
sogenannten Elementarzellen, die sich in allen drei Raumrichtungen vielfach wiederholen. Der
Vorgang der Kristallbildung wird als Kristallisation bezeichnet und kann in die beiden Vorgédnge der

Keimbildung und des Kristallwachstums eingeteilt werden.

1.1 Keimbildung

Die grundlegende Voraussetzung der Kristallisation ist die Ubersittigung einer Losung mit den
zu kristallisierenden Komponenten. Dieser Zustand kann durch Abkiihlen, Verdunsten des
Losungsmittels oder durch den Zusatz eines Verdringungsmittels erreicht werden.”! Eine
uibersdttigte Losung liegt vor, wenn das Ionenprodukt einer Losung groBer als das
Loslichkeitsprodukt ist. Dennoch ist eine iiberséttigte Losung nicht unmittelbar zur Kristallisation
befdhigt. Vielmehr liegt eine metastabile tiberséttigte Losung vor, die auf dem Weg von den geldsten
Ionen zu den stabilen Kristallen eine Aktivierungsenergie iiberschreiten muss. Dieser Vorgang wird
als Keimbildung oder auch Nukleation bezeichnet. Dabei treten metastabile Phasen, wie
beispielsweise amorphe Phasen, als erste Keime auf. Die Keimbildung kann prinzipiell in zwei
Vorginge unterteilt werden. Der primdre Vorgang der Keimbildung findet in Systemen statt, die
keine kristallinen Stoffe enthalten und kann sich homogen oder heterogen (durch Fremdkorper
induziert) ereignen. Der sekundidre Vorgang der Keimbildung findet in Anwesenheit von Kristallen

des gebildeten Feststoffs statt. Dabei konnen durch Kollisionen zwischen vorhandenen Kristallen

Spaltprodukte abgelost werden, die als Keime fungieren.

1.1.1 Homogene Keimbildung

Eine homogene Keimbildung findet ausschlieBlich durch eine Zusammenlagerung von lonen oder
Molekiilen aus einer iiberséttigten Losung statt. Wechselwirkung mit Fremdpartikel oder
Oberflichen sind dabei ausgeschlossen.” Basierend auf dem Prozess der Ostwaldreifung, dass kleine
Keime gegeniiber grofleren Keimen eine erhohte Loslichkeit aufweisen, erreichen nur wenige Keime

eine iiberkritische GroBe, sodass ein stabiler Keim gebildet werden kann.!'! Dementsprechend bedarf
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die homogene Keimbildung der grofiten Energie zur Bildung eines kritischen und damit stabilen
Keims. Nach der klassischen Keimbildungstheorie setzt sich die freie Keimbildungsenthalpie AGg

aus einem endergonischen Oberflichenterm und einem exergonischen Volumenterm zusammen

(s. Formel ( 1.1)).

AGg = AGy — Gy (L.1)
Mit der Entstehung einer neuen Phasengrenze muss freie Oberfldchenenthalphie AG, aufgebracht
werden. Gleichfalls wird durch den Ubergang der gelosten Ionen in einen Feststoff freie
Volumenenthalphie AGy gewonnen. Der entstehende Keim wird als sphérischer Partikel mit dem
Radius » angenommen. Demnach ergibt sich die freie Oberflichenenthalpie aus der
Grenzflachenspannung y und der Oberflache des sich bildenen Keims. Die freie Volumenenthalpie
setzt sich aus der Anderung der freien Energie pro Volumeneinheit eines entstehenden Keims AG,

zusammen (s. Formel ( 1.2 )). Dabei gilt fiir {ibersittigte Losungen AG,, < 0.

4
AGyg = 4nr?y — §7Tr3AGU (1.2)

Mit zunehmender Keimgréfe nimmt die freie Volumenenthalpie stirker zu als die freie
Oberflachenenthalpie und die freie Keimbildungsenthalpie AGx wird zunehmend exergonisch.
Damit erreicht die freie Keimbildungsenthalpie in Abhédngigkeit des Keimradius ein Maxiumum, die
ein Keim als Energiebarriere AGx " iiberwinden muss, um als stabiler Keim vorzuliegen.” In Abb.

1.1 ist eine graphische Darstellung der Gibbs'schen Enthalpien fiir den Keimbildungsprozess

dargestellt.
Freie Enthalpie AG AGo 7+
/
/
/
/
/
/
/
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Abb. 1.1: Anderung der freien Keimbildungsenthalpie in Abhingigkeit der Keimradius.

Der sogenannte kritische Keimbildungsradius r* lisst sich aus der Bestimmung des Maximums

der freien Keimbildungsenthalpie durch Ableiten nach dem Radius wie folgt berechnen.

<8AGK

) = 8nry — 4nr?AG, = 0 (1.3)
or Jp=p

Daraus ergibt sich der kritische Keimbildungsradius 7" und die Energiebarriere AGx" mit:
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2y
* 1.4
r AG, (1.4)
16r  y3 4 (1.5)
AGy' = —  ———— = —myr*?
K T3 a6y 3T

Wie schnell ein Keim gebildet wird ldsst sich mit der Keimbildungsgeschwindigkeit J nach
Arrhenius mit der Gleichung ( 1.6 ) beschreiben.

]:A-exp<—AkiI,;) (1.6)

Mit kp als Boltzmann-Konstante und A als priaexponentieller Faktor. Somit wird die metastabile
Phase veranschaulicht, wobei die Keimbildungsrate bis zum Erreichen eines kritischen Wertes der

Ubersittigung fast null ist und erst ab diesem Wert exponentiell zunimmt.

1.1.2  Heterogene Keimbildung

Im Vergleich zur homogenen Keimbildung wird die Nukleation bei der heterogenen Keimbildung
durch eine fremde Phase induziert. Diese fremde Phase konnen Fremdpartikel oder Oberflachen, wie
GefaBwinde oder Riihrwerke sein. Aufgrund des Kontaktes zu der fremden Phase ist die
Grenzflachenspannung geringer als bei der homogenen Keimbildung. Folglich fliet in die
Berechnung der freien Keimbildungsenthalpie AGx eines heterogen gebildeten Keims noch ein

Kontaktwinkel ® -abhingiger Faktor f(®) ein (s. ( 1.7)).

AGk = <4nr2y — gnr3AGU) - f(©) (1.7)

Fiir eine glatte Oberflache ist f{®) folgendermalien definiert:

f(G))=%(2+cos®)-(1—cos@))2 (1.8)

Eine Benetzung findet statt, wenn f{®) < 1 ist. Als Folge werden die Keimbildungsenthalpie sowie
die Aktivierungsenergie erniedrigt und die Keimbildungsgeschwindigkeit erhoht. Im Gegensatz zur

homogenen Keimbildung lduft die heterogene Keimbildung auch bei niedriger Ubersittigung ab.

1.1.3  Nicht-klassische Keimbildung

Mit der zuvor beschriebenen Theorie der klassischen Keimbildung konnen allerdings nicht alle
Prozesse der Keimbildung beschrieben werden. Deshalb sind in der Literatur weitere Modelle zu
einer nicht-klassischen Keimbildung beschrieben, auf die in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen
wird. Eines der Modelle ist das der Pranukleationscluster. Hierbei wird die Existenz von stabilen
Clustern, als Intermediat zwischen den Molekiilen und einem Feststoff, in einer Losung beschrieben.

Bereits 1975 berichteten Posner et al.'™! von den sogenannten Posner-Clustern. Diese wurden als

1
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Vorliufer des amorphen Calciumphosphats vorgestellt. Weiterhin untersuchten Gebauer et al.”” und
Pouget et al.' die Friihphasen der Kristallisation des Calciumcarbonates. Hierbei bestimmt das
strukturelle Wasser bzw. die Hydrathiille die Art der Kristallisation und die Stabilisierung von
Intermediaten. Diese gebildeten Intermediate konnen sich zu amorphen oder kristallinen Phasen
zusammenlagern und in nachfolgenden Prozessen der Phasenumwandlung in kristalline Produkte

iibergehen.

1.2 Kiristallwachstum

Der zweite Vorgang der Kristallisation, der sich der Keimbildung anschliet, ist das
Kristallwachstum. Die Keime beginnen zu einem Kristall mit sichtbarer Grofle heranzuwachsen.
Auch hier existieren verschiedene klassische Modelle. Das einfachste theoretische Modell wird mit
der Oberflachenenergie beschrieben. Die Theorie basiert auf der Annahme, dass die Form, die ein
Kristall beim Wachsen annimmt, durch die Oberflachenenergien der verschiedenen Kristallflachen
bestimmt wird. Der wachsende Kristall zeigt planare Flichen mit definierten Winkeln zueinander
und ist ein Vielfaches seiner kleinsten Einheit, die als Elementarzelle bezeichnet wird. Anhand dieser
thermodynamischen Betrachtung etablierte Wulff'”! ein Modell, mit dem die Gestalt eines Kristalls
vorhersagbar ist. Diese Sichtweise entspricht nur in Ausnahmefillen der Realitdt. Hierbei werden
Einfliisse wie Ubersittigung oder Lésungs-Dynamik nicht beriicksichtigt. Ein weiteres theoretisches
Modell wird anhand der Diffusion beschrieben und héngt von der StoBfrequenz der gelosten Ionen
mit den Keimen ab (StoBtheorie nach Trautz und Lewis). Dabei wird die Wahrscheinlichkeit des
Zusammentreffens eines lons, in einer hoheren Konzentration, mit einem Keim gesteigert und das
Kristallwachstum findet verstirkt statt. Ist die Ubersittigung in der Lsung allerdings groB genug,
so tritt verstiarkt Keimbildung auf und weniger freie lonen stehen zur Verfligung. Daraus léasst sich
schlussfolgern, dass mit der Konzentration nicht unmittelbar das Kristallwachstum vorhergesagt
werden kann.

Generell durchlduft das Kristallwachstum mehrere Schritte (s. Abb. 1.2), (i) den Transport der
Baueinheiten zur Oberfliche und die Adsorption auf der Oberflache, (ii) die Diffusion auf der
Oberflache bis zu einer Wachstumsstufe, (iii) die Diffusion entlang der Wachstumsstufe bis zu einer
Ecke bzw. Kante, an der die finale Adsorption stattfindet und schlieSlich erfolgt im letzten Schritt

(iv) der Abtransport der freigesetzten Adsorptionswérme und der Losungsmittelmolekiile.

(iv) 2

[~

7 2 554

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der Anlagerung eines weiteren Kristallbausteins,
mit (i) Transport und Adsorption, (ii) Diffusion zur Stufe, (iii) Diffusion zur Kante und (iv) Freisetzung von
Adsorptionswirme und Losungsmittelmolekiilen.
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Es wird davon ausgegangen, dass an verschiedenen Stellen der Kristalloberfliche ein
unterschiedlicher Energiegewinn bei der Anlagerung eines Kristallbausteins resultiert. So wird
entweder beim Auftreten oder wéhrend einer Oberflichenwanderung durch Platzwechselvorginge
die energetisch glinstigste Position eingenommen. Mit dem ,,Schicht fiir Schicht* (layer by layer)
Modell von Vollmer, Kossel und Stranski wird das Kristallwachstum auf einer neuen Monoschicht,
analog zu dem Wachstum auf einer glatten Oberfliche beschrieben (s. Abb. 1.3a).”®! Im Gegensatz
dazu postulierten Burton, Cabrera und Frank das nach ihnen benannte BCF-Modell.”'” Dieses
Modell basiert darauf, dass das Kristallwachstum an einer stufenartigen Schraubversetzungen
beginnt und sich spiralférmig fortsetzt (s. Abb. 1.3b). Eine solche Schraubversetzung kann durch

Kristallbaufehler, wie beispielsweise durch den Einbau von Fremdionen, ausgelost werden.

)
A
A)
i
2 '%0:0,0 \
=l
)
&
B

)
)
N

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Kristallwachstums. (a) ,,Schicht fiir Schicht“ Model nach Vollmer,
Kossel und Stranski, iibernommen von Brandstitter™. (b) BCF-Modell basierend auf einer Schraubversetzung,
iibernommen von Woodruff!'",

1.2.1 Nicht-klassisches Kristallwachstum

Viele Biominerale sind in ihrer Kristallmorphologie zu komplex, als dass sie mit den klassischen
Kristallwachstums-Modellen erklart werden konnen. Aufgrund dessen wurde die klassische
Kristallisation mit der nicht-klassischen Kristallisation erweitert. Das Konzept der nicht-klassische
Kristallisation stiitzt sich auf nanoskopische, partikuldre FEinheiten und kann mit einer
strukturdirigierten Kristallfusion und der Bildung von Mesokristallen beschrieben werden.!"""'?! In
Abb. 1.4 ist eine schematische Gegeniiberstellung der klassischen und nicht-klassischen Modelle
dargestellt. Die gebildeten Keime aggregieren zu primiren Nanopartikeln. Wiahrend bei der
klassischen Kristallisation diese Nanopartikel zu einem Einkristall fusionieren, organisieren sich
diese bei der nicht-klassischen Theorie durch eine orientierte Anlagerung zu einem iso-orientierten
Kristall. Dabei konnen die primér gebildeten Nanopartikel durch ein Additiv stabilisiert werden und
sich als Mesokristall zusammenlagern. Bei nicht ausreichender Stabilisierung der Nanopartikel kann
der Mesokristall zu einem iso-orientierten Kristall und letztlich zu einem Einkristall fusionieren. Mit

Hilfe dieser nicht-klassischen Modelle kdnnen auch komplexere Morphologien erklart werden.
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Abb. 1.4: Schematische Gegeniiberstellung der klassischen und nicht-klassischen Kristallisation. (a) Modell
der klassischen Kristallisation, (b) Modell der strukturdirigierten Kristallfusion und (c) Modell der Bildung
eines Mesokristalls. Ubernommen von Niederberger und Célfen.!'?)

1.3  Ostwaldsche Stufenregel

Liegt eine Verbindung in mehreren Modifikationen mit unterschiedlichen Kristallstrukturen und
dennoch identischer chemischer Zusammensetzung vor, wird sie als polymorph bezeichnet. Die
Kristallisation solcher polymorpher Verbindungen folgt der nach Wilhelm Ostwald benannten
Ostwaldschen Stufenregel.!'” Bei gegebener Temperatur und gegebenem Druck fillt beim Einleiten
der Kristallisation zunichst die Modifikation mit der groBten Gibbs’schen Enthalpie aus. Diese
metastabile Modifikation zeigt eine Kristallstruktur geringerer Ordnung, ist leichter 16slich und kann
eine Phasenumwandlung in eine thermodynamisch stabilere Modifikation durchlaufen. Aus
kinetischer Sicht ldsst sich dieser Prozess iiber die Aktivierungsenergie verstehen, die bei
metastabilen Modifikationen vornehmlich niedriger sind. In der nachfolgenden Abb. 1.5 ist die
Kristallisation verschiedener Modifikationen am Beispiel des Calciumcarbonates dargestellt und
verlduft liber das amorphe Calciumcarbonat (ACC), die Vaterit-Modifikation, die Aragonit-
Modifikation bis zur thermodynamisch stabilen Calcit-Modifikation.

AG

IAGN + AGy
Ca?*+COx  \
In Lésung

Vaterit
(b) Kinetk N\ \y\

Aragonit

Calcit

Verlauf der Kristallisation

Abb. 1.5: Kristallisationsverlauf der Calciumcarbonat-Modifikationen in Abhédngigkeit der freien Gibb’schen
Enthalpie aus (a) thermodynamischer und (b) kinetischer Sicht, mit N = Nukleation, W = Kristallwachstum
und U = Phasenumwandlung. In Anlehnung an Célfen und Mann.!'!)
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Biomineralisation
und Biominerale

Die Biomineralisation umfasst die biologische Bildung von anorganischen Mineralien unter sehr

effizienten Kontroll- und Organisationsmechanismen.!'"

Lebende Organismen produzieren
morphologisch komplexe Biominerale nach einem genetisch bestimmten Bauplan.!'™ Dies resultiert
aus der Notwendigkeit heraus, um beispielsweise feste Stiitz- und Schutzstrukturen zu erhalten. Im
Laufe der Evolution haben die biologischen Systeme komplexe Regelmechanismen geschaffen, die
eine lokale und kontrollierte Kristallisation von Biomineralen bewirken."'® Die Keimbildung und das
Kristallwachstum treten, wie im vorherigen Kapitel 1 beschrieben, in einem tibersattigten Medium
auf. Im Organismus konnen sie allerdings durch spezifische Transportmechanismen und
Oberflachenaktivititen  reguliert werden.  Transportmechanismen  wie  beispielsweise
transmembraner lonenfluss, lonen-(De-)Komplexierung, enzymatisch katalysierter Gasaustausch,
lokale Redoxpotentiale oder pH-Wert Anderungen sowie Variationen in der lonenstirke des
Mediums kénnen eine Ubersittigung in einem begrenzten Raum erzeugen oder aufrechterhalten.!”!
Zusitzlich kann die Keimbildung durch die Aktivitdt bestimmter Oberfldchen-Strukturen und
kristallisationshemmenden Substanzen unterdriickt oder ausgeldst werden. Eine entscheidende Rolle
dabei spielen Proteine (s. Kapitel 5, Abschnitt 5.4.1). Die Biomineralisation lasst sich allgemein in
fiinf Abschnitte unterteilen, (i) die Kontrolle der Keimbildung, (ii) die Kontrolle des
Kristallwachstums, (iii) die Kompartimentierung, darunter wird die Kristallisation in abgetrennten
Bereichen verstanden, (iv) die Bildung eines Kompositmaterials aus anorganischen Biomineralen

und organischer Matrix und letztlich (v) das Zusammenfiigen von einzelnen Biokristalliten zu

grofleren Aggregaten.

2.1 Biominerale

Zu den wichtigsten Biomineralen zéhlen die Calcium-enthaltenden tierischen Schalen, Zdhne und
Skelette. Weitere Biomaterialien sind die von Muscheln produzierten Perlen aus Aragonit, die aus
Kieselsdure bestehenden Hiillen und Stacheln von Diatomeen, Radiolaren und bestimmte
Pflanzenarten. Die Calcium-, Barium- und Eisen-haltigen Kristallite in Schwerkraft- und
Magnetfeldsensoren sowie auch einige der pathologischen Ablagerungen in der Niere, Harnblase

5]

oder GefiBen zihlen zu den Biomineralen.” Zum heutigen Zeitpunkt sind mehr als 70
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unterschiedliche Biominerale bekannt, deren Verwendung vollig unterschiedliche Funktionen
abdeckt. Entscheidende Funktionen sind beispielsweise mechanische Stiitze, Speicherung, aktiver
Schutz (im Aufbau von mechanischen Werkzeugen und Waffen), Sensorik (in den Schwerkraft-
empfindlichen Gleichgewichtsorganen) und passiver Schutz (im Aufbau von Gehéusen / Schalen
und Stacheln). Zudem kann die Bildung von Biomineralen insbesondere bei Mikroorganismen auch

[1s

einer Ablagerung oder Entgiftung dienen.""”! Auch wenn die Biominerale vor allem der Konstruktion

fester Stiitzelemente dienen, sind sie keine statischen Systeme, sondern unterliegen der aktiven

U4 Ein grundlegendes Beispiel stellt der kontinuierliche

Demineralisierung und Regeneration.
Knochenumbau dar (s. Kapitel 3, Abschnitt3.3). Grundsétzlich konnen Biominerale als variabel
zusammengesetzte oder reine Phasen, in amorpher oder (mikro-)kristalliner Form sowie als
Kompositmaterialien mit einer organischen Polymer-Matrix auftreten. Im Allgemeinen handelt es
sich bei den Biomineralen um schwerlosliche anorganische Salze. An dieser Stelle sei darauf
hingewiesen, dass der Begriff des Biominerals sich nicht ausschlieBlich auf ein von einem
Organismus hergestelltes Mineral bezieht, vielmehr wird der Verbund aus anorganischem Mineral
und organischer Matrix als Biomineral beschrieben. Die in vivo Bildung eines Biominerals unter
streng kontrollierten Bedingungen fiithrt zumeist zu enormen Abweichungen der Eigenschaften, wie
Form, Grof3e, Kristallinitdt und Einbau von Fremdstoffen, wie sie im synthetischen Mineral gefunden
werden.!"”]

Vor allem den Calcium-haltigen Biomineralen wird eine iiberragende Bedeutung zugeschrieben.
Einerseits wird die Stabilitdt der Calciumsalze, durch ihre relative Unloslichkeit im neutralen Milieu,
gewahrleistet und andererseits wird ihre Mobilitét, durch die deutlich bessere Loslichkeit im sauren
Milieu, sichergestellt. Fiir eine volle Funktionsfahigkeit der Biominerale spielt allerdings nicht nur
die chemische Zusammensetzung eine entscheidende Rolle, sondern auch die entstehende

Morphologie. Im Nachfolgenden werden die beiden wichtigsten Calcium-haltigen Minerale, das

Calciumcarbonat und das Calciumphosphat, ndher beschrieben.
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2.2 Calciumcarbonat

Calciumcarbonat (CaCOs;) ist das mengenmiflig wichtigste Biomineral und kommt in
Weichtieren, wie Schnecken und Muscheln, sowie in marinen Einzellern und Korallen vor. Weiterhin
tritt Calciumcarbonat auch in Schwerkraft- und Trégheits-empfindlichen Sinnesorganen, wie z. B. in
Otolithen (Gehérsteinchen) im Ohr oder in ,,Liebespfeilen® von Schnecken, auf."! In der Natur findet
sich Calciumcarbonat als Kalkstein, Kreide und Marmor. Calciumcarbonat ist das Salz der
mittelstarken, zweiprotonigen Kohlensdure mit zwei Dissoziationsstufen bei den pK,-Werten von 3,3
und 10,3 (s.Formel ( 2.1 )).""™ Das erste Gleichgewicht liegt weitgehend auf der Seite von CO,. Da
nur wenige CO,-Molekiile mit Wasser zu H,CO; reagieren, wirkt die Gesamtldsung als schwache
Saure. Durch Zusammenfassung der ersten beiden Gleichungen wird die Sdurekonstante bezogen

auf CO, erhalten.!"”!

CO, +H,0 ==H,CO; pK = 3,2
H,CO3 + H,O == H;0"* + HCOy pKs = 3,3 (21)
CO, + 2H,0 ==H;0" + HCOy pK, = 6,4 :
HCO5; + H,O == H3;0" + CO3* pKs = 10,3

Im neutralen Milieu ist Calciumcarbonat ein schwerldsliches Salz, das sich durch Einwirkung von
Sauren unter Bildung von Kohlenstoffdioxid leicht zersetzt. Auch bei hohen Temperaturen oberhalb
von 700 °C findet eine Zersetzung zu Calciumoxid unter Abgabe von Kohlenstoffdioxid statt.
Calciumcarbonat ist in flinf kristallinen Modifikationen vorzufinden. Es wird zwischen drei
wasserfreien, polymorphen Phasen (Calcit, Aragonit und Vaterit) und zwei wasserhaltigen,

pseudopolymorphen Phasen (Monohydrocalcit (MHC) und Ikait) unterschieden (s. Abb. 2.1).

Calcit Aragonit Vaterit Ikait MHC
trigonal orthorhombisch triklin monoklin trigonal

Abb. 2.1: (a) Polymorphe und (b) pseudopolymorphe Calciumcarbonat-Phasen. In angepasster Form
iibernommen von Cartwright e al.*.

Als metastabile Phase ist das amorphe Calciumcarbonat (ACC) bekannt. Im Vergleich zu den
kristallinen =~ Calciumcarbonat-Phasen  zeigt ACC  weder diskrete Rontgen- noch
Elektronenbeugungsreflexe.*'! Im Gegensatz dazu sind in kristallinen Proben die Atome in einem
Gitter periodisch angeordnet, sodass sich Netzebenen definieren lassen, auf denen sich immer die
gleichen Atome befinden. ACC existiert als wasserfreiere transiente Phase und als wasserhaltige
stabilisierte Phase. Der Wassergehalt des ACCs kann variieren, wobei iiberwiegend eine
Zusammensetzung nahe CaCOj;-H,O beobachtet wird.?” Zusitzlich werden verschiedene amorphe

Zustiande diskutiert, wobei von der sogenannten ACC-Polymorphie gesprochen wird. Hierbei

11



Teil I:

12

Grundlagen und Motivation

wurden in biogenen ACCs unterschiedliche Nahordnungs-Motive gefunden, die mit den kristallinen

Calciumcarbonat-Modifikationen verwandt sind.”*”

Es wird zwischen calcitischem ACC,
aragonitischem ACC, Monohydrocalcit-dhnlichem ACC und vateritischem ACC unterschieden, auf
die in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen wird.

Bei Uberschreitung des Loslichkeitsprodukts erfolgt im wissrigen Medium die Fillung der
Calciumcarbonat-Modifikationen zumeist aus Alkalimetallcarbonaten und Calciumchlorid. Der
Kristallisationsvorgang erfolgt, gemaf der Ostwaldschen Stufenregel, iiber das metastabile amorphe
Calciumcarbonat, welches sich aufgrund der hoheren Loslichkeit, verglichen mit den anderen
Calciumcarbonat-Modifikationen, rasch in die kristallinen, wasserfreien, polymorphen Phasen
umwandelt (vgl. Kapitel 1, Abschnitt 1.3 Abb. 1.5). Die Ausfillung der Polymorphe kann durch
verschiedene Faktoren wie Temperatur, pH-Wert, Konzentrationsverhiltnisse der einzelnen
Komponenten, Ubersittigung, Ionenstirke oder auch Verunreinigungen beeinflusst werden.*”! Aus
Abb. 2.2a geht hervor, dass mit zunehmender Temperatur der Anteil der Calcit-Phase abnimmt und
die vorherrschende Modifikation von Calcit iiber Vaterit zu Aragonit wechselt.””! Findet die Fillung
der Polymorphe bei Raumtemperatur (24 °C) statt, so spielt der pH-Wert der Ldosung eine
entscheidende Rolle. Der Abb. 2.2b ist zu entnehmen, dass im pH-Bereich von 8,5 — 10,0 Vaterit die
bevorzugte Phase darstellt, hingegen ist Aragonit bei einem pH-Wert von 11 und Calcit im stark

alkalischen Bereich (pH-Wert > 12) die dominierende Phase.*"

(b)
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Abb. 2.2: Anteile der wasserfreien, polymorphen Calciumcarbonat-Phasen als Funktion (a) der Temperatur'>”
und (b) des pH-Werts*".

In Tab. 2.1 ist eine Ubersicht der Modifikationen des Calciumcarbonats mit den einsprechenden
Eigenschaften zusammengestellt. In den nachfolgenden Abschnitten werden die drei wasserfreien,

kristallinen Modifikation im Detail betrachtet.
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Tab. 2.1: Ubersicht der Calciumcarbonat-Modifikationen mit ihren Eigenschaften.!'> 2"
CaCO; Kristall-system  Raum-  Dichte / Stabilitdt Biologische Relevanz
Modifikation gruppe gem”
Calcit trigonal R3¢ 2,71 thermodynamisch sehr haufig;
CaCO; stabile Phase z.B. Schalen von
bei 25 °C, Mollusken, Skelette
1013hPa von Foraminiferen,
Coccolithophoridae
und Stacheln von
Seeigeln
Aragonit orthorhombisch ~ Pmcn 2,93 stabil bei sehr haufig;
CaCO; T>70°C z.B. Schalen von
Mollusken, Korallen
Vaterit triklin Cc1 2,65 metastabil bei sehr selten;
CaCOs; T<10°C z.B. Schalen von
Mollusken, Stacheln,
Gehorsteinchen
Monohydrocalcit trigonal P3,21 2,43 Wasserabgabe selten;
(MHC) oberhalb von z.B. in pathologischen
CaCO3H,0 60-80 °C Verkalkungen
Tkait monoklin C2/c 1,83 Wasserabgabe bisher nicht
CaCOj36H,0 bereits <0 °C, nachgewiesen
stabil bei
Raumtemperatur
nur unter hohem
Druck
Amorphes rontgenamorph - 1,6 metastabil selten;
Calciumcarbonat Vorstufe auf dem Weg
(ACC) zu den kristallinen
CaCO;xH,0 Phasen, Speicherphase
fiir Calcium

2.2.1 Calcit

Calcit ist die thermodynamisch stabile Modifikation des Calciumcarbonats bei 25 °C und
1013 hPa. Reine Calcit-Kristalle sind durchsichtig, farblos und weisen meist eine rhomboedrische
Morphologie™ auf. Calcit kristallisiert trigonal in der Raumgruppe R3¢.”" Die Kristallstruktur ist
in Abb. 2.3a dargestellt. Aufgrund von Fremdionen-Einschliissen sind die in der Natur
vorkommenden Calcit-Kristalle geféarbt (z.B. gelb, braun, griin). Natiirlich kommt der Calcit massiv,
grob bis feinkornig, selten faserig vor und ist als gesteinsbildendes Mineral in Kalkstein, Marmor
und Tropfsteinhohlen zu finden.” Typisch sind auch die Calcit-Rhomboeder, die als ,,Island-
Kalkspat“ mit der besonderen Eigenschaft der Doppelbrechung bekannt sind."! Viele marine
Organismen bilden Calcit, aufgrund der CaCOs-Ubersittigung im Meerwasser. Zudem bestehen die

Schalen von Vogeleiern ebenfalls aus Calcit.!"
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2.2.2  Aragonit

Aragonit, abgeleitet vom bedeutendsten Vorkommen des Minerals in Aragonien, ist im trockenen
Zustand bei Raumtemperatur {iber einen unbestimmten Zeitraum ,,stabil®“. Aragonit kristallisiert im
orthorhombischen Kristallsystem in der Raumgruppe Pmcn (s. Abb. 2.3b) und zeigt meist eine
pseudohexagonale, nadelférmige, faserige Morphologie.”**"! Weiterhin sind Aragonit-Kristalle
héiufig als Zwilling und Drilling zu finden. Wie auch der Calcit, kommt Aragonit in groen Mengen
vor und findet sich in Ton, Mergel und Gips, als Speleothem in Hohlen, in der Oxidationszone von
Erzlagerstétten (z.B. Aragonit-Eisenbliite), in Hohlrdumen vulkanischer Gesteine und haufig in

Basalt und Basalttuffen.”

2.2.3 Vaterit

Vaterit (benannt nach dem deutschen Chemiker und Mineralogen Heinrich Vater) ist eine
thermodynamisch metastabile Phase des Calciumcarbonats. Vaterit kristallisiert im triklinen
Kristallsystem in der Raumgruppe CIP’! und zeigt meist eine ellipsoide Morphologie.”* Die
Kristallstruktur ist in Abb. 2.3¢ dargestellt. Im trockenen Zustand ist Vaterit {iber einen ldngeren
Zeitraum stabil. In Gegenwart von Wasser erfolgt eine rapide Phasenumwandlung in die
thermodynamisch stabile Phase, Calcit. Aufgrund dessen ist die Féllung von Vaterit in wéssriger
Losung stark zeit- und temperaturkontrolliert durchzufiihren. Vaterit ist in der Natur viel seltener
anzutreffen als die beiden anderen wasserfreien, polymorphen Phasen Calcit und Aragonit. In der
Biomineralisation dient Vaterit als Prakursor zur Bildung von Aragonit und Calcit. In lebenden
Organsimen kommt Vaterit sowohl als Teil von Gallensteinen und in Gehdrsteinchen als auch in

Schalen von Mollusken vor.["!
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Abb. 2.3: Kristallstrukturen der wasserfreien, polymorphen Cacliumcarbonat-Phasen. (a) Calcit’® und (b)
Aragonit??®!, mit Ca = griin, O = rot und C = grau. (c) Vaterit: links Koordination der Ca*"-Ionen (Ca = hellgrau
und blau) durch die CO;” -Ionen (orange und griin), rechts schichtartiger Aufbau und pseudohexagonale
Anordnung der Ca®"-Tonen, iibernommen von Mugnaioli et al.**!.
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2.3 Calciumphosphate

Die Calciumphosphate sind Salze der mittelstarken, dreiprotonigen Phosphorséure, bestehend aus
Calcium-Ionen und Dihydrogenphosphat- (H,PO4), Hydrogenphosphat- (HPO,”) oder
Orthophosphat- (PO4”) Ionen. Das Protolysegleichgewicht der Phosphorsiure mit pKg-Werten der

) 7ur besseren

drei Dissoziationsstufen bei 25 °C ist in Formel ( 2.2 ) angegeben.
Veranschaulichung ist in Abb. 2.4 die Abhéngigkeit der lonenkonzentration vom pH-Wert einer

Phosphatlosung dargestellt.

H3PO4 + Hzo: H30+ + H2PO4- pKS(I) =+ 2,16

H,PO, + H,O==H,0* + HPO, >  pK,(ll) =+ 7,21 (2.2)
HPO,% + H,0== H;0" + PO, pK,(Ill) = +12,32
I PF&H Ph(sz
100 ; :

= : . :

= : H,PO, |

9 1 1

© : :

£ ! .

§ %0 | |

2 i |

[t U 1

@ | |

c

S : :

%% 2 4 6 8 >

pH-Wert

Abb. 2.4: Verteilungskurven der Phosphat-lonen Spezies in Anhingigkeit des pH-Werts der
Phosphorséurelosung.

Mit zunehmendem pH-Wert verschiebt sich das Protolysegleichgewicht in Richtung der ersten,
zweiten und dritten Dissoziationsstufe und die fortschreitende Bildung der deprotonierten Phosphat-
Ionen Spezies kann beobachtet werden. Anhand des Diagrammes lésst sich erkennen, dass wissrige
Losungen der Phosphorsdure mittelstarke Séuren, die der HPO4 -lonen schwache Sauren (pH-Wert
von 4,5), die der HPO4> -Ionen schwache Basen (pH-Wert von 9,5) und die der PO4> -Ionen starke
Basen (pH-Wert von 14) sind. Aus allen drei Dissoziationsstufen konnen die Calciumphosphate
gebildet werden. Dabei werden die Salze der H,PO, -lonen vornehmlich in saurem Milieu gebildet.
Hingegen treten die Salze der HPO,* und PO,* -lonen verstirkt im neutralen Milieu auf und sind in
der anorganischen Komponente des Knochens und der Zihne zu finden. Zahlreiche
Calciumphosphate sind bekannt, wobei manche Spezies Kristallwasser und andere Spezies, wie die
der Apatit-Familie, Hydroxid-Ionen enthalten.

Bei allen Calciumphosphaten handelt es sich um farblose Feststoffe, die aufgrund von
Fremdionen-Einschliissen in der Natur hiufig farbig vorzufinden sind.”! Zudem sind die meisten
Calciumphosphate im neutralen Medium nur wenig 16slich, erst im sauren Milieu steigt die

Loslichkeit. Dieser Eigenschaft bedienen sich auch die knochenauflosenden Zellen (Osteoklasten)
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bei dem Knochenabbau (s. Kapitel 3, Abschnitt 3.3). In der Abb. 2.5 sind die Ldoslichkeiten der
Calciumphosphat-Phasen in Abhingigkeit des pH-Werts in Form eines Loslichkeitsphasen-
Diagramms dargestellt. Die jeweilige Loslichkeitsisotherme beschreibt die Loslichkeit eines Salzes,
in Form der Gesamtcalcium- und Gesamtphosphat-Konzentration der geséttigten Losung als

[36

Funktion des pH-Werts.”® Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dass Hydroxylapaitit (HA) oberhalb

eines pH-Werts von 4,5 die stabilste Phase ist.

DCPA DCPD OCP a-TCP B-TCP HATTCP

0
-
=2

-3

Log [Ca]

-4

Abb. 2.5: 3-dimensionales Ldslichkeitsphasen-Diagramm mit den Ldslichkeitsisothermen von
Dicalciumphosphat-Anhydrat (DCPA), Dicalciumphosphat-Dihydrat (DCPD), Octacalciumphosphat (OCP),
a-Tricalcium-phosphat  (a-TCP), B-Tricalciumphosphat (B -TCP), Hydroxylapatit (HA) und
Tetracalciumphosphat (TTCP). Ubernommen von Chow!*.

Ein weiterer wichtiger Parameter neben der Loslichkeit ist das molare Calcium zu Phosphor
(Ca:P) -Verhiltnis. Fiir die stochiometrisch zusammengesetzten Calciumphosphat-Phasen werden
Ca:P-Verhiltnisse von 0,5 — 2,0 gefunden."! Allgemein gilt, je kleiner das Ca:P-Verhiltnis, desto
saurer und besser wasserloslich ist das Calciumphosphat.””! Eine tabellarische Ubersicht der
biologisch relevanten Calciumphosphate ist am Ende des Kapitels in Tab. 2.2 zusammengestellt. Im
Nachfolgenden wird nur auf die in der vorliegenden Arbeit relevanten Calciumphosphat-Phasen

eingegangen.

2.3.1 Hydroxylapatit (HA)

Der Hydroxylapatit (Ca;o(PO4)s(OH),) ist thermodynamisch betrachtet die stabile und im
Vergleich zu den anderen Calciumphosphaten die Calciumphosphat-Phase mit der geringsten
Loslichkeit. Bei Raumtemperatur kristallisiert chemisch reiner HA monoklin in der Raumgruppe
P2,/b und oberhalb von 250 °C findet eine Phasenumwandlung zum hexagonalen Kristallsystem in
der Raumgruppe P6s/m statt. Durch Einschliisse von Fremdionen (wie beispielsweise Fluorid,
Chlorid oder Carbonat) im Kristall wird die hexagonale Struktur auch bei Raumtemperatur
stabilisiert.!"! Die hexagonale Kristallstruktur ist in Abb. 2.6a dargestellt. Hydroxylapatit ist ein

Feststoff, der zur Nichtstochiometrie neigt. Die Struktur des HAs ist auf allen Ionenplitzen (Ca",



Biomineralisation und Biominerale

PO,’ und OH') so flexibel, dass leicht kleinere oder groBere Mengen anderer Ionen eingebaut werden
konnen.!"! Stochiometrisch reiner HA ist in biologischen Systemen nicht anzutreffen. Aufgrund der
Ahnlichkeit zum biologischen, nichtstdchiometrischen Apatit, wird er hiufig als
Knochenersatzmaterial oder als biologisch aktive Beschichtung auf chirurgischen und

zahnmedizinischen Implantaten eingesetzt (s. Kapitel 3).

2.3.2 Carbonat-haltiger Hydroxylapatit (HCA, hydroxycarbonate apatite)

Aufgrund der strukturellen Flexibilitdt des HAs kann durch Substitution der Hydroxid- oder der
Phosphat-lonen gegen Carbonat-lonen der Carbonat-haltige Hydroxylapatit erhalten werden. Es
existieren zwei Arten von HCA, die sich durch Infrarot-spektroskopische Untersuchungen
unterschieden lassen.””*® Beim A-Typ des HCAs findet eine Substitution der Hydroxid (OH") gegen
Carbonat (COs™) -Ionen statt. Im Gegensatz dazu werden beim B-Typ des HCAs die tetraedrischen
Phosphat (PO, -Ionen gegen trigonal planare CO;” -Ionen substituiert. Diese Substitution fiihrt zu
Gitterfehlstellen, Gitterstorungen und zu einer neuen Ladungssituation. Um eine Losung der
fehlenden negativen Ladung zu finden, die bei der Substitution entsteht, wurden diverse Modelle
diskutiert. In einem der ersten Modelle wurde von Kiihl und Nebergall®”! die Formel ( 2.3 ) postuliert.
Sie nahmen an, dass die Substitution eines PO4” -Ions gegen ein CO;> -Ion zu einer Erzeugung von
einer Ca”" -Ionen- und einer OH™ -Ionen-Fehlstelle fiihrt. Dabei muss eine Anzahl u dieser Fehlstellen

ersetzt werden.

CalO—y+u(P O4)6—y(CO3)y(OH)2-y+2u (23)
mit 0<y<2 und 0<2u<y

Im Vergleich zum chemisch reinen HA resultiert durch die Ionen-Substitution im B-Typ des
HCAs ein verringertes Ca:P-Verhéltnis und damit eine hohere Loslichkeit. Aus ersten Berechnungen
von Defektbildungenergien von Kubota et al.™*" wurde festgestellt, dass die Bildung des HCAs vom
B-Typ in einer wissrigen Umgebung gegeniiber dem A-Typ bevorzugt ist. Im Gegensatz dazu wird
die Bildung des A-Typs durch hohere Temperaturen begiinstigt. Aus diesen Untersuchungen
resultierte die in Abb. 2.6 angegebene Kristallstruktur der beiden HCA-Phasen.

Durch Féllung im neutralen bis basischen Milieu ldsst sich HCA leicht synthetisieren. Bei
Anwesenheit von Fremdionen (wie Na' und CI) werden diese stets zu einem kleinen Anteil
eingebaut. Es resultiert eine nichtstochiometrische Zusammensetzung, die eine direkte
Strukturbestimmung des HCA erschwert, sodass die in der Literatur angegebenen

Elementarzellenparameter variieren.””

Dennoch zeigt der HCA mit diesen Eigenschaften,
gegeniiber dem HA, eine groBere Ahnlichkeit zum biologischen Hydroxylapatit (s. Kapitel 3,

Abschnitt 3.2), wodurch er als Knochenersatzmaterial grole Bedeutung erlangt.
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Qa...

°Ca°POOoH°C

Abb. 2.6: Hexagonale Kristallstruktur des (a) chemisch reinen Hydroxylapatits (HA). (b) Darstellung der
Substitution eines OH™ -Ions durch ein CO5> -Ion des HCAs vom Typ A. (d)-(g) Darstellung der Substitution
eines (c) tetraedrischen PO, -lons durch ein trigonal planares CO;> -Ion mit den verschiedenen
Konfigurationen innerhalb des Tetraeders des HCAs vom Typ B. Ubernommen von Kubota e al*"’.

2.3.3 Amorphes Calciumphosphat (ACP)

Amorphes Calciumphosphat ist, wie ACC, eine metastabile Modifikation, die meist als erste
Calciumphosphat-Phase bei der Féllung aus wiéssrigem Medium auftritt. Im Unterschied zu den
kristallinen Verbindungen besitzt ACP keine Fernordnung der Atome im Gitter, wodurch es
rontgenamorph ist. Bei einer Fallung im pH-Bereich von 6,6 - 11,7 entsteht ACP und kann in
Gegenwart von Magnesium-, Pyrophosphat- oder Carbonat-Ionen stabilisiert werden."*"! Biologisch
wird ACP haufig mit diesen Fremdionen vorgefunden und tritt in pathologischen Verkalkungen von
Weichgeweben auf!'! Die Morphologic des ACPs wird als anndhernd runde Partikel mit
Durchmessern von 40-100 nm beschrieben (s. Abb. 2.7a).*”! Fiir die strukturelle Grundeinheit von
ACP wurde von Posner et al.'*’! ein annihernd kugelformiger Cluster, der sogenannte Posner-
Cluster, mit einem Durchmesser von 9,5 A und der Zusammensetzung Cao(PO,)s vorgeschlagen
(s. Abb. 2.7b). Diese Cluster wurden experimentell als erste Keime wéhrend der Kristallisation von
HA gefunden und implizieren die Kristallisation von HA als stufenweise Zusammenlagerung dieser

Einheiten.*”!

Cay(PO,)s - Cluster

:a.

@P
@0
OCa

ACP-Partikel
A

3

Abb. 2.7: Amorphes Calciumphosphat (a) TEM-Aufnahme und (b) Strukturmodell. In angepasster Form
iibernommen von Dorozhkin'**/,
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Tab. 2.2: Ubersicht der Calciumphosphat-Phasen mit ihren Eigenschaften. Die Léslichkeit ist als Logarithmus

des Ionenprodukts der angegebenen Formel

(ohne Hydratwasser) mit Konzentrationen in mol/L

aufgefihrt.['%3%
Verbindung Formel Ca:P - Léslichkeit  Kristallsystem, Dichte
Verhdltnis  bei 25 °C, Raumgruppe /g-em’
'lOg(K:p) ?
Monocalciumphos- triklin
phat-Monohydrat Ca(H,POy4),-H,O 0,5 1,14 P1 2,23
(MCPM)
Monocalciumphos- triklin
phat-Anhydrat Ca(H,P0O,), 0,5 1,14 ~ 2,58
(MCPA)
Dicalciumphosphat- Wi
Dihydrat CaHPO,-2H,0 1,0 6,59 m"nlo n 2,32
(DCPD, Brushit) a
Dicalciumphosphat- triklin
Anhydrat CaHPO, 1,0 6,90 P 2,89
(DCPA, Monetit)
0““"“1;'(’)“6’,"5}1‘”1’}"” Cag(HPO),(PO,),-SHO0 1,33 96,6 tr‘;‘%‘“ 2,61
a-Tricalcium- monoklin
phosphat a-Ca3;(POy), 1,5 25,5 P2 /a 2,86
(a-TCP) !
b Trlc‘g?}’gﬁﬁogj hat B-Cay(POs), 1,5 28,9 rhom;‘;im“h 3,07
Amorphes
Calciumphosphat Cay(PO,4)y'nH,0 1,2-2,5 ca. 25-33 - -
(ACP)
monoklin P2,/b
Hydroxylapatit (HA) Cao(PO4)s(OH), 1,67 116,8 oder hexagonal 3,16
P63/m
Tetraca;;};ténghosphat Cay(PO4),0 2.0 38-44 mo;glldm 3.05
Carbonat-haltiger .
. trigonal
Hydroxylapatit (HCA)  Ca;o(PO4)s(OH, CO;), - - 3 -
A-Typ
Carbonat-haltiger hexagonal
Hydroxylapatit (HCA) =~ Ca;o(POy4, CO3)s(OH), - - -
B- Typ P63/m
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Knochen
und Knochenersatzmaterialien

Der Knochen macht den grofiten Teil des Hartgewebes im menschlichen Organismus aus. Zu den
Aufgaben des Knochens gehoren die Strukturgebung, der Schutz innerer Organe und im
Zusammenspiel mit den Muskeln das Ermoglichen von Bewegungen. Gemeinsam mit den Zéhnen
bildet das Knochengewebe den hirtesten Bestandteil des Korpers mit einer Zugfestigkeit von 10
Kilogramm pro Quadratmillimeter und einer Druckfestigkeit von 15 Kilogramm pro

! Bs befindet sich ein bemerkenswerter Anteil von etwa 99% des

Quadratmillimeter.**
Gesamtgehaltes an Calcium und etwa 85% des Gesamtgehaltes an Phosphor in den Knochen und
Zihnen."'”! Dies suggeriert die enorme Wichtigkeit der Knochen im Calcium-Metabolismus und als

Mineral-Speicher.

3.1 Knochenstruktur und die Eigenschaften

Das Zusammenspiel der organischen Matrix mit der anorganischen Mineral-Phase erbringt die
besonderen mechanischen Eigenschaften des Knochens. Die organische Matrix besteht
hauptsédchlich aus Typ-I-Kollagen (~90%) und sorgt fiir die Elastizitdt (Zug- und Biegebelastung)
des Knochens.”” Die restlichen Bestandteile der organischen Matrix sind amorphe
Interzellularsubstanzen, wie Osteocalcein, Osteonectin und Osteopontin.m Der grofite Bestandteil
der anorganischen Mineral-Phase ist Calciumphosphat, im Speziellen Hydroxylapatit (HA).
Daneben sind noch Fluorapatit, Carbonat-haltiger Apatit, Calciumcarbonat und Magnesiumcarbonat
enthalten. Die Mineral-Phase sorgt fiir die Harte (Druckbelastung) des Knochens. [*

Die Struktur des Knochens unterliegt einem hierarchischen Aufbau. In Abb. 3.1 ist dieser Aufbau
am Beispiel eines Lamellenknochens von der makroskopischen Skala des gesamten
Knochengewebes iiber die mikroskopische und nanoskopische Skala bis hin zur atomaren Skala
schematisch dargestellt. Auf der makroskopischen Ebene (s. Abb. 3.1a) ist der Knochen von einer
Knochenhaut umgeben, der sich die Knochensubstanz mit einer relativ dichten @uleren Schicht
(Substantia corticalis) anschlieit. Das Innere des Knochens besteht aus einem weniger dichten,
pordsen Gerlist (Substantia spongiosa), das sich aus den sogenannten Knochenbdlkchen aufbaut.
Diese sind hart, haben aber viele Hohlrdume, wodurch der Knochen stabil und zugleich leicht bleibt.

Die Porositét ist wichtig fiir den Austausch von Stoffen und die Zugénglichkeit der Zellen. Die
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mikroskopische Skala umfasst Knochenzellen (Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten) und die
Osteonen, die in der Langsrichtung des Knochens angeordnet sind und im Zentrum einen Havers-
Kanal beinhalten (s. Abb. 3.1b). Der Havers-Kanal enthélt kleine Blutgefdle und wird von
Knochenlamellen umgeben, deren Verlaufsrichtung von Lamelle zu Lamelle variiert (s. Abb. 3.1c).
Dies fiihrt zu einer verbesserten Belastbarkeit des Knochens in unterschiedlichen Richtungen. Die
Knochenlamellen sind aus Kollagenfasern aufgebaut (s. Abb. 3.1d). Die Betrachtung der
nanoskopischen Ebene (s. Abb. 3.1e) zeigt, dass sich die Kollagenfasern aus mineralisierten
Kollagenfibrillen zusammensetzen. Auf der letzten, atomaren Ebene (s. Abb. 3.1f und unter Teil)

sind die tripelhelikalen Kollagenmolekiile und die biologischen Hydroxylapatit-Nanokristalle

dargestellt.
(a) Knochengewebe  (b) Osteonen (c) Knochenlamellen (d) Kollagenfasern (e) Mineralisierte  (f) Kollagen und
(~100 pm (~50 pm) (~5um Kollagenfibrillen HA-Kristalle

Durchmesser) Durchmesser) (~500 nm

Knochenhaut Durchmesser)

Substantia
corticalis

Substantia spongiosa

makroskopisch mikroskopisch

Hydroxylapatit Mineralisierte Kollagenfibrille

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des hierarchischen Aufbaus des Knochens (oben) von der
makroskopischen bis zur atomaren Ebenen. (Unten) Mineralisierte Kollagenfibrille mit Angabe der
Kristallstruktur des Hydroxylapatits und der tripelhelikalen Molekiilstruktur des Kollagens. In angepasster
Form iibernommen von Nair et al.!*

3.2 Zusammensetzung des Knochenminerals

Die anorganische Komponente der Knochensubstanz besteht aus biologischem, nicht-
stochiometrischem Hydroxylapatit (HA) mit Substitutionen durch Fremdionen und wird auch als
»Dahllit“ bezeichnet. Die nichtstochiometrische Zusammensetzung des HA resultiert aus der
Moéglichkeit, Hydrogenphosphat in den Kristall einzubauen und damit formal Calcium-lonen zu
ersetzen.!"! Es resultiert ein Calcium-defizitirer Hydroxylapatit (CDHA) mit der Summenformel
Caox(HPO4)(PO4)sx(OH),« und 0<x<1. Wie zuvor erwédhnt ist HA strukturell sehr flexibel, sodass
Calcium- (Ca®"), Phosphat- (PO,) und Hydroxid- (OH") Ionen leicht durch eine Vielzahl anderer
Tonen ersetzt werden konnen.!'! Zu den wichtigsten Fremdionen zéhlen Natrium- (Na"), Magnesium-
(Mg®") und Kalium- (K*) Ionen an Stelle des Ca*"-Ions und Carbonat- (CO5>") Ionen fiir die
PO,’ -Tonen, sowie Fluorid- (F), Chlorid- (CI') und COs” -Ionen fiir die OH™ -Ionen.!"! Daneben sind

im Knochenmineral noch Spurenelemente wie Strontium, Barium, Eisen, Zink und Kupfer zu finden.
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In Tab. 3.1 sind die Massenanteile der im Knochenmineral enthaltenen Ionen zu entnehmen, der

Anteil des Phosphors (P) umfasst die PO, und HPO,* -Ionen.

Tab. 3.1: Zusammensetzung des humanen Knochenminerals.*

Bestandteil: ~ Ca’' P Na' Mg* K" CO5™ F cr

wt% 34,8 15,2 0,9 0,72 0,03 4-6 0,03 0,13

Morphologisch unterscheidet sich der biologische HA zum synthetischen HA (s. Abb. 3.2).
Wihrend synthetischer HA zumeist eine nadelférmige Morphologie aufweist (s. Abb. 3.2b), so sind

die biologischen HA-KTristalle als nanokristalline Pldttchen mit einer Lange von 8-50 nm, einer Breite

47-50]

von 5-25 nm und einer Dicke von 1-4 nm beschrieben (s. Abb. 3.2a).!

Abb. 3.2: TEM-Aufnahmen (a) einer mineralisierten Kollagenfibrille, iibernommen von Weiner und
Wagner'*” und (b) von synthetischem Hydroxylapatit, iibernommen von Arts ez al.®".

3.3 Prinzip des kontinuierlichen Auf- und Abbaus der Knochen

Der Knochen ist einem kontinuierlichem Auf- und Abbau, dem sogenannten ,,Remodelling*,
ausgesetzt. Die beteiligten Zellen sind Osteoblasten (knochenaufbauende Zellen) und Osteoklasten
(knochenabbauende Zellen). Allgemein und stark vereinfacht lassen sich die Prozesse wie folgt
beschreiben (s. Abb. 3.3). Osteoklasten binden an der Knochenmatrix, erzeugen ein saures
Kompartiment (pH ~ 4,5), wodurch das Knochenmineral aufgelost wird. Gleichzeitig wird die
Ausscheidung spezieller Enzyme veranlasst, die die organische Matrix (Kollagen) abbauen. Durch
die Freisetzung spezifischer Faktoren veranlassen Osteoklasten die Differenzierung von
Vorlduferzellen (mesenchymale Stammzellen, MSC) zu reifen Osteoblasten, die zum
Knochenaufbau beitragen (s. Abschnitt 5.2.2). Gleichzeitig steuern Osteoblasten die Reifung der
Osteoklasten, indem ein Teil der Osteoblasten in den neu gebildeten Knochen einbettet wird und zu
Osteozyten reift, deren Aufgabe vermutlich in der Regelung des Gleichgewichts zwischen
Knochenaufbau und Knochenabbau liegt.!! Das Wechselspiel zwischen Osteoblasten und
Osteoklasten bietet dem Knochen die Mdglichkeit sich von Verletzungen zu erholen und sich an

o o , 52
unterschiedliche, von auBen einwirkende Krifte anzupassen.””
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. Differenzierung von mesen-
chymalen Stammzellen

- \ e Aktivierung von
7~ Pre-Osteoblasten

Pre-Ostecblasten

Mechanischer Reiz Mesenchymale Stammzellen

Differenzierungsfaktoren
e  Osteoklasten erkennen eine

knochenéhnliche Oberflache w
e  Osteoklasten beginnen mit {

Neue Knochenmatrix
dem Abbau

s Osteoklasten setzen

Faktoren frei, wodurch e Osteoblasten synthetisieren

es zur Differenzierung neue Knochenmatrix, lagern
und zur Aktivierung diese ab, und anschlieBend
von Pre-Osteoblasten Osteoblasten findet eine sukzessive

kommt Q ’ Mineralisierung statt

Abb. 3.3: Vereinfachte Darstellung des Knochenaufbaus und —abbaus, iibernommen von Biomet."**)

3.4 Knochenersatzmaterialien

Knochenersatzmaterialien (KEM) kommen zum Einsatz um Knochendefekte, wie beispielsweise
Frakturen, Entziindungen oder Tumore, zu beheben. Diese Materialien konnen implantiert oder
injiziert werden und fungieren zumeist als kiinstliche dreidimensionale extrazelluldre Matrix, welche
die Neogenese des korpereigenen Knochens unterstiitzt und zugleich die Defektstelle stabilisiert.>*!
Es handelt sich dabei um eine osteokonduktive Wirkung, die durch eine definierte Struktur eine Art
Leitschiene fiir einwachsende Blutgefafie und neugebildete Knochensubstanz vorgibt. Abb. 3.4 zeigt
eine schematische Darstellung der Regeneration von neuem Knochengewebe auf der Basis eines

KEMs.

(2) Einwachsen
von Blutgefallen
und knochen-
bildenden Zellen
Grundgerust

(3) Abgeschlossene
Regeneration des
neuen Knochen-
gewebes

(1) Knochenersatz-
material als
Grundgerust

Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Regeneration von neuem Knochengewebe auf der Grundlage eines
Knochenersatzmaterials. In Anlehnung an das Bio-Oss® Knochenersatzmaterial-Schema.™

Weitere Anforderungen an ein KEM umfassen neben der Sterilitdt und der Biokompatibilitit (s.
dazu Kapitel 5, Abschnitt 5.1), die Osteoinduktivitdt, die Porositdt, die Belastungsstabilitdt, die
Formbarkeit, und idealerweise die Biodegradation. Bewirkt das KEM eine Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen zu knochenbildenden Zellen (Osteoblasten), so wird von einer

[56]

osteoinduktive Wirkungen gesprochen. Die kann durch Freisetzung von bestimmten

Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise durch das knochenmorphogenetische Protein (BMP: bone
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morphogenetic protein), erfolgen. Die Porositit eines KEMs ist ebenfalls von groer Bedeutung fiir
den Stoffaustausch, die schnelle Revaskularisierung und die Wirkung von osteoinduktiven Faktoren.
Fiir eine optimale Grenzflachenaktivitit, das Einwachsen von Knochen und die Implantatresorption
werden Poren mit einem Durchmesser von 150-600 pum beschrieben.”* Die Belastungsstabilitit als
auch die Formbarkeit sind ebenfalls wichtige Eigenschaften die ein KEM erfiillen sollte, um
einerseits der Defektstelle wieder die notige Stabilitdt zu gewahrleisten und andererseits sich der
Form der Defektstelle perfekt anzupassen. Weiterhin zeichnet sich ein ideales KEM durch eine
Biodegradation aus, sodass dieses korperfremde Material in leicht metabolisierbare, extrahierbare

Einheiten zerlegt und aus dem Korper ausgeschieden werden kann.””

Aufgrund dieser
ausgesprochen umfangreichen Anforderungen ist der autogene (korpereigene) Knochen das ideale
KEM. Allgemein lassen sich die KEM nach ihrer Art und Herkunft in fiinf Gruppen einteilen. (i) Die
autogenen, (ii) die isogenen (Transplantat von einem Zwilling), (iii) die allogenen (Transplantat von
einem anderen Menschen), (iv) die xenogenen (gewonnen aus Meeresalgen, Korallen oder tierischen
Knochen, s. Abb. 3.5a) und die alloplastischen (synthetisch hergestellte) KEM.P* Obwohl die
allogenen und xenogenen den autogenen Knochen in ihren Eigenschaften am &hnlichsten sind,
bringen sie einige Nachteile und Risiken mit sich. Dazu zéhlen die Begrenztheit, die Notwendigkeit
einer Sekundéroperation, Infektionsgefahren und Immunreaktionen. Im Gegensatz dazu bringen die
synthetischen den enormen Vorteil der unbegrenzten Verfiigbarkeit mit und sind somit von grolem
Interesse. Zudem sind sie nicht auf ein bestimmtes Spenderareal begrenzt und kénnen in grof3en
Mengen gefertigt werden. Eine Ubersicht gingiger synthetischer KEM mit ihren wichtigsten

Eigenschaften ist in Tab. 3.2 zusammengestellt.

Tab. 3.2: Vergleich der Eigenschaften géngiger Knochenersatzmaterialien."

Material mechanische Biodegradier- Biokompatibilitit  Porositdit  Formgebung
Stabilitdit barkeit im Gewebe- im Defekt
kontakt maoglich
Calciumphosphat- gut, aber sehr langsam 1 .
Keramiken sprode bis schnell SOATE 0 il nem
Calciumcarbonat- gut, aber . i .
Keramiken sprode Ja gut méglich nem
PMMA.-
Knochenzemente gut nein gut nein ja
(Polymer)
Polyester
(Polyglycolid, akzeptabel ja akzeptabel moglich nein
Polylactid)
Calc%l;ls;?tiphat- akzeptabel ja sehr gut nein ja
Calgleﬁ?ﬁlefat_ akzeptabel ja gut nein Ja
Metalle und
Metallschaume (z.B. sehr gut nein gut moglich nein
Titan, Tantal, NiTi)
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Die synthetischen Materialien konnen grob in vier Gruppen unterteilt werden. Es wird zwischen
Keramiken, Polymeren, Zementen und Metallen unterschieden. Keramiken entstehen durch
Sinterung von Calciumphosphaten, wie Hydroxylapatit (HA), Tricalciumphosphat (TCP) oder
Gemischen aus beiden Calciumphosphaten, bei Temperaturen von 1000 — 1500 °C und hohem
Druck. Dadurch sind sie zwar sehr biokompatibel und osteokonduktiv, aber zeigen keine

t.° Beispiele fiir

osteoinduktiven Eigenschaften und nur eine geringe mechanische Belastbarkei
synthetische Keramiken sind Maxresorb® (Biotiss Biomaterials GmbH), bestehend aus 60% HA und
40% B-TCP, Ostim® (Kulzer GmbH) und NanoBone® (Artoss GmbH) basieren auf phasenreinen
HA-Nanokristallen und Cerasorb® (Riemser Arzneimittel AG), ein synthetisches p-TCP Granulat.
Polymer-basierte KEM werden oftmals mit Calciumphosphaten kombiniert, um die mechanische
Stabilitdit zu steigern (s. Abb. 3.5b-d). Die Zemente bestehen aus einem Zwei- oder
Dreifachkomponenten-System aus 1-2 Pulverkomponenten (Calciumphosphaten, Calciumsulfaten
oder Calciumcarbonaten) und einer wéssrigen Losung. Daraus resultiert eine formbare Paste, die mit
Hilfe einer Spritze oder direkt appliziert werden kann. Die bekanntesten Vertreter der
Calciumphosphat-Zemente sind Norian® Cranial Repair System (CRS) (Synthes-Holding AG)
(s. Abb. 3.5¢) und BoneSource® (Stryker GmbH & Co. KG)."* Metalle und Metallschidume (s. Abb.
3.5f) sind nicht resorbierbare und damit form- und dimensionsstabile KEM, deren Verarbeitung
aufgrund fehlender Aushértungswartezeiten unkompliziert ist. Zudem zeichnen sie sich durch hohe
Druck- und Zugfestigkeit aus, haben allerdings den Nachteil, dass sie korperfremde Stoffe sind.
Somit kann es schneller zu Komplikationen oder AbstoBungen kommen, die eine Entfernung des
Metall-basierten KEM erfordert.” AbschlieBend ist festzuhalten, dass es bereits eine Palette
gingiger KEM gibt, die allerdings alle Vor- und Nachteile besitzen und abhingig von ihren

Eigenschaften und der Defektstelle eingesetzt werden kénnen.

(a) Endobon® | (b) Maxresorb® l (c) Ostim® |
Biologische Synthetische Paste aus
HA-Keramik | biphasische HA-Nano-

CaP-Keramik kristallen

(d) Cerasorb®
Synthetisches
B-TCP

(f) Ti-basierter
Metallschaum

[58-63]

Abb. 3.5: Ausgewihlte Beispiele von Knochenersatzmaterialien.
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4.1 Was sind Hydrogele?

Bei einem Hydrogel handelt es sich um ein in Wasser gequollenes, dreidimensionales Netzwerk,
welches zumeist aus hydrophilen, aber wasserunldslichen Polymerketten aufgebaut ist.**! Wie
bereits das Préafix Hydro- verdeutlicht, zeichnen sich diese Netzwerke durch eine extrem hohe
Wasseraufnahmekapazitit aus.” Dabei quillt das Netzwerk im Wasser bis zu einem
Gleichgewichtsquellzustand auf, wihrend die urspriingliche Form erhalten bleibt.*” Dieses Zwei-
Komponenten-System, aus einem festen und einem fliissigen Anteil, fiihrt zu der entscheidenden
viskoelastischen Eigenschaft eines Gels.'*” Eine einfache Klassifizierung der Gele auf der Grundlage
von strukturellen Kriterien erfolgte bereits 1974 von Flory.® Es wurden vier Arten unterschieden,
(1) gut geordnete lamellare Strukturen, (2) vollig ungeordnete kovalente polymere Netzwerke, (3)
durch physikalische Aggregation gebildete polymere Netzwerke und (4) partikuldre ungeordnete
Strukturen.® Heute wird sich fast ausschlieBlich auf die beiden Klassen der chemisch- und

67,69

physikalisch-vernetzten Gele beschrinkt.”*"! Chemisch-vernetzte Gele basieren auf kovalenten

Verkniipfungen, wohingegen physikalisch-vernetzte Gele durch hydrophobe Wechselwirkungen

oder Coulombschen Kriften verkniipft werden.!***"!
(a) chemisch (b) physikalisch
\ Vernetzungspunkte/

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Netzwerkkniipfung (a) eines chemisch-vernetzten Gels mit kovalenten
Vernetzungspunkten und (b) eines physikalisch-vernetzten Gels aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen und Coulombschen Kréften.

Die Bildung eines physikalisch-vernetzten Gels kann durch hohe Temperaturen, Losungsmittel-
oder pH-Wert Anderungen erreicht werden und ist zumeist reversibel. Solche Gele setzen sich hiufig
aus Biopolymeren, wie beispielsweise Agarose oder Cellulose, und aus Proteinen, wie Gelatine oder
Collagen, zusammen. Diese von der Natur abgeleiteten hydrogelbildenden Polymere sind entweder

Bestandteil der extrazelluldren Matrix (EZM) oder haben dhnliche makromolekulare Eigenschaften

4
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wie die EZM.') Aufgrund dessen werden sie auch als natiirliche Gel-Systeme bezeichnet. Die
Bildung eines chemisch-vernetzten Gels kann beispielsweise durch eine UV-initiierte radikalische
Polymerisation oder durch eine Sdure- oder Basen-katalysierte Kondensation erfolgen. Das
dreidimensionale Netzwerk wird somit durch kovalente Vernetzungen zwischen den strukturellen
Einheiten der Polymerketten aufgebaut. Im Vergleich zu der physikalischen Vernetzung ist die
chemische Vernetzung prinzipiell nicht reversibel. Die chemisch-vernetzten Gele bestehen aus

synthetischen Materialien wie zum Beispiel Polyacrylamid'®”, Polylaktid”*""! Polycaprolakton'’”

1. Aufgrund dessen werden sie auch als synthetische Gel-Systeme bezeichnet.

und Polyvinylalkoho
Im Vergleich zu den natiirlichen Gelen sind die synthetischen Gele durch den Einsatz von Polymeren
mit spezifischen Molekulargewichten, Blockstrukturen und abbaubaren Einheiten in ihren
Eigenschaften kontrollier- und steuerbar.'®""

Die hydrophile Eigenschaft der Hydrogele wird durch die durch funktionelle Gruppen, wie
Hydroxyl-, Carboxylat-, Sulfonat- oder Amid-Gruppe, vermittelt. Eine schematische Darstellung der
Wasseraufnahmekapazitit, bzw. des Quellvorgangs eines Hydrogels ist in Abb. 4.2 angegeben. Eine
direkte Adsorption von Wasser erfolgt am Polymernetzwerk, wobei von ,,primir gebundenem
Wasser™ gesprochen wird. Diese adsorbierten Wassermolekiile bendtigen einen hohen Platzbedarf
woraus eine erste Ausdehnung des Polymernetzwerks resultiert. Folglich wird das Eindringen
weiterer Wassermolekiile ermdglicht bis letztlich alle hydrophilen Gruppen hydratisiert vorliegen.
Zusitzlich dringen weitere Wassermolekiile, als ,,sekunddr gebundenes Wasser” in das
Polymernetzwerk ein und wechselwirken iiber Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol-Dipol-
Krifte mit dem ,,primir gebundenem Wasser”. Daraus folgt eine weitere Ausdehnung des
Polymernetzwerks und die Quellung des Gels wird verursacht. Aufgrund von osmotischen Kriften
finden weitere Wassereinlagerungen (,,freies Wasser®) statt, bis die maximale Quellung und somit

der Gleichgewichtszustand erreicht ist.!””

e = ,primar gebundenes Wasser* O = ,sekundar gebundenes Wasser* = freies Wasser”

Abb. 4.2: Schematische Darstellung des Vorgangs des Quellens eines Hydrogels. (a) Wasserfreies Polymer-
Netzwerk, (b) direkte Adsorption von Wasser am Polymernetzwerk, (c) Anlagerung weiterer Wassermolekiile
an den vorhandenen Wassermolekiilen und (d) Gleichgewichtsquell-Zustand.

Die Elastizitidt von chemischen Bindungen ist jedoch begrenzt, weshalb chemisch-vernetzte Gele
eine eingeschriankte Quellfdhigkeit besitzen. Die Terminierung erfolgt sobald der osmotische Druck

und die kovalenten Bindungen im Gleichgewicht miteinander stehen (s. Abb. 4.2d). Dadurch wird
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auch der Zusammenhang zwischen Vernetzungsgrad und Quellverhalten deutlich. Ein hoher
Vernetzungsgrad fithrt zur eingeschrinkten Bewegungsfreiheit und damit zur verminderten
Wasseraufnahmekapazitit. Die Eigenschaften der Hydrogele kdnnen somit durch die eingesetzten
Makromonomere, die Art der Vernetzung und die Vernetzungsdichte gezielt reguliert werden.
Dariiber hinaus zeigen Hydrogele, aufgrund ihres hohen Wassergehaltes und ihrer Konsistenz, eine
physikochemische Ahnlichkeit zur nativen EZM, wodurch sie fiir den biomedizinischen Einsatz von
groBem Interesse sind.*"

Hydrogele finden bereits breite Anwendung im Alltag. Eines der bekanntesten, natiirlichen
Hydrogele ist die ,,Gotterspeise®, in der das Polymernetzwerk aus Gelatine besteht. Hierbei macht
die Gelatine etwa 3% des Volumens des Hydrogels aus, der Rest ist gesiiltes, mit Aroma und
Farbstoffen angereichertes Wasser.”®. Das mengenmiBig groBte Anwendungsgebiet ist jedoch die
Verwendung als Superabsorber in Wegwerfwindeln, Hygiene-Erzeugnissen und in
Waundpflastern.”! Weitere biomedizinische Anwendungsgebiete von Hydrogelen umfassen die
Geweberekonstruktion, die Medikamentenfreigabe (drug delivery) und die Fertigung von

Kontaktlinsen.[”””®

4.2 Tropfenbasierte Mikrofluidik-Technik zur Herstellung von
Mikrogelen

Unter der Mikrofluidik verbirgt sich die Wissenschaft und Technologie von Systemen mit
integrierten mikrometergrofen Kanilen, durch die Fliissigkeiten in konstruierten Konfigurationen

und systematischer Steuerung sowie Manipulation flieBen konnen.””

Die tropfenbasierte
Mikrofluidik-Technik ermdglicht die Herstellung von mikrometergrof3en, monodispersen Hydrogel-
Kapseln.™ Dieses Konzept basiert auf der Herstellung von Emulsionstropfen, die als Template fiir
eine Polymerisation fungieren (s. Abb. 4.3). Dabei wird eine wissrige Makromonomer-Ldsung als
dispergierte Phase in einen Mikrokanal injiziert und ein Fluss eines Pra-Mikrogel-Fluides erzeugt.
Durch das Einbringen einer zweiten nichtmischbaren Fliissigkeit als kontinuierliche Phase wird
mittels hydrodynamischer Flussfokussierung eine periodische Unterbrechung der dispergierten

Phase hervorgerufen. Als Resultat werden Emulsionstropfen, die Pra-Mikrogel-Kapseln, erhalten,

die im Anschluss zu den Mikrogel-Kapseln polymerisieren.

Kontinuierliche

Phase Mikrogel
Dispergierte
Phase —PN
mit Makromonomer

—
Kontinuierliche Pra-Mikrogel
Phase

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der tropfenbasierten Mikrofluidik-Technik.
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Die Mikrogele weisen elastische Moduli im Bereich von 0,1 — 100 kPa auf und eignen sich fiir

B Ein entscheidender Aspekt

die Verkapselung von Proteinen, Nucleinsduren oder lebenden Zellen.
ist die Variation der Sensitivitdt der Gele. So konnen abhingig von der Art und der Konzentration
der eingesetzten Polymersysteme die Elastizitdt und das Quellverhalten, bis zur vollstindigen
Auflosung der Gele, variiert werden. Zusitzlich ermdglicht die Mikrofluidik eine variable GroBen-
und Formgebung der Mikrogele, wodurch eine bestimmte Spezifitit in der Anwendung gegeben ist.
Aufgrund dessen finden sich Mikrogele in umfassenden Anwendungsgebieten wieder. Dabei konnen
sie beispielsweise in der Grundlagenforschung als abgeschlossene Reaktionsrdume oder zur
Untersuchung der dreidimensionalen Einengung von Additiven dienen. In der
anwendungsbezogenen Praxis erlauben Mikrogele die Verkapselung von Additiven und damit deren
tempordre Inaktivierung und Abschirmung, sodass sie gezielt an einen Einsatzort transportiert und

81821 7 wei Moglichkeiten zur EinschlieBung von Additiven sind gegeben

freigesetzt werden konnen.
(s. Abb. 4.4). Die Mikrogele mit einfacher Struktur schlieen Additive in das Polymernetzwerk ein
(s. Abb. 4.4a). Im Gegensatz dazu verkapseln Mikrogele mit einer Kern-Hiill-Struktur Additive mit
einem Losungsmittel und sorgen damit fiir eine Isolation der Additive vor der Umgebung (s. Abb.

4.4b).

< Mikrogelschale
mit Additiv

MiKroge!
mitAdditiy

&

Mikrofltidische diropfenbildung Pra:Mikrogel Tropfen Tropfen-in-Tropfen Pra=Mikroschalemi iopfen

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der beiden Moglichkeiten zur EinschlieBung von Additiven mittels
tropfenbasierter Mikrofluidik-Technik. (a) Einfache Mikrogele mit Einschluss der Additive im
Polymernetzwerk und (b) Mikrogele mit Kern-Hiill-Struktur, in denen Additive mit einem L&sungsmittel
verkapselt werden. Ubernommen von S. Seiffert.[*":*

Die Mikrofluidik-Technik verbindet die Vorteile der Hydrogele mit den Vorteilen der
kontrollierbaren, reproduzierbaren und sensitiven Verkapselung von Additiven und bietet damit ein

intelligentes Transport- als auch Reaktionssystem.
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5.1 Biokompatibilitit und Zytotoxizit:it

Mit dem Begriff Biokompatibilitidt wird die Reaktion von Zellen auf synthetische Materialien
beschrieben. Materialien, die keine zytotoxischen, inflammatorischen, genotoxischen oder
karzinogene Eigenschaften hervorrufen, werden als biokompatibel bezeichnet.® Die
Biokompatibilitdt ist vor allem fiir die in vivo Anwendung von Implantaten bzw. synthetischen
Materialien von grofer Bedeutung, da diese iiber einen langen Zeitraum in direktem Kontakt zu
lebenden Zellen stehen. Biokompatibilitétstests erfolgen durch in vitro und in vivo Studien, wodurch
Sicherheitsbewertungen spezifischer Materialien durch Untersuchung der biologischen Effekte
erfolgen.™! Durch Inkubation bzw. Stimulation gewebespezifischer Zellen, die am Implantationsort
vorhanden sind, wird die biologische Vertriaglichkeit durch Analyse der Morphologie und der
Proliferationseigenschaften dieser Zellen untersucht. Mit Hilfe von speziellen in vitro Testverfahren
kann zusitzlich eine Aussage iliber die zytotoxischen Eigenschaften von Materialien getroffen
werden. Zellen, die einem synthetischen Material ausgesetzt sind, reagieren in ihrer
Stoffwechselaktivitdt entweder unverdndert (von dem Material geht keine Zytotoxizitit aus) oder es
resultieren Zellschdden. Im Nachfolgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Testverfahren

und Zelltypen kurz erlédutert.

5.1.1 MTS-Assay

Mit dem MTS-Assay wird, durch Messung der mitochondrialen Aktivitét, eine Aussage tiber die
Viabilitit der Zellen (Zell-Vitalitit) getroffen. Dabei wird das Tetrazoliumsalz
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, kurz
MTS, mit dem elektronenkoppelnden Reagenz, Phenazinethosulfat (PES) verwendet, das von
lebenden stoffwechselaktiven Zellen aufgenommen wird.®" Das MTS wird von den
Dehydrogenasen in das braun-gefiarbte wasserlosliche Formazan reduziert (s. Abb. 5.1). Die
Absorption des Formazans bezieht sich auf die Menge an umgesetztem MTS, das proportional zur

Anzahl lebender Zellen ist.!

5
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MTS —_— Formazan

Abb. 5.1: Strukturformeln des Tetrazoliumsalz (MTS) und der reduzierten Form, Formazan.

5.1.2 LDH-Assay

Mit Hilfe des LDH-Assays wird die Menge an freigesetzter Lactatdehydrogenase (LDH)
bestimmt. Das Enzym ist im Zytosol der Zelle lokalisiert. Im Fall einer Zelllyse gelangt LDH aus
der Zelle und kann im Zellkulturmedium nachgewiesen werden. Der Test dient somit als Nachweis
fiir Zellmembranschdaden und gibt folglich erste Hinweise auf toxische Eigenschaften eines
Materials. Zur Bestimmung der Menge an freigesetzter LDH wird das Tetrazoliumsalz,
3-(4-lodphenyl)-2-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazol-3-iumchlorid (INT) verwendet, das in
Anwesenheit von der LDH in ein rotes Formazan reduziert wird (s. Abb. 5.2).%%! Die Bildung des

Formazans ist proportional zur Menge an freigesetzter LDH und damit zur Anzahl lysierter Zellen.

N ;N; cr — - N =N — o
N 7 NH V]
@AN/ A% @r&\“’ -
o] 0
INT _— Formazan

Abb. 5.2. Strukturformeln des Tetrazoliumsalz (INT) und der reduzierten Form, Formazan.

5.1.3 Kiristallviolett-Firbung

Bei der Kristallviolett-Farbung handelt es sich um ein spektralphotometrisches Verfahren, das auf
der Anfarbbarkeit von Zell-DNA mit dem Farbstoff Kristallviolett
(Hexamethylen-p-rosaliniumchlorid, s. Abb. 5.3) beruht.*”! Hierbei werden nur adhirente Zellen
gefarbt. Die geschddigten bzw. toten Zellen, die den Kontakt zur Oberfldche verloren haben, werden
durch vorherige Waschschritte entfernt. Nach Herauslosen des gebundenen Farbstoffes aus den
Zellen wird die Intensitét des Farbstoffes photometrisch vermessen und kann als Ma@ fiir die Anzahl
lebender Zellen verwendet werden. Kueger er al™ zeigten, dass zwischen der vermessenen
Absorption und der Anzahl der Zellen iiber einen grofen Bereich ein linearer Zusammenhang
besteht. Der Test ist eine einfache und kostengiinstige Ergdnzung zur Bestédtigung der Resultate der

MTS- und LDH-Assays.
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Abb. 5.3: Strukturformel von Kristallviolett.

5.2 Primare Zellen und Zelllinien

Zur Beurteilung der Biokompatibilitdt eines Materials sind in vitro Tests sowohl mit Zelllinien
als auch mit primiren Zellen unabdingbar. Im Nachfolgenden werden die Unterschiede zwischen

priméren Zellen und einer Zelllinie, am Beispiel der in dieser Arbeit verwendeten Zellen, erldutert.

5.2.1 Zelllinie

Eine Zelllinie entstammt zwar einem Organismus, ist aber in ihrer genetischen Information so
modifiziert, dass sich die biologischen Eigenschaften dndern, wie zum Beispiel das
Proliferationsverhalten. Die Modifizierung kann entweder durch karzinogene oder ionisierende
Strahlung wéhrend der Kultivierung von Zellen hervorgerufen werden, oder aber die Zellen werden

891 Zelllinien sind immortalisierte Zellen, die sich

direkt einem Tumorgewebe entnommen.
unbegrenzt teilen konnen und dabei ihre phinotypischen Eigenschaften beibehalten.”” Dadurch sind
sie leicht zu kultivieren und stehen unlimitiert zur Verfiigung. In dieser Arbeit wurde die
Osteosarkom-Zelllinie MG-63 verwendet, die urspriinglich aus einem juxtakortikalen Osteosarkom
der distalen Diaphyse im linken Oberschenkelknochen eines 14-jahrigen Jungen entstammt.”"! Diese
Zelllinie zeigt dhnliche hormonelle Reaktionen und phénotypische Eigenschaften wie primére

Osteoblasten und ist daher ein gutes Modell fiir die ersten Biokompatibilitits-Untersuchungen von

Biomaterialen fiir den Knochenersatz oder die Knochenregeneration.

5.2.2 Primaire Zellen

Im Gegensatz zu den Zelllinien werden primire Zellen unmittelbar aus einem Organismus isoliert
und unbehandelt in Kultur gehalten. Bei primédren Zellen ist zu beachten, dass ihre Eigenschaften,
wie beispielsweise das Proliferationsverhalten, spenderabhéngig variieren konnen. Weiterhin sind
sie in ihrer Anzahl begrenzt und konnen auch nicht iiber einen langeren Zeitraum in Kultur gehalten,
bzw. in der Anzahl ,hochgeziichtete werden. Verglichen mit einer Zelllinie sind primére Zellen in
der Kultivierung sehr empfindlich und konnen in ihren phénotypischen Eigenschaften leicht

mutieren.””

Daher ist es wichtig Zelltests, unter Verwendung von primdren Zellen, mit
verschiedenen Spendern durchzufiihren, wobei die Passage der Zellen gleichgehalten werden sollte.

So wird sichergestellt, dass die beobachteten Ergebnisse spenderunabhingig sind und dennoch

5
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vergleichbar. In dieser Arbeit wurde mit zwei verschiedenen primdren Zelltypen gearbeitet,
Osteoblasten und den Endothelzellen.

Osteoblasten sind fiir den Knochenaufbau zustindig und entwickeln sich aus mesenchymalen
Stammzellen (MSC). Die Reifung der MSC {iber Pre-Osteoblasten zu Osteoblasten wird als
Differenzierung bezeichnet. Die reifen Osteoblasten produzieren und sezernieren Typ-I-Kollagen.
Zunichst entsteht eine aus liberwiegend Kollagen bestehende unmineralisierte Knochenmatrix, in
deren Hohlrdume schlieBlich die Mineralisierung des biologischen Hydroxylapatits durch
Einlagerung von Calcium- und Phosphat-Ionen erfolgt.""! Der Vorgang der Differenzierung ist erst
dann abgeschlossen, wenn die Zelle Knochenmatrix synthetisieren kann und die Mineralisierung der
Matrix erfolgt.”

Endothelzellen bilden die innere Schicht von Blutgefdflen und erzeugen eine antikoagulierende
Barriere zwischen der GefiBwand und dem Blut. ) Aufgrund ihrer Migrationsfahigkeit wird die
Entwicklung und das Wachstum von BlutgefaB3en, die Angiogenese, gesteuert. Die hdufigste Quelle

#97 Einerseits sind die Endothelzellen

zur Isolation von Endothelzellen ist die humane Nabelschnur.!
aus der Nabelschnur leichter verfiigbar als aus anderen Gefaflen und andererseits sind sie auch frei
von jeglichem pathologischen Prozess.”” Die Endothelzellen werden aus der Vene der Nabelschnur
isoliert, weshalb sie als Human Umbilical Vein Endothelial Cells, kurz HUVEC, bezeichnet werden.
Die Stoffwechselaktivitdt von Endothelzellen in Anwesenheit von Biomaterialien gibt Riickschliisse
auf mogliche inflammatorische Effekte oder das Vorhandensein von Endotoxinen.”>** In beiden
Féllen tritt eine vermehrte Expression von E-Selektin, ein integrales Glykoprotein in der

Plasmamembran von Endothelzellen, auf. Der Nachweis von E-Selektin erfolgt durch Antikorper-

basierte Detektionsmethoden (s. Abschnitt 7.2.3).

5.3 Differenzierung von Osteoblasten

Die Differenzierung von Osteoblasten ist ein komplexer Prozess, der hier in gekiirzter und
vereinfachter Form dargestellt wird. Auf Grundlage intensiver Untersuchungen an einem
Rattenkalvarienzellsystem beschrieben Owen er al” die Differenzierung von Osteoblasten mit
einem Osteoblastendifferenzierungs-Modell, auch Owen-Modell genannt. Hierbei wird die
Differenzierung in drei Phasen eingeteilt: die Proliferation, die Matrix-Maturation und die
Mineralisation (s. Abb. 5.4). In der Proliferationsphase erfolgt sowohl die Expression von
Zellzyklus- und Wachtums-Genen als auch die Expression von extrazelluldren Matrixproteinen, wie
Pro-Kollagen I und Fibronektin. Die Matrix-Maturationsphase, oder auch Matrix-Reifephase
genannt, wird durch die maximale Expression der alkalischen Phosphatase (ALP) charakterisiert. In
der letzten Phase, der Mineralisation, werden Gene fiir Proteine wie Osteokalzin und Osteopontin
exprimiert, die den Reifeprozess zu Osteoblasten abschlieBen. Siggelkow et al.'® konnten derartige

Wachstums- und Differenzierungsparameter auch an primaren humanen Osteoblasten nachweisen.
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Abb. 5.4:Darstellung der drei Differenzierungs-Phasen von kultivierten Osteoblasten anhand der
Genexpression von Osteoblasten-charakteristischen Proteinen nach dem Owen-Modell®. Mit Kol: Kollagen
I, ALP: alkalische Phosphatase und Ok: Osteokalzin.

5.3.1 Alkalische Phosphatase

Die alkalische Phosphatase (ALP) ist ein Enzym mit der Féhigkeit Phosphorsdureester zu
hydrolysieren (s. Gl. 5.1). Der Prozess wird als Dephosphorylierung bezeichnet, wobei die Phosphat-
Gruppen unterschiedlicher Molekiile (wie beispielsweise Proteinen und Nukleotiden) im alkalischen
Milieu entfernt werden. Eine wichtige Rolle spielt die ALP bei der Knochenmineralisierung durch
die Bereitstellung der Phosphat-lonen und dient daher als Marker fiir die Differenzierung von

90,101

Osteoblasten und damit dem Knochenaufbau (Osteogenese).! ! In vitro wird ALP in einer frithen

Phase der Osteogenese, wahrend der Matrix-Maturation exprimiert.

R-OP0O,2 + H,0 _AP, R-OH + H* + PO,* Gl 5.1

R = Rest

5.4 Fetales Rinderserum

In der Zellkultur ist die Verwendung von Seren als Zusatz in Zellkulturmedien eine geldufige
Routinetechnik. Eines der géngigen Seren ist das Serum aus ungeborenen Rinderfoten, das fetale
Rinderserum (FBS: fetal bovine serum). Es wird nach der Schlachtung aus dem Blut von Rinderf6ten
zwischen dem 3. und 7. Trachtigkeitsmonat gewonnen. Nach abgeschlossener Blutgerinnung wird
es steril filtriert und anschlieBend durch Hitzeinaktivierung (30 Minuten bei 56 °C) die thermolabilen
Viren sowie Mykoplasmen abgetdtet. Zusétzlich werden alle thermolabilen Komponenten auf eine
moglichst niedrige Konzentration gebracht, wodurch eine bessere Standardisierung einzelner
Serumchargen gewihrleistet wird.''"” Die Verwendung von Serum in der Zellkultur hat verschiedene

Vorteile. Einerseits wird dadurch die Versorgung der Zellkultur mit Hormonen, Wachstums- und

5
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Anheftungsfaktoren (z.B. Fibronektin), Bindungs- und Transportproteinen, zusitzlichen
Aminosiuren, Vitaminen, Spurenelementen, Fettsiuren und Lipiden sichergestellt.'”! Andererseits
tibernimmt das Serum auch Funktionen wie Proteinaseinhibition und Detoxizifierung (durch
unspezifische Bindung und Inaktivierung). Es triagt zu einer verbesserten Pufferwirkung bei, erhoht
die Viskositit des Mediums und bietet zusitzlich einen mechanischen Schutz durch Herabsetzung

19 Die im Serum enthaltenen Proteine spielen vor allem bei der Zelladhérenz in

von Scherkriften.
vitro und in vivo an Biomaterialien eine wichtige Rolle. Oftmals dauert es nur Sekunden, bis die
Oberfliche eines Biomaterials von Serumproteinen vollstindig bedeckt ist.'® Dieses Phinomen
wird als Proteinkorona bezeichnet und vermittelt in den meisten Féllen den Kontakt der Zelle zum
Biomaterial. Zudem ist die Proteinkorona auch in der Nanopartikel Anwendung von grofler
Bedeutung. Sie iibt einen groflen Einfluss auf das physiologische Schicksal der Nanopartikeln, wie

z.B. die zellulire Aufnahme, die Signalisierung, die Agglomeration und die Toxizitit, aus.'*>"""!

5.4.1 Serumproteine

Bislang konnten etwa 1800 Serumproteine nachgewiesen werden, wovon nur weniger als die

Hilfte identifiziert wurden.!'*”

Die wichtigsten Aufgaben der Serumproteine liegen in der
Pufferfunktion, die {iber ihre Aminoseitengruppen Protonen binden bzw. abgeben konnen, sowie in
der unspezifischen Bindung und damit Inaktivierung von toxischen Stoffwechselendprodukten. Zu
den haufigsten Vertretern im fetalen Rinderserum zdhlen Albumin (BSA: bovine serum albumin)
und Fetuin. Das Protein Albumin gehort zu der Gruppe der globuldren Proteine und besteht mit einem

08,199 Alhumin zeichnet sich

Molekulargewicht von ~ 66 kDa aus etwa 580 bis 590 Aminos&uren.
durch den hohen Anteil an Cystein aus, ist wasserldslich und weist einen amphoteren Charakter auf,
wodurch es in der Lage ist sowohl Anionen als auch Kationen reversibel zu binden. Im Blutplasma
ist es das Protein mit der hochsten Konzentration und sorgt maB3geblich fiir den kolloidosmotischen
Druck. Weiterhin iibernimmt Albumin eine Transportfunktion fiir viele niedermolekulare
Verbindungen, wie z.B. Calcium, Magnesium, Bilirubin und freie Fettsduren. Fetuin ist wie Albumin
ein Blutprotein, das ebenfalls fiir den Transport von Substanzen im Blutkreislauf verantwortlich ist.
In fetalem Rinderserum kommt das Fetuin (lat. Fetus) in besonders groBen Mengen vor.!''” Das
humane Analogon ist als a,-Heremans Schmidt-Glycoprotein (a,-HS), bzw. Fetuin-A, bekannt und
besitzt einem Molekulargewicht von ~ 48 kDa.''! Die Funktion des Fetuin-A wurde durch
Schifer et al!” an Gen-knockout Miusen aufgeklirt und als potenter Hemmstoff gegen

Verkalkungen im Blut beschrieben.



Motivation

Motivation

Das knocherne Fundament ist das grofite Mineraldepot im Korper und sorgt mit seiner enormen
Festigkeit fiir eine mechanische Stabilitit. Im Knochen des menschlichen Organismus sind ~ 99%
des gesamten Calciums und ~ 85% des gesamten Phosphors, in Form von Phosphat, gespeichert.!''
Die in vivo Knochenbildung ist ein enorm komplexer Prozess, der einem kontinuierlichen Umbau
unterliegt. Dadurch passt sich die Knochenstruktur an die sich wihrend des Lebens dndernden
mechanischen Anforderungen an. Durch die Kombination einer anorganischen Mineralkomponente
mit einer organischen Matrix entsteht dieses biologisch hochgradig strukturierte Kompositmaterial.
Darin begriinden sich auch die beeindruckenden Eigenschaften der Héarte bei gleichzeitiger
Elastizitit. Dennoch kommt es mit zunehmendem Alter, durch Verletzungen, Infektionen,
degenerativen Erkrankungen oder Krebs zu einer Beeintrichtigung dieser Eigenschaften.!""” Der
Knochen wird zerbrechlicher, die Calciumdepots sind oftmals erschopft und als Folge ist die
mechanische Funktionalitdt der Knochen nicht mehr oder nur noch eingeschrinkt gegeben. Daher
besteht eine groBe Nachfrage diese Defekte mit geeigneten Materialien aufzufiillen und die
Knochenregeneration anzuregen, sodass die Lebensfunktionalitit und damit die Lebensqualitét
erhalten bzw. fortgesetzt werden kann. Ein spezielles Anwendungsgebiet stellt die Kieferchirurgie
dar. Oftmals miissen vor dem Setzen einer Zahnprothese die Kieferknochen aufgebaut werden, um
der Prothese einen ausreichenden Halt zu gewéhrleisten. Dies trifft vor allem bei dlteren Menschen
zu, da sich die Eigenschaften des Knochens mit zunehmenden Alter deutlich verschlechtern.”"

Aufgrund der unbegrenzten Verfiigbarkeit stehen synthetische Knochenersatzmaterialien (KEM)
bzw. Biomaterialien, die die Knochenregeneration vorantreiben, im Fokus der aktuellen Forschung.
Die komplexe Struktur, die beeindruckenden Eigenschaften und die strukturelle Varianz in der
Zusammensetzung des Knochenminerals filhren allerdings zu einem umfassenden
Anforderungsprofil. Zahlreiche KEM sind bereits kommerziell erhiltlich und im klinischen Einsatz
(s. Kapitel 3, Abschnitt 3.4)."* Die meistern basieren auf Calciumphosphaten, wobei Hydroxylapatit
(HA) und Tricalciumphosphat (TCP) die gingigsten Materialien sind.!''*'"™) Obwohl diese
Calciumphosphate eine chemische Ahnlichkeit zum Knochenmineral zeigen und osteokonduktive

(41151 ahmen sie die physio-chemischen Eigenschaften des natiirlichen

Eigenschaften aufweisen,
Knochenminerals nicht exakt nach. Die Synthese einer chemisch und morphologisch dem
Knochenmineral identischen Calciumphosphat-Phase gilt als eine der grofiten Herausforderungen.

Da es hierzu der spezifischen Wechselwirkungen mit den entsprechenden Biomolekiilen und
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vermutlich auch der Kristallisation in abgetrennten Kompartimenten der Zelle bedarf, ist dieses Ziel

bislang noch nicht realisiert worden.!"

In den letzten Jahren erlangten amorphe Modifikationen, wie amorphes Calciumphosphat (ACP)
und Calciumcarbonat (ACC), als potentielle anorganische Vorstufen des Knochenminerals

E217191 Der grofe Nachteil dieser amorphen Modifikationen liegt in der

zunehmend an Bedeutung.
thermodynamischen Triebkraft zur spontanen Kristallisation. Demnach ist eine Lagerung iiber
lingere Zeit bei Umgebungsbedingungen und ohne zusitzliche Stabilisatoren kritisch.'"” Im
Gegensatz zu den amorphen Modifikationen zeigt Vaterit, als metastabile Calciumcarbonat
Modifikation, eine ausreichende Stabilitdt. Gleichzeitig bringt Vaterit auch die notige Aktivitat,
beziiglich einer Auflosung und Rekristallisation, mit. Somit besteht grofes Interesse, Vaterit als
Prakursor einer HA-Spezies und deren Anwendung in der Knochenregeneration zu untersuchen.

TLIRRL aber auch Kim ef al.!'*! und Wang et al.""** konnten in ihren Arbeiten

Bereits Maeda ef al.!
zeigen, dass Vaterit in einer simulierten Korperfliissigkeit das notige Potential ausweist sich in eine
HA-Spezies umzusetzen. Genaue Details zur Umsetzung, der gebildeten HA-Spezies, der
biologischen Eigenschaften und der in vitro Reaktionen sind bislang nicht vollstdndig aufgeklart.
Aus diesem Grund ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, detaillierte Informationen zu den chemischen
und biologischen Eigenschaften der synthetisch hergestellten Vaterit-Partikel zu erhalten. Im
Vordergrund dabei steht die Umsetzung in eine Knochen-dhnliche HA-Spezies weiter aufzukldren

und eine potentielle Anwendung in der Knochenregeneration voranzutreiben. Hierzu werden in

dieser Arbeit kapitelweise die nachfolgenden Fragestellungen behandelt.

(1) Lassen sich Vaterit-Partikel durch eine einfache und schnelle Synthese phasenrein unter
sterilen Bedingungen und in nahezu quantitativer Ausbeute herstellen? Sind sie {iber einen
langeren Zeitraum bei Umgebungsbedingungen bestindig? Im Hinblick auf eine
medizinische Anwendung sind dies die ersten Voraussetzungen, die erfiillt werden miissen.
Weiterhin ist zu kldren, ob die synthetisierten Vaterit-Partikel kompatibel mit humanen
Zellen sind und welche Effekte in vitro hervorgerufen werden. In wie weit beeinflussen die
Vaterit-Partikel die Differenzierung von Osteoblasten und damit die Regeneration von neuem

Knochengewebe?

(2) Findet eine vollstindige Umsetzung der synthetisierten Vaterit-Partikel in eine Knochen-
dhnliche HA-Spezies durch Inkubation in einer phosphathaltigen Losung, die der
Zusammensetzung des humanen Blutplasmas entspricht, bei physiologischem pH-Wert und
37 °C statt? Welchen Einfluss hat das Carbonat- zu Phosphat- lonenverhéltnis auf die
Umsetzung? Lésst sich die Umsetzung der Vaterit-Partikel iiber den Inkubationszeitraum

quantifizieren? Lassen sich Aussagen zum Mechanismus der Umsetzung treffen? Welchen
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3)

)

Einfluss hat die Zusammensetzung der phosphathaltigen Losung auf die Geschwindigkeit der

Umsetzung? Haben Serumproteine einen Effekt auf die Umsetzung der Vaterit-Partikel?

Ist es moglich diese HA-Spezies durch eine schnelle Syntheseroute ausgehend von Vaterit-
Partikeln herzustellen? Welchen Einfluss hat dabei die Reaktionstemperatur? Zu welchem
Effekt fithren zusétzliche Fremdionen, im Speziellen Magnesium- und Carbonat-lonen, bei
der Bildung der entstehende HA-Spezies? Lisst sich auf diese Weise eine individuell an das
Reaktionsmilieu angepasste HA-Spezies synthetisieren? Wie verhilt sich die Reaktion in
Anwesenheit von Serumproteinen? Wie kompatibel sind die hergestellten Partikel mit

humanen Zellen und welche Effekte werden in vitro hervorgerufen?

Auf welche Art und Weise lassen sich die Vaterit-Partikel zielgerichtet an eine
Knochendefektstelle transportieren? Behalten die Vaterit-Partikel auch innerhalb eines
moglichen Transportsystems ihre biologischen und chemischen Eigenschaften? Welchen
Einfluss {ibt das Transportsystem auf die Umsetzung der Vaterit-Partikel in die HA-Spezies

aus?
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Vaterit-Partikel als Biomaterial fir
die schnelle Knochenregeneration

Optimierung der Syntheseroute und in vitro Zell-Studien

Die Ergebnisse dieses Kapitels sind teilweise Gegenstand des Manuskripts ,,Vaterite particles are
a biomaterial for rapid bone regeneration eingereicht bei Journal of Tissue Engineering and

Regenerative Medicine.'"”

7.1 Einleitung

Calciumcarbonat (CaCO;) kommt in der Natur haufig vor und spielt vor allem im Bereich der
Biomineralisation eine wichtige Rolle. Beispielsweise wird CaCO; in Schnecken, Muscheln,
marinen Einzellern und Korallen vorgefunden.!" Ein solches bioinspiriertes Material ist aufgrund der
einzigartigen Eigenschaften als auch der mangelnden Toxizitét ein interessantes Ziel fiir intensive
Forschung. In zahlreiche Arbeiten wurde CaCOj als populdres Modell-System fiir die Nukleation

125-12 . .. . . . . .
>1281 Calciumcarbonat existiert in drei wasserfeien, kristallinen

und Kristallisation présentiert..
polymorphen Phasen, Calcit, Aragonit und Vaterit. Calcit stellt dabei die thermodynamisch stabile
Modifikation dar und Vaterit die thermodynamisch metastabile Modifikation. Aufgrund der
Metastabilitit hat Vaterit in den letzten Jahren das Interesse der Forscher im Bereich der Auflosungs-
und Rekristallisationsprozesse geweckt. Im Fokus steht dabei die Umsetzung der CaCO;
Modifikation in  eine  Hydroxylapatit = Spezies und deren  Anwendung  als
Knochenersatzmaterial""'*'"**'*} (5. Kapitel 8). Neben den kristallinen CaCO; Polymorphen
existiert auch eine amorphe Phase, das amorphe Calciumcarbonat (ACC). Aufgrund der hoheren
Loslichkeit von ACC verglichen mit den kristallinen Phasen, wandelt es sich schnell in eine der
anderen genannten kristallinen Modifikation um.'! In dhnlichem MaBe verhilt sich das amorphe
Calciumphosphat (ACP). In zahlreichen Untersuchungen wurden daher die beiden amorphen Phasen,
ACC und ACP, als potenticlle, metastabile Vorstufen zur Herstellung von Knochenmineral
analysiert.*>""7"""") Ein entscheidender Vorteil der Vaterit-Modifikation gegeniiber den amorphen

1201 vor allem die duale Funktion

Phasen ist die verbesserte Stabilitit unter trockenen Bedingungen.!
des Vaterits steigert die Attraktivitdt und das Interesse im Hinblick auf eine biomedizinische

Anwendung. Einerseits gewihrleistet Vaterit als potentieller lonenpuffer die Knochenregeneration
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und andererseits besitzt er eine ausreichende Reaktivitit fiir die Umwandlung von Calciumcarbonat
zu Knochen-ghnlichem Apatit.’>'*"!

Bisher wurden Vaterit-Partikel durch aufwendige nasschemische Synthesen hergestellt, meist
unter Verwendung von Calciumchlorid und Alkalimetallcarbonaten in toxischen organischen

121]

Losungsmitteln, wie Methanol!'?'! oder Benzol*".. Eine altbewihrte Methode zur Synthese von

Vaterit-Partikeln stellt die zeitaufwendige Carbonisierung von Calciumhydroxid (Ca(OH),) durch

71,72,131] 123]

Einleitung CO, Gas dar.! Wissrige Synthesen wurden von Sunjin er all und

132]

Shivkumara et al.!** unter Verwendung von Additiven wie Dopamin, Glycin oder L-Alanin zur

133 . . .
I beschrieben eine wissrige

Stabilisierung der Vaterit-Bildung durchgefiihrt. Sarkar er all
Synthesevariante ohne den Einsatz zusétzlicher Stabilisatoren. Der Nachteil dieser Syntheseroute ist
die starke Partikelagglomeration sowie die aufwendige und problematische Aufarbeitung, die eine
spontane Phasenumwandlung von Vaterit zu Calcit nicht ausschlieBt. Eine alternative Synthese-
Variante wurde von Chen er al.'"** beschrieben, die auf Additive verzichteten und weniger toxische
Losungsmittel verwendeten. Die Synthese basiert auf einer Mikrowellen-Reaktion bei 90°C und
kurzer Reaktionszeit in einem wassrigen Ethylenglykol-Gemisch, allerdings mit starker
Partikelaggregation. Eine &hnliche Syntheseroute in reinem Ethylenglykol wurde durch
Schiiler et al®¥ definiert. Durch Einsatz von Calciumchlorid Tetrahydrat (CaCl,-4H,0) und
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;) wurde durch Ultraschallbehandlung eine Mdglichkeit
geschaffen Vaterit-Nanopartikel in einer GroBBenordnung von ~ 50 nm zu synthetisieren, die keine

Agglomeration und keine Funktionalisierung aufwiesen.”¥

Ziel dieses Kapitels war es, an die bestehende einfache Synthesevorschrift der Vaterit-
Nanopartikel von Schiiler er al.**! anzukniipfen und diese in optimierter Ausbeute unter sterilen
Bedingungen durchzufiihren, um damit ideale Voraussetzungen fiir die Anwendung als Biomaterial
zu schaffen. Weiterhin sollten diese synthetisierten Vaterit-Partikel in einer umfangreichen in vitro
Studie erstmals auf Biokompatibilitit und Zytotoxizitdt an unterschiedlichen Zelltypen, auch

priméren humanen Zellen, im Hinblick auf eine medizinische Anwendung untersucht werden.
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7.2  Materialien und Methoden

7.2.1 Synthesevorschrift der Vaterit-Partikel

Die Vaterit-Partikel wurden in Anlehnung an die Ultraschall-Synthese-Methode von
Schiiler et al.”* hergestellt. Die Synthese wurde im Hinblick auf die Ausbeute optimiert und unter
sterilen Bedingungen durchgefiihrt. 10 mmol Calciumchlorid Tetrahydrat (CaCl, - 4H,0O, Merck,
99,995%) wurden in 100 mL Ethylenglykol (C,H¢O,, Sigma Aldrich, > 99,0%) bei 40 °C im
Ultraschallbad (100% Ultraschallleistung) gelost. 20 mmol Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs,
Sigma Aldrich, > 99,7%) wurden in 100 mL Ethylenglykol durch mechanisches Riihren bei
Raumtemperatur suspendiert. Der Suspension wurde die Calciumchlorid-Losung zugesetzt und fiir
25 Minuten im Ultraschallbad bei 40 °C und 75% Ultraschallleistung (sweep Modus) zur Reaktion
gebracht. Im Anschluss wurden 100 mL steriles, pyrogenfreies und hypotonisches Wasser (H,O, Carl
Roth) hinzugegeben und fiir weitere 5 Minuten mit Ultraschall behandelt. Die resultierenden milchig,
weille Suspension wurde bei 9000 U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Niederschlag
mehrfach mit sterilem, pyrogenfreiem und hypotonischem Wasser und anschlieBend Ethanol
(C,HgO, Sigma Aldrich, > 99,8%) gewaschen. Die erhaltenen CaCO; Nanopartikel wurden im
Hochvakuum bis zur Massenkonstanz getrocknet. Die Ausbeute wurde gravimetrisch bestimmt und
betrug durchschnittlich 90%.

Fiir die in vitro Verwendung der Vaterit-Partikel wurde auf den Einsatz von sterilen Reagenzien
und keimfreien ReaktionsgefaBle wahrend des gesamten Herstellungsprozesses besonderen Wert
gelegt, sodass dieses Syntheseverfahren zur Herstellung steriler Partikel fiihrte. Hierzu wurden die

Reaktionsgefafie bei 180 °C im Trockenschrank fiir 24 Stunden ausgeheizt.

7.2.2 Chemische Charakterisierungsmethoden

Die synthetisierten Vaterit-Partikel wurden mittels der Rasterelektronenmikroskopie (REM) und
der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) morphologisch untersucht. Mit Hilfe der Pulver-
Rontgendiffraktometrie (XRD: X-ray diffraction) erfolgte eine quantitative Phasenanalyse mittels
Vollprofilanpassung unter Verwendung des fundamentalen Parameter-Ansatzes, entsprechend der

1351 Die Fourier-Transformation-Infrarot-

Implementierung aus TOPAS Academic Version 5.
(FT-IR) und Raman-Spektroskopie wurden als weitere Charakterisierungsmethode zur
Identifizierung der Vaterit Modifikation genutzt. Detaillierte Angaben zu den Messmethoden bzw.

Geriteparametern sind dem Abschnitt 11.1 zu entnehmen.

7.2.3 Biologische Methoden — in vitro Studien

Sterilitat
Die Sterilitdt der synthetisierten Vaterit-Partikel wurde iiber einen Zeitraum von bis zu 16 Tagen

untersucht. Hierzu wurden die Partikel in Zellkulturmedium M199 (Sigma Aldrich) + 20% fetales
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Rinderserum (FBS: fetal bovine serum, Sigma Aldrich) + 2 mM Glutamax I (Gibco® Thermo Fisher
Scientific) ohne Antibiotika im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,

inkubiert.**!

Kultivierungs- und Wachstumsbedingungen der verwendeten Zellen

Es wurde mit einer humanen Osteoblasten-Zelllinie MG-63 (American Type Culture Collection
ATCC® CRL-1427%, LGC Promochem) gearbeitet. Als Zellkulturmedium (kurz Medium) wurde das
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM — high glucose, Sigma Aldrich) mit 10% FBS, 2 mM
Glutamax I und 100 U/ 100 ug/mL Penicillin/Streptomycin (P/S, Gibco® Thermo Fisher Scientific)
verwendet.

Weiterhin wurden primire humane Osteoblasten (pOB) eingesetzt, die aus gespendeten
Knochengeweben (iliac crest Beckenkamm) von Knochentransplantationen isoliert wurden. Die
Isolation erfolgte nach der Methode von Unger et al.!"****7 und wurde Von_ am Institut
fiir Pathologie der Universitidtsmedizin Mainz ausgefiihrt. Als Medium wurde Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, F-12 Nutrient Mixture Ham (DMEM/F-12 + Glutamax I, gibco® Thermo Fisher
Scientific) mit 10% FBS und 100 U/ 100 pg/mL P/S verwendet.

Zusitzlich wurden noch primdre humane Endothelzellen (HUVEC: human umbilical vein
endothelial cells) genutzt, die aus der Vene der humanen Nabelschnur isoliert wurden. Die Isolation
erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Jaffe er a/.”* und ist im Detail im Anhang A, Abschnitt
11.2, aufgefiihrt. Als Medium wurde mit M199 (Sigma Aldrich) mit 20% FBS, 2 mM Glutamax [
und 100 U / 100 pg/mL P/S gearbeitet. Zusdtzlich wurde dem Medium 25 pg/mL eines
Wachstumsfaktors (ECGS: endothelial cell growth supplement, Becton Dickinson and Company)
und 25 pg/mL Heparin Natrium-Salz (Sigma Aldrich) unmittelbar vor der Anwendung frisch
zugesetzt. Bei allen Experimenten mit HUVEC wurden sowohl die Zellkulturflaschen, als auch die
Zellkultur-Platten zuvor mit 0,2% Gelatine (Sigma Aldrich) beschichtet, um eine gute Adhérenz der
Zellen zu erzielen.

Die isolierten, priméren, humanen Zellen wurden, entsprechend den gesetzlichen ethischen
Vorschriften, anonym und ohne patientenbezogene Daten behandelt. Alle Zellkultivierungen wurden

im Brutschrank bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, durchgefiihrt.

Immunfluoreszenz-Firbung von E-Selektin

Mittels der Immunfluoreszenz-Farbe-Methode wurde die E-Selektin Expression von HUVEC
nach Exposition mit Vaterit-Partikeln detektiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Der
Nachweis von E-Selektin hat eine duale Funktion. Einerseits wird sowohl durch die Fluoreszenz-
Farbung als auch durch die CAM-EIA (cell adhesion molecule — enzyme immunoassay) Methode auf
das Vorhandensein von Endotoxin (auch bekannt als Lipopolysaccharid, LPS) in den synthetisierten
Vaterit-Partikel gepriifen. Andererseits wird getestet ob die Partikel einen inflammatorischen Effekt

auf die Endothelzellen ausiiben.””! Es wurden 50.000 HUVEC pro Well einer 8-Well chamber slide
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(Lab-Tek®, Thermo Fisher Scientific) ausgesit, die zuvor mit 100 pL pro Well Fibronektin (1:200
in PBS) fiir 60 Minuten bei 37 °C beschichtet wurden. Nach 48 Stunden Kultivierung der HUVEC
erfolgte die Stimulation mit den synthetisierten Vaterit-Partikeln in unterschiedlichen
Konzentrationen (50 pg/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL). Als Positiv-Kontrollen wurden die Zellen
mit 0,1 pg/mL und 1,0 pg/mL LPS (Escherichia coli O111:B4, Sigma Aldrich) stimuliert. Als
Negativ-Kontrollen wurden unbehandelte Zellen verwendet. Nach 4 Stunden Stimulation wurden die
Zellen einmal mit 3,7% Paraformaldehyd (Merck) gewaschen, mit 3,7% Paraformaldehyd (250 pL
pro Well) fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und dreimal mit PBS (500 puL pro Well)
gewaschen. Die Zellen wurden mit 0,1% Triton® X-100 (Merck) in PBS (300 uL pro Well) fiir
5 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert und anschlieBend wieder dreimal mit PBS (500 puL
pro Well) gewaschen. Im Anschluss erfolgte die primére Antikorperfirbung. Dafiir wurde der
E-Selektin Antikorper (CD62E mouse, Monosan) 1:100 in 1% Rinderserumalbumin / PBS (BSA:
bovine serum albumin, Sigma Aldrich) verdiinnt und {iber Nacht lichtgeschiitzt bei +4 °C inkubiert.
Nach dreimaligen Waschvorgiangen mit PBS erfolgte die sekunddre Antikorperfarbung mit Alexa
Fluor® 488 (goat anti-mouse, Molecular Probes - Thermo Fischer Scientific) als 1:100 Verdiinnung
in 1% Rinderserumalbumin / PBS fiir 60 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Es wurde
erneut dreimal mit PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine Kernfarbung mittels Hochst Dye
33342 (Molecular Probes - Thermo Fisher Scientific) als 1:200 Verdiinnung in PBS fiir 5 Minuten
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Als letzter Schritt wurde die Kammer mit einem Plastikschieber
entfernt und die Zellen durch ein Eindeckmedium, Fluoroshield (ImmunoBioScience Corp.) und
Deckglédschen versiegelt. Die Auswertung der Fluoreszenz-Farbungen erfolgte mittels Fluoreszenz-

Mikroskop (s. Anhang A, Abschnitt 11.1).

Zelladhisionsmolekiil-Enzym-Immun-Assay (CAM-EIA)

Mit Hilfe der von Unger et al.® etablierten CAM-EIA (cell adhesion molecule — enzyme
immunoassay) Methode wurde der Gehalt an E-Selektin ermittelt und die Ergebnisse der
Immunfluoreszenz-Farbung von E-Selektin gestiitzt. Die Durchfithrung erfolgte durch_
aus der Arbeitsgruppe von _ (REPAIR Lab) des Instituts fiir Pathologie der
Universititsmedizin Mainz nach dem etablierten Protokoll®. Es wurden 3 Vaterit-Partikel-Proben
jeweils in zwei Wells als Duplikate behandelt und die Mittelwerte mit Standardabweichungen
angegeben. Die optische Dichte wurde an einem Mikroplatten Reader bei einer Wellenldnge von

492 nm (s. Anhang A, Abschnitt 11.1) vermessen.

In vitro Zellviabilitits- und Zytotoxizitits-Tests

Mit Hilfe von drei verschiedenen Testverfahren (MTS, LDH und Kristallviolett) wurde der Effekt
der synthetisierten Vaterit-Partikel auf die Stoffwechselaktivitit der humanen Osteoblasten-Zelllinie
MG-63 untersucht. Hierzu wurden 25.000 Zellen pro Well einer sterilen 96-Well Zellkulturplatte
(Greiner bio-one, Cellstar™) in 100 pL Medium ausgesit und fiir 24 Stunden bei 37 °C, 95%
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Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert (s. Anhang A, Abschnitt 11.4). Anschlie8end erfolgte die
Stimulation der Zellen mit den synthetisierten Vaterit-Partikeln in unterschiedlichen
Konzentrationen von 50 pug/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL {iber einen Zeitraum von 24, 48 und
72 Stunden. Es wurde eine 1 mg/mL Partikel-Stocklosung hergestellt und auf die entsprechenden
Konzentrationen verdiinnt. Eine Medium-Kontrolle (ohne Zellen) als auch eine Zell-Kontrolle
(unbehandelte Zellen) wurde auf jeder Platte mitgefiihrt. Zusdtzlich wurden Medium-Partikel-
Kontrollen mit den identischen Konzentrationen an Vaterit-Partikel (ohne Zellen) mitgefiihrt, um
unerwiinschte Reaktionen mit den Reagenzien der Tests auszuschlieen und um den Hintergrund
von den Messwerten der behandelten Zellen zu subtrahieren. Alle Experimente wurden drei Mal, mit
jeweils drei technischen Replikaten, durchgefiihrt. Ein Student T-Test Typ 3 wurde fiir die statistische
Signifikanz berechnet. Die detaillierte Durchfithrung der einzelnen Tests wird im Nachfolgenden
beschrieben.

MTS-Assay. Durch Verwendung eines kommerziell erworbenen CellTiter 96° Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay (MTS, Promega, G3580) wurde die Viabilitdt der MG-63 Zellen
durch Messung der Mitochondrien-Aktivitdt untersucht (s. Kapitel 5, Abschnitt 5.1.1). Hierbei wurde
nach der Vorschrift des Herstellers'® verfahren. Die Vorgehensweise wird im Nachfolgenden kurz
erldutert wird. Nach der entsprechenden Stimulationszeit der MG-63 Zellen mit den verschiedenen
Vaterit-Partikelkonzentrationen wurden, zur Durchfithrung des LDH-Assay, je 50 uL pro Well des
Uberstandes abgenommen und in eine neue unsterile 96-Well Platte iiberfiihrt. Der verbliebene
Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 100 puL pro Well Phosphat-gepufferter Salzldsung
(PBS) (DPBS: dulbecco’s phosphate buffered saline, Sigma Aldrich, D8537) gewaschen. Pro Well
wurden 20 uL MTS-Reagenz (CellTiter 96° AQ,eous One Solution Reagent) in 100 puL Medium
zugegeben und die Zellen lichtgeschiitzt fiir 60 Minuten bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO, inkubiert. Je 100 puL des Uberstandes wurde entnommen, in eine neue unsterile 96-Well Platte
tiberfithrt und die Absorption bei 492 nm vermessen. Fiir die Auswertung wurden die Werte nach
Abzug der Medium-Kontrolle bzw. der Medium-Nanopartikel-Kontrollen in Relation zu den
unbehandelten Zellen in Prozent angegeben.

LDH-Assay. Durch Verwendung eines kommerziell erworbenen CytoTox 96° Non-Radio
Cytotoxicity Assay (LDH, Promega, G1780) wurden Zellmembranschidden der MG-63 Zellen durch
Messung der Menge an freigesetzter Lactatdehydrogenase (LDH) untersucht (s. Kapitel 5,
Abschnitt 5.1.2). Hierbei wurde nach der Vorschrift des Herstellers™ verfahren. Die
Vorgehensweise wird nachfolgend kurz beschrieben. Zu den zuvor entnommenen Uberstinden
(50 pL pro Well) wurden jeweils 50 puL pro Well CytoTox 96" Reagenz (Kombination aus Assay
Buffer und Substrate Mix) hinzugegeben und 15-20 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur zur
Reaktion gebracht. Im Anschluss wurde die Reaktion durch Zugabe von jeweils 50 uL einer Stopp-
Losung (Stop Solution) beendet und unmittelbar die Absorption bei 492 nm gemessen. Als LDH-

positive Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mittels einer 10x Lyse-Losung (10 uL pro Well),
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bereits 60 Minuten vor der Behandlung mit CytoTox 96° Reagenz, lysiert. Die Zell-Lysate wurden
bei 20.000 U/min fiir 5 Minuten zentrifugiert und die Uberstéinde fiir die Behandlung mit CytoTox
96" Reagenz verwendet. Fiir die Auswertung wurden die Werte nach Abzug der Medium-Kontrolle
bzw. der Medium-Nanopartikel-Kontrollen relativ zu den lysierten Zellen in Prozent angegeben.

Kristallviolett-Farbung. Diese Methode wurde erginzend zum MTS-Assay durchgefiihrt, wobei
die Zell-DNA angefarbt und damit die vitale Zellmenge bestimmt wurde™®™ (s. Kapitel 5,
Abschnitt 5.1.3). Im Anschluss an die MTS-Assay Durchfiihrung wurden die Zellen zweimal mit
PBS (100 puL pro Well) gewaschen, mit 100 pL. pro Well Isopropanol (C;HgO, Sigma Aldrich,
> 99,5%) fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen. Die
fixierten Zellen wurden mit 0,1%iger, wissriger Kristallviolett Losung (C,sH30CIN3;, Merck) fiir
15-20 Minuten bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln (100 U/min) behandelt. Durch
ausgiebiges Waschen mit Leitungswasser wurde die liberschiissige Kristallviolett-Losung entfernt
und die gefiarbten Zellen bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden getrocknet. Der Zellgebundene
Farbstoff wurde mittels 100 uL pro Well einer 33%-iger Essigsdure (C,H40,, Sigma Aldrich) fiir 10-
15 Minuten auf dem Schiittler bei 180 U/min herausgeldst, die Uberstinde in eine neue unsterile 96-
Well Platte iiberfiihrt und die Absorption bei 600 nm vermessen. Die Kontrollen wurden lediglich
mit 33%iger Essigsdure behandelt. Die Auswertung erfolgte analog zu der Auswertung des MTS-
Assays.

Zell-Biokompatibilitits-Tests

Die Zellvertraglichkeit (Zell-Biokompatibilitdt) der synthetisierten Vaterit-Partikel wurde an drei
verschiedenen Zelltypen (MG-63, HUVEC und pOB) untersucht. Hierzu wurden 50.000 MG-63
Zellen, 50.000 pOB und 80.000 HUVEC pro Well in jeweils eine sterile 24-Well Zellkulturplatte
(Greiner bio-one Cellstar™) ausgesit und fiir 24 Stunden kultiviert. Die genaue Zellzahlbestimmung
erfolgte wie in Abschnitt 11.4 beschrieben. Nach 24 Stunden Kultivierung erfolgte die Stimulation
der Zellen mit den synthetisierten Vaterit-Partikeln in unterschiedlichen Konzentrationen von
50 pg/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL iber einen Zeitraum von 24 und 72 Stunden bis hin zu
7 Tagen. Es wurde eine 1 mg/mL Partikel-Stocklosung hergestellt und auf die entsprechenden
Konzentrationen verdiinnt. Ein vorsichtiger Mediumwechsel erfolgte alle 3 bis 6 Tage ohne die
Nanopartikel zu entfernen. Nach entsprechender Stimulationszeit wurden die Zellen mit 10 uM
Calcein AM (AM: Acetoxymethylester, Thermo Fisher Scientific) fiir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert
und mittels Fluoreszenzmikroskopie (s. Anhang A, Abschnitt 11.1) analysiert. Calcein AM wird zum
Nachweis von vitalen Zellen verwendet und diffundiert durch die Zellmembran lebender Zellen. In
den Zellen wird Calcein AM durch intrazellulare Esterasen von der maskierten Acetoxymethy-
Gruppe befreit, sodass Calcein in der Lage ist intrazellulare Ca*” Ionen zu komplexieren und eine
intensiv griine Fluoreszenz resultiert."*® Um eine Spender-unabhingige Aussage treffen zu konnen,

wurden alle Experimente mit priméren Zellen (pOB und HUVEC) mit Zellen von 3 verschiedenen
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Spendern durchgefiihrt. Die Versuche mit MG-63 Zellen wurden als Doppelbestimmung mit zwei

unterschiedlichen Zell-Passagen durchgefiihrt.

Osteogene Differenzierung mittels ALP-Farbung

Mit Hilfe eines kommerziell erworbenen Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit (ALP, Sigma
Aldrich, 86R) wurde die Produktion der alkalischen Phosphatase (ALP) von MG-63 Zellen
nachgewiesen, die als osteogener Differenzierungsmarker dient (s. Kapitel 5, Abschnitt 5.3). Es
wurden 50.000 MG-63 Zellen pro Well in eine sterile 24-Well Zellkulturplatte ausgesét (s.
Anhang A, Abschnitt 11.4), fiir 24 Stunden kultiviert und mit den synthetisierten Vaterit-Partikeln
in unterschiedlichen Konzentrationen von 50 pg/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL stimuliert. Nach
24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel auf ein osteogenes Differenzierungs-Medium (ODM),
bestehend aus Minimum Essential Medium Alpha (MEMo + Glutamax I, gibco” Thermo Fisher
Scientific) mit 10% FBS, 100 U / 100 pug/mL P/S und den Stimulantien 100 nM Dexamethason
(Sigma Aldrich, > 97%), 50 uM Ascorbinsdure (Sigma Aldrich, y-bestrahlt) und 10 mM
B-Glycerolphosphat-Di-Natriumsatz Hydrat (Sigma Aldrich, > 99,0%). Die Zellen wurden iiber
einen Zeitraum von 7, 14 und 21 Tagen kultiviert, wobei alle 3 bis 4 Tage ein vorsichtiger
Mediumwechsel mit frischem ODM erfolgte ohne die Nanopartikel zu entfernen. Als Negativ-
Kontrolle wurden die Partikel in Abwesenheit von MG-63 Zellen in den entsprechenden
Konzentrationen im ODM inkubiert. Alle Experimente wurden als Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Der Nachweis der ALP erfolgte nach der Vorschrift des Herstellers,!'*”!

wobei die Vorgehensweise
nachfolgend kurz beschrieben wird. Nach der entsprechenden Stimulationszeit der MG-63 Zellen
mit den verschiedenen Vaterit-Partikelkonzentrationen wurden die Uberstinde verworfen und die
Zellen mit 1 mL PBS pro Well gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mittels einer
Fixierlosung (10 mL Citratlosung (Kit.) + 26 mL Aceton (C3H¢O Sigma Aldrich, > 99,9%) + 3,2 mL
Formaldehyd (C,H,O, Sigma Aldrich, 36,5-38%)) fiir 30 Sekunden inkubiert und viermal mit 1 mL
destilliertem Wasser (dH,O, Braun) pro Well gewaschen. Die fixierten Zellen wurden mit 500 uL
pro Well einer ALP-Farbelosung versetzt, 15 Minuten lichtgeschiitzt bei 37 °C inkubiert, viermal
mit 1 mL pro Well destilliertem Wasser gewaschen und mittels Phasenkontrast-Mikroskopie
(s. Anhang A, Abschnitt 11.1) die Farbung detektiert. Die ALP-Farbelosungen wurde frisch
hergestellt. Dabei wurde durch vorsichtiges Mischen von 0,25 mL alkalische FRV (fast red violet) -
Losung (Kit) mit 0,25 mL Natriumnitrit-Losung ein Diazoniumsalz mittels Diazotierung hergestellt.
Durch anschliefende Zugabe von 11,25 mL destilliertem Wasser und 0,25 mL alkalischer Naphthol
AS-Bl-Losung (Kit) erfolgte eine Azokupplung wodurch ein Azofarbstoff mit chromophorer
Stickstoff-Doppelbindung entstand. Die Reaktion verlduft nur in Anwesenheit der ALP, wodurch der
Phosphorsdureester (Naphthol AS-BI) in die reaktive Verbindung versetzt wurde.
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7.3 Ergebnisse

7.3.1 Charakterisierung der synthetisierten Vaterit-Partikel

Vaterit-Partikel wurden nach einer Ultraschallbad-Synthese aus Calciumchlorid Tetrahydrat und
Natriumhydrogencarbonat in Ethylenglykol durch Zugabe von Wasser synthetisiert. Fiir die
zellbiologische Anwendung erfolgte die Synthese unter sterilen Bedingungen. Durch die Zugabe von
Wasser in den letzten fiinf Minuten der Reaktionszeit konnte die Ausbeute der Partikel auf 90%
gesteigert werden. Mit Hilfe der Pulver-Rontgendiffraktometrie (XRD) wurde die Phase der
erhaltenen Calciumcarbonat- (CaCQOs) Partikel identifiziert (s. Abb. 7.1a). Durch eine anschlieBende
quantitative Phasenanalyse konnten die erhaltenen Partikel als phasenreiner Vaterit mit einer
Kristallitgroe von 39 nm £ 1 nm bestimmt werden. Details zur quantitativen Phasenanalyse sind im
Anhang A, Abschnitt 11.2, aufgefiihrt. Zusitzlich wurden die hergestellten Partikel anhand der
spektroskopischen Methoden, Fourier-Transformation-Infrarot- (FT-IR) und Raman-Spektroskopie
charakterisiert. In Abb. 7.1b sind die beiden Spektren mit den fiir Vaterit charakteristischen

Schwingungsmoden des Carbonat-lons dargestellt.
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Abb. 7.1: Chemische Charakterisierung der synthetisierten CaCO; Partikel. (a) Pulverdiffraktogramm mit
Vollprofilanpassung anhand des Strukturmodells von Mugnaioli et al"*’, die roten Punkte stellen die
Messdaten dar, die schwarze Liene zeigt die Anpassung und die rote Linie gibt die Differenz an. Die schwarzen
Striche markieren die Reflexlage des Vaterits. (b) FT-IR-Spektrum (oben) und Raman-Spektrum (unten) mit
den fiir Vaterit charakteristischen Schwingungsmoden des Carbonats.

Im FT-IR-Spektrum lassen sich alle Banden im Bereich von 1487 cm™ bis 1411 cm™ den

asymmetrischen C-O Streckschwingung (v3) zuordnen. Die Banden bei 1090 cm™, 877 cm™ und
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744 c¢cm™ resultieren aus der symmetrische C-O Streckschwingung (vi), der O-C-O Kipp-
Deformationsschwingung (v3), der O-C-O Spreiz-Deformationsschwingung (v4). In Tab. 7.1 sind
die vier wichtigsten Schwingungsmoden des Carbonat-lons fiir die drei wasserfreien, kristallinen
Calciumcarbonat-Polymorphe aufgefiihrt. Die v;; und v4 Schwingungen sind doppelt entartet und
werden beide sowohl im IR- als auch im Raman-Spektrum beobachtet. Hingegen tritt die v
Schwingung nur im Raman-Spektrum auf. Durch die symmetrische Streckschwingung wird keine
Anderung des Dipolmomentes, jedoch eine Anderung der Polarisierbarkeit hervorgerufen. Aus
Symmetriegriinden (Gruppentheorie) ist die v; Schwingung jedoch im Vaterit und Aragonit IR-aktiv,
lediglich im Calcit ist sie IR-inaktiv.!"*”) Demgegeniiber ldsst sich die v, Schwingung, aufgrund
fehlender Anderung der Polarisierbarkeit, nur im IR-Spektrum nachweisen. Im Raman-Spektrum
lassen sich, neben dem fiir Vaterit charakteristischen Triplett der v; Schwingung, noch die fiir Vaterit

charakteristischen Geriistschwingungen im Bereich von 350 cm™ bis 200 cm™ nachweisen.!'*"!

Tab. 7.1: IR-Normalschwingungsmoden des Carbonat-Ions in den Calciumcarbonat-Modifikationen ACC,
Vaterit, Aragonit und Calcit mit v; (symmetrische C-O Streckschwingung), v, (O-C-O Kipp-
Deformationsschwingung aullerhalb der Molekiilebene), v; (asymmetrische C-O Streckschwingung) und v4
der O-C-O Spreiz-Deformations(O-C-O Spreiz-Deformationsschwingung innerhalb der Molekiilebene).!'*"!

Schwingungsmoden Calciumcarbonat-Modifikation
ACC Vaterit Aragonit Calcit
v /cm’” 1067 1089 1089 --
v,/ em’” 864 877 854 877
4 1490 1487 1488
vs/om 1425 1445 1440 1420
4 725 746 713
va/cm 690 738 700 713

Die  Morphologie  der  erhaltenen  Vaterit-Partikel =~ wurde mit  Hilfe  der
Rasterelektronenmikroskopie (REM) und der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
untersucht. Die Resultate sind in Abb. 7.2 dargestellt. Es wurden ellipsoide Vaterit-Nanopartikel
erhalten, die sich zu groferen ellipsoiden Aggregaten mit einem Durchmesser von etwa 500 nm bis

1000 nm zusammenlagerten. Diese Aggregate werden im Nachfolgenden als Vaterit-Partikel

bezeichnet.

Abb. 7.2: Morphologische Charakterisierung der synthetisierten Vaterit-Partikel mittels (a) REM- und (b)
TEM-Aufnahmen.
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Die hergestellten Vaterit-Partikel wurden trocken und unter Umgebungsbedingungen {iber einen
Zeitraum von bis zu zwei Jahren gelagert. Die in Abb. 7.3 dargestellten Diffraktogramme resultierten
aus Messungen der Vaterit-Partikel (a) unmittelbar nach der Synthese, (b) nach etwa 6 Monaten, (c)
nach etwa 12 Monaten und (d) nach etwa 24 Monaten aus derselben Partikel-Charge. Aus allen
Diffraktogrammen geht das gleiche Reflexprofil hervor, was zeigt, dass sich die Partikel {iber den
Zeitraum chemisch nicht verdndert haben und keine spontane Umwandlung in eine
thermodynamisch stabilere Calciumcarbonat-Phase erfolgte. Die Reflexlagen konnten Vaterit

zugeordnet werden.”’!

Intensitat/ a.u.
S

T
20 30 40 50 60 70 80
201/°

Abb. 7.3: Pulver-Diffraktogramme der Vaterit-Partikel (a) direkt nach der Synthese, (b) nach 6 Monaten, (c)
nach 12 Monaten, (d) nach 24 Monaten trockener Lagerung bei Umgebungsbedingungen mit den markierten
Reflexlagen des Vaterits nach Mugnaioli et al.**!.
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7.3.2  Sterilitit

Um die Wirkung eines synthetischen Materials auf Zellen in in vitro Experimenten zu analysieren
muss das Material, als grundlegende Voraussetzung, steril sein. Die Sterilitidt der in dieser Arbeit
synthetisierten Vaterit-Partikel wurde {iber einen Zeitraum von bis zu 16 Tagen im Zellkulturmedium
M199 + 20% FBS + 2 mM Glutamax I (kurz: Medium) ohne Zugabe von Antibiotikum analysiert.
Antibiotika werden normalerweise den Zellkulturmedien zugesetzt, um auf andere Mikroorganismen
(auch als Kontaminationen bezeichnet), wie Bakterien oder Pilze, wachstumshemmend zu wirken.
Durch den gezielten Verzicht auf Antibiotika im Medium konnen Bakterien- oder Hefezellen leichter
replizieren und eine sichtbare Triibung im Medium resultiert.® In Abb. 7.4 sind die Aufnahmen der
Zellkulturflaschen nach entsprechender Inkubationszeit (24 h, 48 h, 72 h, 6 Tage, 10 Tage und
16 Tage) zusammengestellt. Zur Beurteilung wurde die Triibung des Mediums mit Vaterit-Partikel
im Vergleich zu reinem Medium mit Antibiotika (P/S: Penicillin / Streptomyzin) gegeniibergestellt.
Bis hin zu 16 Tagen konnte keine Triibung des Mediums mit Vaterit-Partikel beobachtet werden. Die
Medien zeigten durchweg eine klare Losung und keinerlei Anzeichen einer Kontamination, wie es

auch die Kontrolle, das Antibiotika-behandeltem Medium, zeigte.

Abb. 7.4: Uberpriifung der synthetisierten Vaterit-Partikel auf Sterilitéit. (a) Nach 24 h, (b) nach 48 h, (c) nach
72 h, (d) nach 6 Tagen, (e) nach 10 Tagen und (f) nach 16 Tagen Inkubationszeit in Zellkulturmedium M199
+ 20% FBS + 2 mM Glutamax I ohne Antibiotika. Pro Abbildung zeigt die linke Zellkultur-Flasche die
Kontrolle, reines Zellkulturmedium mit Antibiotika und ohne Vaterit-Partikel, hingehen zeigt die jeweils rechte
Zellkultur-Flasche das Zellkulturmedium ohne Antibiotika und mit Vaterit-Partikel.

7.3.3 Nachweis von E-Selektin Expression durch primire humane Endothelzellen

Ein synthetisches Material muss fiir den klinischen Einsatz nicht nur steril sein, sondern auch frei
von Endotoxin und sollte keine inflammatorischen Effekte auf Zellen, speziell priméren
Endothelzellen, hervorrufen. Beide Féille, sowohl die Anwesenheit von Endotoxin als auch
Entziindungs-stimulierende Effekte, bewirken bei Endothelzellen in vitro und in vivo eine rasche
Expression von E-Selektin. Aufgrund dessen wurden die hergestellten Vaterit-Partikel durch zwei
sich ergénzende Testverfahren an primédren Endothelzellen (HUVEC) auf das Auslosen der
Expression von E-Selektin getestet. Mit Hilfe der Antikorper-basierten Immunfluoreszenz-Farbung
erfolgte ein optischer E-Selektin Nachweis in Anwesenheit von unterschiedlichen Konzentrationen
an Vaterit-Partikel (50 pg/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL). Die Ergebnisse sind in Abb. 7.5
zusammengestellt. Bei keiner der getesteten Konzentration an Vaterit-Partikel konnte eine

E-Selektin Antikorper-Farbung nachgewiesen werden (s. Abb. 7.5d, e, f). Weiterhin konnten die
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Zellkerne, in vergleichbarem Ausmall wie bei den unbehandelten Zellen (s. Abb. 7.5a), durch eine
blaue Farbung mittels Hochst Dye beobachtet werden. Als Positiv-Kontrollen wurden
Endothelzellen mit niedriger Konzentration (0,1 pg/mL, s. Abb. 7.5b) und hoher Konzentration
(1 pg/mL, s. Abb. 7.5¢) an Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert, wodurch eine entsprechende Menge
E-Selektin von den HUVEC exprimiert und mittels Antikorper-Farbung detektiert wurde.

Abb. 7.5: Nachweis von E-Selektin durch Antikorper-basierte Immunfluoreszenz-Fiarbung, getestet an
primédren Endothelzellen (HUVEC). (a) Negativ-Kontrolle: unbehandelte HUVEC, (b) Positiv-Kontrolle 1: mit
0,1 pg/mL LPS stimulierten HUVEC, (c) Positiv-Kontrolle 2: mit 1,0 pg/mL LPS stimulierten HUVEC, (d)
mit 50 pg/mL Vaterit-Partikel, (¢) mit 100 pg/mL Vaterit-Partikel und (f) mit 500 pg/mL Vaterit-Partikel
stimulierten HUVEC. Die Zellkerne wurden mit Hochst Dye 33342 angefarbt und E-Selektin mittels
Antikorperfarbung griin markiert.

Die Ergebnisse wurden durch eine weitere Methode, dem Zelladhdsionsmolekiil-Enzym-Immun-
Assay (CAM-EIA, Cell Adhesion Molecule Enzym Immunoassay), bestétigt und sind in Abb. 7.6
dargestellt. Auch hierbei wurden nur physiologisch niedrige Mengen an E-Selektin nachgewiesen,

wie sie auch in den unbehandelten Zellen detektiert wurden.
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Abb. 7.6: Ergebnisse des Zelladhdsionsmolekiil-Enzym-Immun-Assays (CAM-EIA) durch optische Dichte-
(OD) Messungen. Mit unbehandelten HUVEC als Negativ-Kontrolle, mit 1 pg/mL LPS stimulierten Zellen als
Positiv-Kontrolle und mit 500 pg/mL Vaterit-Partikel stimulierten HUVEC.

7.3.4 Zytotoxizitits-Tests

Maogliche zytotoxische Effekte oder Einfliisse auf die Vitalitdt der Osteoblasten-Zelllinie MG-63
wurden nach der Exposition mit Vaterit-Partikeln in unterschiedlichen Konzentrationen von
50 pug/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL untersucht. Hierzu wurde die mitochondriale Funktion, als
Nachweis fiir die Vitalitit der MG-63 Zellen, mittels eines MTS-Assays zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (24 h, 48 h und 72 h) bestimmt. In Abb. 7.7a sind die Ergebnisse des MTS-Assays
graphisch dargestellt. Bei allen getesteten Konzentrationen an Vaterit-Partikeln konnte kein
signifikanter Unterschied in der mitochondrialen Aktivitit der MG-63 Zellen im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen nachgewiesen werden. Zu allen untersuchten Zeitpunkten wurden dhnliche
Ergebnisse erzielt. Eine tabellarische Auflistung der Mittelwerte aus drei Experimenten mit jeweils
drei technischen Replikaten der jeweiligen Tests ist in Tab. 7.2 zusammengestellt.
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Abb. 7.7: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Zytotoxizitétstests nach 24 h, 48 h und 72 h Stimulation
der MG-63 Zellen mit 50 pg/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL Vaterit-Partikel. (a) MTS-Assay, (b) LDH-Assay
und (c) Kristallviolett-Farbung. Die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei Experimenten, mit jeweils
3 technischen 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.

Mit einem zweiten Testverfahren, dem LDH-Assay, wurde die Integritdt der Zellmembran nach
der Partikel-Exposition iiberpriift. Zur Kontrolle wurden unbehandelte MG-63 Zellen lysiert,
wodurch eine 100%-ige Freisetzung der Laktatdehydrogenase (LDH) erfolgte. Die Ergebnisse sind
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in Abb. 7.7b graphisch dargestellt. Die Menge an LDH, die im Medium nach der Exposition der
Vaterit-Partikel in unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen wurde, korreliert mit den
Ergebnissen des MTS-Assay. Es konnte bei allen untersuchten Konzentrationen ein physiologisch
niedriger Gehalt an LDH im Zell-Uberstand beobachtet werden. Die Werte sind vergleichbar mit
dem LDH Gehalt von unbehandelten MG-63 Zellen. Somit konnten keine zytotoxischen Effekte der
synthetisierten Vaterit-Partikel in Konzentrationen von bis zu 500 pg/mL in einer Stimulationszeit
von bis zu 72 Stunden auf MG-63 Zellen nachgewiesen werden. Ein weiterer Test, um die Ergebnisse
der beiden verwendeten Zytotoxizitits-Tests zu verifizieren, erfolgte durch eine Kristallviolett-
Farbung, wobei die Zellzahl adhdrenter Zellen und damit vitaler Zellen bestimmt wurde. Die
Ergebnisse sind in Abb. 7.7c dargestellt. Hierbei lieBen sich {iber lingere Stimulationszeiten und in
Anwesenheit von hoheren Konzentrationen an Vaterit-Partikel etwas abweichende Ergebnisse
beziiglich der Resultate des MTS-Assays beobachten. Es wurden geringere Zellzahlen und damit
eine abnehmende Zell-Vitalitit mit zunehmender Konzentration an Vaterit-Partikel iiber einen
langeren Stimulationszeitraum dargelegt. Nach 72 Stunden Kultivierung der MG-63 Zellen mit
Vaterit-Partikel in Konzentrationen von 100 pg/mL und 500 pg/mL konnte eine signifikant zur

Kontrolle unterschiedliche Kristallviolett-Farbung detektiert werden.

Tab. 7.2: Darstellung der Ergebnisse der Zytotoxizitdtstests (MTS, LDH und Kristallviolett) nach 24 h, 48 h
und 72 h Stimulation der MG-63 Zellen mit 50 pg/mL, 100 pug/mL und 500 pg/mL Vaterit-Partikel. Die
Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD) aus drei Experimenten, mit jeweils 3 technischen Replikaten
pro Stimulation, sind dargestellt. Die Angabe der statistischen Signifikanz erfolgte durch einen Student T-Test,
Typ 3, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.

MTS-Assay 24 h LDH-Assay 24 h Kristallviolett-Farbung 24 h
MW SD T- MW SD T- MW SD T-
% % Test % % Test % % Test
LZ -- -- -- 100,0 0,0 -- -- -- --
uz 100,0 0,0 -- 1,2 0,3 -- 100,0 0,0 --
50 pg/mL V 105,3 5,0 0,21 1,1 0,1 0,83 101,0 2,7 0,58
100 pg/mL V 106,8 3,6 0,08 1,6 0,1 0,10 101,6 7,1 0,73
500 pg/mL V 107,4 32 0,06 1,2 02 092 100,5 52 0,89
MTS-Assay 48 h LDH-Assay 48 h Kristallviolett-Farbung 48 h
MW SD T- MW SD T- MW SD T-
% % Test % % Test % % Test
LZ -- -- -- 100,0 0,0 -- -- -- --
uz 100,0 0,0 -- 1,0 0,4 -- 100,0 0,0 --
50 pg/mL V 100,1 1,9 0,90 0,9 0,2 0,57 95,1 42 0,49
100 pg/mL V 98,2 6,4 0,68 1,0 0,6 0,98 93,4 10,3 0,55
500 ug/mL V 101,9 4,5 0,54 0,9 04 0,80 83,6 3,8 0,87
MTS-Assay 72 h LDH-Assay 72 h Kristallviolett-Farbung 72 h
MW SD T- MW SD T- MW SD T-
% % Test % % Test % % Test
LZ -- -- -- 100,0 0,0 -- -- -- --
uz 100,0 0,0 -- 0,9 0,5 -- 100,0 0,0 --
50 pg/mL V 102,0 9,1 0,74 1,5 0,8 0,31 99,3 24 0,66
100 pg/mL V 97,0 52 043 1,5 0,6 0,25 89,8 2,2 0,02
500 pg/mL V 95,3 73 0,38 1,7 0,3 0,08 74,2 42 0,01
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7.3.5 Zell-Biokompatibilit:it

Zur Beurteilung der Zellvertrdglichkeit, Zell-Biokompatibilitit, wurde eine Reihe von in vitro
Experimenten unter Verwendung des membranpermeablen Calcein-AM Fluoreszenzfarbstoffs
durchgefiihrt. Dadurch wurde sowohl die Morphologie als auch das Proliferationsverhalten lebender
Zellen in Anwesenheit der Vaterit-Partikel in unterschiedlichen Konzentrationen (50 pg/mL,
100 pg/mL und 500 pg/mL) in einem Zeitraum von bis zu 7 Tagen analysiert. Diese Untersuchung
erfolgte nicht nur an der Osteoblasten-Zelllinie MG-63, sondern auch an priméren humanen
Osteoblasten (pOB) und an priméren humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) von
drei verschiedenen Spendern. Die Ergebnisse der MG-63 Zellen sind in Abb. 7.8 an ausgewéhlten,

reprasentativen Beispielen dargestellt.

Kontrolle (MG-63) + 50 pg/mL Vaterit + 100 pg/mL Vaterit + 500 pg/mL Vaterit

/

Abb. 7.8: Zell-Biokompatibilitdt verschiedener Konzentrationen an Vaterit-Partikel getestet an der
Osteoblasten-Zelllinie MG-63 in einem Zeitraum von 24 h {iber 72 h bis hin zu 7 Tagen. Vitale Zellen wurden
mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Mit weilen Pfeilen sind
akkumulierte Zellen auf den Agglomeraten der Vaterit-Partikel markiert. Der Maf3stab entspricht in allen
Abbildungen einer Lange von 100 pm.

Die Abb. 7.9 und Abb. 7.10 zeigen die Ergebnisse der pOB und der HUVEC am Beispiel eines

reprasentativen Spenders.
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Kontrolle (pOB) + 50 pg/mL Vaterit + 100 pg/mL Vaterit + 500 pg/mL Vaterit

Abb. 7.9: Zell-Biokompatibilitdt verschiedener Konzentrationen an Vaterit-Partikel getestet an priméren
humanen Osteoblasten (pOB) in einem Zeitraum von 24 h iiber 72 h bis hin zu 7 Tagen. Vitale Zellen wurden
mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Mit weilen Pfeilen sind
akkumulierte Zellen auf Agglomeraten der Vaterit-Partikel markiert. Der Mafistab entspricht in allen
Abbildungen einer Liange von 100 pm.

Aus den Fluoreszenzfiarbungen der unterschiedlichen Zelltypen gingen dhnliche Ergebnisse,
jeweils im Vergleich zu den entsprechenden unbehandelten Zellen (Kontrollen), hervor. In allen
untersuchten Féllen und einem Inkubationszeitraum von bis zu 7 Tagen zeigten die mit Vaterit-
Partikel exponierten Zellen eine vergleichbare Wachstumsverteilung mit dhnlicher Zellmorphologie,
wie sie bei den unbehandelten Kontroll-Zellen beobachtet wurde. Zusétzlich wurde eine
Agglomeration der Vaterit-Partikel im Medium erfasst. Interessanterweise zeigten die MG-63 Zellen
eine stark ausgeprigte, adhdrente Eigenschaft gegeniiber diesen Agglomeraten der Vaterit-Partikel,
die als intensive griine Fluoreszenz um die Agglomerate detektiert wurde (s. Abb. 7.8, weille Pfeile).
Mit zunehmender Konzentration an Vaterit-Partikeln und ldngerer Inkubationszeit wurde dieses
Phénomen stéirker ausgeprégt. In deutlich geringerem Ausmall wurde dieses Phanomen auch bei den

priméren Zellen, den pOB und den HUVEC, beobachtet (s. Abb. 7.9 und Abb. 7.10, weille Pfeile).

7
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Kontrolle (HUVEC) + 50 pg/mL Vaterit + 100 pg/mL Vaterit + 500 pg/mL Vaterit

. W

Abb. 7.10: Zell-Biokompatibilitdt verschiedener Konzentrationen an Vaterit-Partikel getestet an priméren
humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) in einem Zeitraum von 24 h iiber 72 h bis hin zu
7 Tagen. Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen.
Mit weillen Pfeilen sind akkumulierte Zellen auf den Agglomeraten der Vaterit-Partikel markiert. Der Mafstab
entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 pm.
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7.3.6 Differenzierung von Osteoblasten

Fiir den Einsatz der Vaterit-Partikel als Knochen-Biomaterial sollten die hergestellten Partikel
eine gute Osteoinduktivitdt aufweisen, um die Knochenregeneration bei Knochendefekten zu
fordern. Dazu wurde in einem ersten Test die Differenzierung der Osteoblasten-Zelllinie MG-63 in
Anwesenheit von Vaterit-Partikeln in unterschiedlichen Konzentrationen bis hin zu 500 pg/mL
untersucht. Nach Kultivierungen von 7, 14 und 21 Tagen wurde die Expression der alkalischen
Phosphatase (ALP) durch die MG-63 Zellen mit Hilfe eines kommerziell erworbenen Testverfahrens
(s. Abschnitt 7.2.3), durch Detektion eines Azofarbstoffes, nachgewiesen. Wie in Abschnitt 5.3
bereits beschrieben, dient der Nachweis der ALP als osteogener Differenzierungsmarker. In Abb.

7.11 sind die Resultate zusammengestellt.

trolle (MG-63)
e

Abb. 7.11: Nachweis der Differenzierung von der Osteoblasten-Zelllinie MG-63 durch Féarbung der alkalischen
Phosphatase (ALP) in Anwesenheit der Vaterit-Partikel in unterschiedlichen Konzentrationen nach
Inkubationszeiten von 7, 14 und 21 Tagen. Mit weillen Pfeilen sind akkumulierte Zellen auf den Agglomeraten
der Vaterit-Partikel markiert. Der Mafistab entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 pum.

Bereits nach 7 Tagen Kultivierung der MG-63 Zellen in osteogenem Differenzierungs-Medium
(ODM) in Anwesenheit von Vaterit-Partikeln konnte eine ALP-Aktivitdt nachgewiesen werden.
Wihrend der weiteren Kultivierungsphase, bis hin zu 21 Tagen, lieB sich eine kontinuierliche
Zunahme der Farbintensitit und damit der ALP-Aktivitdt nachweisen. Zundchst lie sich beim
Vergleich der unbehandelten Zellen (Kontrolle) mit den durch Vaterit-Partikel stimulierten Zellen

kein entscheidender Unterschied feststellen. Alle untersuchten Proben zeigten nach einheitlicher
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Inkubationszeit eine vergleichbare Farbung. Bei nidherer Betrachtung féllt auf, dass vor allem bei
zunehmender Konzentration an Vaterit-Partikel und langerer Stimulationszeit eine intensive Farbung
um die Agglomerate der Vaterit-Partikel (markiert durch weifle Pfeile in Abb. 7.11) zu beobachten
war. Dieses Resultat korrespondiert mit den Beobachtungen aus Abschnitt 7.3.5, dass die MG-63
Zellen eine verstarkte Tendenz zur Adhdrenz an den Agglomeraten der Vaterit-Partikel aufweisen.
Um eine fehlerhafte Farbreaktion durch Anwesenheit der Vaterit-Partikel auszuschlieen, wurden
die entsprechenden Konzentration an Vaterit-Partikel in Abwesenheit der MG-63 Zellen iiber die
entsprechenden Zeitrdume inkubiert und ebenfalls eine ALP-Farbung durchgefiihrt. Die Resultate
sind am Beispiel der 21 Tage Proben in Abb. 7.12 aufgefiihrt. Es konnte bei keiner Vaterit-
Konzentration eine Farbung nachgewiesen werden, sodass die Farbungen in Anwesenheit der MG-63

Zellen ausschlieBlich auf die Aktivitit der exprimierten ALP zuriickzufiihren ist.

50 pug/mL Vaterit 100 pg/mL Vaterit 500 ug/mL Vaterit

Abb. 7.12: Negativ-Kontrolle der ALP-Farbung nach 21 Tagen. Inkubation der Vaterit-Partikel in
unterschiedlichen Konzentrationen in osteogenem Differenzierungs-Medium ohne MG-63 Zellen. Der
Malstab entspricht in allen Abbildungen einer Lédnge von 300 pum.
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7.4 Diskussion

In diesem Kapitel wurde sich ausgiebig mit der Synthese von Vaterit-Partikeln, deren
Charakterisierung und vor allem deren potentielle Anwendung als Biomaterial in der Medizin
beschiftigt. Fiir anwendungsbezogene Materialien ist es von groBer Bedeutung, dass sie unter
moglichst einfachen Bedingungen mit groBer Reinheit und in einer anndhernd quantitativen
Ausbeute angefertigt werden konnen. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden wurde eine
einfache, bereits bestehende Syntheseroute nach Schiiler er al.® zur Herstellung der Vaterit-
Nanopartikeln im Hinblick auf die Ausbeute, Reinheit und sterile Synthesebedingungen optimiert.
Es wurde nachgewiesen, dass die Zugabe von Wasser einen enormen Einfluss auf die Ausbeute der
Vaterit-Nanopartikel hat. Entscheidend hierbei waren der Zeitraum der Zugabe und die Menge an
zugefiihrtem Wasser, um eine weitere Phasenumwandlung von Vaterit in die thermodynamisch
stabile Phase, Calcit, zu unterbinden und ein phasenreines Produkt zu erhalten. In dieser Arbeit ist
es gelungen die notwendige Wassermenge und die entsprechende Reaktionszeit zu bestimmen, um
eine maximale Ausbeute von 90% an phasenreinen Vaterit-Partikel zu erzielen. Der Mechanismus
der Kristallisation der Vaterit-Partikel l14sst sich wie folgt beschreiben. Fiir die Vaterit-Keimbildung
im Ethylenglykol sind bereits geringe Mengen an Wasser ndtig. Durch das Losen des Calciumchlorid
Tetrahydrates im Ethylenglykol wird das Kristallwasser freigesetzt und dient voraussichtlich als
Keimbildungs-Milieu fiir Vaterit. Im wassrigen Milieu herrscht eine groflere Loslichkeit der lonen,
vor allem des Natriumhydrogencarbonates, das sich in reinem Ethylenglykol nur sehr schlecht 15st.
Es wird so viel Natriumhydrogencarbonat in Losung gehen, bis eine Ubersittigung im wissrigen
Milieu resultiert, die zu einer Verringerung der freien Reaktionsenthalpie fiihrt. Gleichzeitig wird die
Aktivierungsenergie durch die erhohte Loslichkeit iiberschritten mit der Folge der Calciumcarbonat-
Keimbildung. Nach der Ostwaldschen Stufenregel fallt beim Einleiten der Kristallisation zundchst
die energiereichste und damit metastabile Phase, der Vaterit, aus. Die so erhaltenen Vaterit-Keime
begiinstigen die Kristallisation weiterer Vaterit-Partikel. Vor allem durch die Zugabe von Wasser am
Ende der Reaktionszeit wird dieser Vorgang, durch die erhohte Loslichkeit und Uberschreitung der
Aktivierungsenergie, nochmals verstérkt und ermoglich so eine nahezu quantitative Kristallisation
der Vaterit Partikel. Der Einsatz von Ethylenglykol spielt bei der Synthese eine entscheidende Rolle.
Durch die OH-Gruppen von Polyalkoholen wird ein elektrisches Feld verursacht, das eine
Koordination der OH-Gruppen an die Vaterit-Partikel bewirkt, wodurch die hohe
Oberflachenenergie von Vaterit kompensiert und damit eine verbesserte thermodynamische
Stabilitit erzeugt wird.!"**'*! Aufgrund der Verwendung der Hydrogencarbonat-Komponente, statt
der Carbonat-Spezies, werden die COs;” -Ionen erst durch die Ultraschallbehandlung erzeugt,
wodurch zusitzlich eine kontrollierte Nukleation und Kristallisation stattfinden kann.

Mit Hilfe der Pulver-Rontgendiffraktometrie (XRD) und den spektroskopischen Methoden
(FT-IR, Raman) konnten phasenreine Vaterit-Partikel ohne Nebenprodukte oder Verunreinigungen

nachgewiesen werden (s. Abschnitt 7.3.1), vergleichbar zu den von Schiiler ez al.”** synthetisierten
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Vaterit-Nanopartikel. Allerdings unterschieden sie sich deutlich in der Morphologie. Die Zugabe von
Wasser bewirkt eine Aggregation der Vaterit-Nanopartikel zu groBeren Strukturen mit einem
Durchmesser von 500 — 1000 nm. Die Aggregation der Vaterit-Nanopartikel 14sst sich mit der
verringerten Koordinationseigenschaft des Ethylenglykols, aufgrund der vermehrte Wasserzugabe,
begriinden. Die Oberflichenenergie der Vaterit-Nanopartikel wird dadurch vermutlich wieder erhoht
und es resultieren durch eine Oberflichenenergie-getriebene Zusammenlagerung ,.self assembly
groflere Vaterit-Aggregate (Vaterit-Partikel) mit einer anndhernd gleichen GroBenverteilung. Ein
moglicher Kristallisationsmechanismus ist in Abb. 7.13 illustriert. Hierbei erfolgt das
Kristallwachstum nicht iiber eine klassische Ostwaldreifung, bei der groBere Kristalle durch
Auflosung kleinerer Kristalle gebildet werden, sondern durch orientierte Aggregation der priméiren

Vaterit-Nanopartikel.

(1)Reaktionsgemisch aus (2)In situ Erzeugung (3) Vaterit-Nanopartikel Bildung (4)Vaterit-Nanopartikel Aggregation
NaHCO; und geldstem von CO;2 lonen
CaCl, in Ethylenglykol

+H,0
2" NaHCO, Ca?* e 2 C G £e v C
ONa\‘\Coé | | P 002007 Cai) % 0,2 A? <:Eé2 /,9
a2+ oty o o (5 ] o
Na"’Coa “6%003 (:% US, 40°C Coia COz %A/CQ? US, 40°C \ (,a m Us, 40 e //
Ca2+ Cazc,g / o Ca2+
\ NaHCO, o

Ultraschallbad

R S0 0

@ = Vaterit-Nanopartikel

Abb. 7.13: Schematische Darstellung des mdglichen Kristallisationsmechanismus der Vaterit-Partikel aus
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;) und Calciumchlorid Tetrahydrat (CaCl,-4H,0) in Ethylenglykol (EG)
mit anschlieBender Wasserzugabe. (1) Das in EG geloste CaCl,-4H,0O wurde zu der Suspension aus NaHCO;
in EG geben und durch Ultraschall (US) bei 40 °C zur Reaktion gebracht. (2) Die Carbonat- (COs>) Ionen
wurden in situ gebildet. (3) Erste Vaterit-Kristallisationskeime entstehen und werden durch die Koordination
der OH-Gruppen des EG in der nanokristallinen Form stabilisiert. Nachgewiesen durch (3a) REM- und (3b)
TEM- Aufnahmen. Im letzten Reaktionsschritt erfolgt eine Wasserzugabe, gefolgt von der nahezu
vollstindigen Kristallisation der Vaterit-Nanopartikel, aufgrund der niedrigeren Aktivierungsenergie von
Vaterit in Wasser. Die Koordinationseigenschaft des EG wird verringert, wodurch eine Aggregation der
Vaterit-Nanopartikel erfolgt, die den REM- (4a) und TEM- (4b) Aufnahmen zu beobachten sind.

: : . 4,71,121,123,130,132,1
Im Vergleich zu anderen, konventionellen nasschemischen Synthesen*7!-12!:123:130-132.133]

von
Vaterit-Partikeln zeigt die hier beschriebe Synthese entscheidenden Vorteile wie, (i) eine einfache
Durchfiihrung ohne Verwendung von toxischem Methanol oder Einleitung von CO,-Gas, (ii) keine
Verwendung von zusitzlichen Additiven wie Dopamin zur Stabilisierung der Vaterit-Modifikation,
(iii) und einfache Aufarbeitung, die zu reproduzierbaren, stabilen und lagerungsbestidndigen Vaterit-
Partikeln, ohne Phasenumwandlung fiihrt. Letztendlich wurden mit dieser einfachen Methode

groflenkontrollierte Vaterit-Partikel in nahezu quantitativer Ausbeute in einer geringen Reaktionszeit

von 30 Minuten hergestellt. Damit erfiillt diese Synthesevariante der Vaterit-Partikeln die
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essentiellen synthetischen Voraussetzungen, um als Biomaterial fiir eine medizinische Anwendung
Einsatz zu finden. Zusitzlich bietet die Aggregation der Vaterit-Nanopartikel hin zu groBeren
Partikel einen bedeutenden Vorteil fiir die Anwendung als Knochenersatzmaterial (s. Kapitel 8) im
Gegensatz zu den nicht aggregierten Vaterit-Nanopartikeln. Die synthetisierten Vaterit-Aggregate
sind gerade so grof3, dass sie von den Zellen (getestet an MG-63, HUVEC und pOB) nicht
aufgenommen werden, aber dennoch eine ausreichend groBe Oberfliche und Reaktivitat fiir die
Umwandlung in den HCA aufweisen (s. Kapitel 8). Aus anderen Arbeiten geht hervor, dass vor allem

Endothelzellen dazu neigen Nanopartikel unkontrolliert ,,aufzufressen” mit der Konsequenz eines

[144,145 146]

toxischen Effekts. I Auch Napierska et al."*” zeigten in ihrer Arbeit einen gréBeren toxischen
Effekt kleiner Silica-Nanopartikel (bis 60 nm) im Vergleich zu groBeren Partikel (bis 300 nm) bei
der Stimulation mit Endothelzellen.

Fiir die Anwendung der hergestellten Vaterit-Partikel in der Medizin ist es dringend erforderlich
die Toxizitdt und Zell-Biokompatibilitdt dieses Materials vorab zu testen. Durch die Verwendung
von keimfreien Chemikalien und ReaktionsgefdBen sowie sterilen Losungen lieBen sich Vaterit-
Partikel herstellen, die sowohl steril als auch frei von Endotoxin waren. Endothelzellen (HUVEC),
die mit unterschiedlichen Konzentrationen an Vater-Partikeln bis hin zu 500 pg/mL inkubiert
wurden, zeigten keine Expression von E-Selektin. E-Selektin ist ein Oberfldchenprotein, dessen Gen
rasch durch Endothelzellen in vivo und in vitro in Reaktion auf Endotoxin exprimiert wird. Die
Anwesenheit von Endotoxin in vivo kann zu Fieber, Entziindungen, Zell- und Gewebeschdden und

%197 Durch die Stimulation der

letztendlich auch zu einem septischen Schock und Tod fithren.!
Endothelzellen mit Endotoxin (LPS), wurde eine E-Selektin Expression induziert. Damit wurde
gezeigt, dass Zellen auch in Gegenwart einer bestimmten Komponente wachsen und einen normalen
Phinotyp aufweisen, was eine bakterielle Infektion im Kdrper simuliert. Zusitzlich wurde eine hohe
Zell-Biokompatibilitit der Vaterit-Partikel, sowohl mit Knochenzellen als auch mit Blutgefif3en
bildenden Zellen, nachgewiesen. Eine starke adhérente Eigenschaft der MG-63 Osteoblasten
gegeniiber der im Medium agglomerierten Vaterit-Partikel lieB sich beobachten. Aus fritheren
Arbeiten ist bekannt, dass das Matrixprotein Hyaluronan (auch bekannt als Hyaluronséure) eine
Schliisselfunktion in der Zelloberflaichenbindung aufweist und fiir die Vermittlung der ersten Zell-
Adhirenz-Schritte von Osteoblasten und Endothelzellen verantwortlich ist..'**'*) Hyaluronan ist ein
grofles, lineares Glycosaminoglycan mit einer stark negativen Ladung, hervorgerufen durch die
Carboxylgruppen der Glukuronsiure.*” Im Gegensatz dazu zeigen die Vaterit-Partikel eine positive
Oberfliachenladung™ (s. dazu auch Abschnitt 8.6.2). Aus diesem Grund ist es mdglich, dass die
positiv geladene Oberfliche der Vaterit-Partikel die ersten Adhédrenz-Schritte der Osteoblasten
bewirkt und letztendlich auch zu einer starken Anhaftung und Proliferation der Osteoblasten
fiihrt."">*"*" Dies konnte in der vorliegenden Arbeit in mehreren Experimenten beobachtet werden.
Die starke, adhdrente Eigenschaft der MG-63 Zellen zu den agglomerierten Vaterit-Partikeln konnte

auch eine Erklarung fiir die geringere Zellzahl bei der Kristallviolett-Farbung sein. Hierbei wurden
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mit zunehmender Konzentration an Vaterit-Partikeln und langerer Inkubationszeit weniger MG-63
Zellen nachgewiesen. Eine vermehrte Agglomeratbildung trat bei hoheren Partikel-Konzentrationen
und léngerer Inkubationszeit auf, gefolgt von einer verstirkten Zelladhdrenz auf den Vaterit-
Agglomeraten, die nicht an der Zellkulturplatte fixiert waren. Durch anschlieBende Waschschritte
gingen die an Vaterit-Partikel adhérierten Zellen verloren. Dieser Aspekt konnte mit zunehmender
Partikelkonzentration und lédngerer Inkubationszeit in zunehmendem Mall beobachtet werden
(s. Abschnitt 7.3.4, Abb. 7.7c¢). Eine spezifische Anlagerung der Osteoblasten an die Vaterit-Partikel
ist vor allem bei der Anwendung in der Knochenregeneration und den Prozessen des
Knochenaufbaus von groBem Vorteil. Infolge der verstirkten Osteoblasten-Adhéarenz lieB sich die
Aktivitdt eines spezifischen Differenzierungsfaktors, die alkalische Phosphatase (ALP), auf den
Vaterit-Partikel vermehrt nachweisen.

Im Gegensatz zu den MG-63 Osteoblasten zeigten die HUVEC eine deutlich verringerte
adhérente Eigenschaft auf den Agglomeraten der Vaterit-Partikel. Es ist allgemein bekannt, dass
Endothelzellen Matrixproteine (wie z.B. Fibronektin) benétigen, um auf Oberflichen zu

adhirieren.>?

Die hier verwendeten Vaterit-Partikel wurden nicht mit Oberfldchenproteinen
versetzt, weshalb die Endothelzellen keine adhédrenten Eigenschaften zu den Vaterit-Partikeln
aufweisen. Die fehlende Adhérenz-Eigenschaft der Endothelzellen kann allerdings, im Hinblick auf
die Anwendung der Partikel als Biomaterial, von Vorteil sein. Eine rapidere Zellmigration der
Endothelzellen konnte gewihrleistet werden und damit verbunden konnte eine schnellere
Vaskularisierung (Prozess zur Neubildung kleiner BlutgefdBe) erfolgen, ohne dass sich die
Endothelzellen zuvor von ihrem Adhérenz-Ort ablosen miissten. In einer fritheren Arbeit von

113 wurde das Aufwachsen von Endothelzellen auf Fibronektin-beschichteten

Unger et a
Hydroxylapatit-basierten 3-dimensionalen Geriisten im Hinblick auf die GefaBbildung in vitro
untersucht. Trotz Angionese-stimulierenden Umstinden wurde nur ein geringes Ablosen der
adhérierten Endothelzellen beobachtet mit der Folge einer sukzessiven GefaB3bildung.
AbschlieBend ldsst sich festhalten, dass bedeutende phanotypische Eigenschaften von
Osteoblasten und Endothelzellen nicht durch die Exposition der Vaterit-Partikel gestort oder

verdndert wurden. Durch das in dieser Arbeit vorgestellte Syntheseverfahren ist es moglich sterile,

Endotoxin-freie, nicht inflammatorische und osteoinduktive Vaterit-Partikel herzustellen.
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7.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine vielversprechende Alternative zu herkdmmlichen,
synthetischen =~ Knochen-Biomaterialien beschrieben mit dem Vorteil die natiirliche
Knochenregeneration zu stimulieren und damit physiologisches Knochenmineral in kurzer Zeit zu
erzeugen (s. Abb. 7.14). Als Ausgangsmaterial wurden Vaterit-Partikel durch eine einfache
Syntheseroute in nahezu quantitativer Ausbeute und einer hochreinen, sterilen und
lagerungsbestidndigen Form synthetisiert. Aus zwei entscheidenden Griinden wurden diese Vaterit-
Partikel als potentielles Biomaterial fiir eine natiirliche Knochenregeneration vorgeschlagen.
Einerseits bringt Vaterit aufgrund der inhdrenten Instabilitdt ideale Voraussetzungen fiir eine in vivo
Umsetzung in einen Knochen-éhnlichen Apatit mit, worauf im nachfolgenden Kaptitel 8 ausfiihrlich
eingegangen wird. Andererseits wurde durch den Nachweis der alkalischen Phosphatase (ALP)
Aktivitdt gezeigt, dass die hergestellten Vaterit-Partikel die Differenzierung von Osteoblasten
anregen. Dadurch ist es nicht nur moglich, dass die Vaterit-Partikel die natiirliche
Knochenregeneration antreiben, sondern gleichzeitig durch die vermehrte Phosphat-Ionen
Freisetzung mittels ALP ihre eigene Umsetzung in ein Knochenmineral beschleunigen. Dariiber
hinaus erfiillen die synthetisierten Vaterit-Partikel wichtige Anforderungen fiir eine biomedizinische
Anwendung, indem bestétigt wurde, dass sie (i) keine zytotoxischen Wirkungen auf Zellen haben -
nachgewiesen durch MTS-, LDH- und Kristallviolett-Assays, (ii) frei von Endotoxinen sind, (iii)
keine inflammatorische Effekte auf humane Endothelzellen haben und (iv) eine ausgezeichnete
Biokompatibilitdt mit priméren humanen Osteoblasten und Endothelzellen bis zu einem Zeitraum
von 7 Tagen in hohen Konzentrationen von bis zu 500 pg/mL aufweisen.

Aufgrund der hervorragenden ersten in vitro Zell-Experimenten ist es von groBem Interesse
weitere Untersuchungen an priméren Zellen durchzufiihren, um den Einfluss der Vaterit-Partikel auf
die Differenzierung von Osteoblasten und auf die Vaskularisierung der Endothelzellen weiterfiihrend
zu beurteilen. In weiterfilhrenden in vivo Experimenten ist eine abschlieBende Beurteilung des
Einsatzes der Vaterit-Partikel fiir die Knochenregeneration zu kliaren. In diesem Zusammenhang
muss noch ein geeignetes, biokompatibles Transportsystem geschaffen werden, das einerseits die
Partikel gezielt an die Defektstelle bringt und andererseits fiir eine lokale Wirkung der Vaterit-
Partikel sorgt (s. Kapitel 10). In Abwesenheit eines solchen Systems wiirde eine Auflosung der
Vaterit-Partikel eine systemische und keine lokale Erhdhung der Calcium-Konzentration bewirken,
was eine Rekristallisation in Form von ,,Verkalkungen* an unerwiinschten Stellen zur Folge hitte.
Eine weitere interessante Fragestellung, ergibt sich durch die Verwendung von fetalen Rinderserum
(FBS). Hierbei ist zu priifen ob eine spezifische Bindung der Serumproteine an die Vaterit-Partikel
erfolgt und dies eine Auswirkung auf die Umwandlung von Vaterit in den Knochen-dhnlichen Apatit
hat. Im Hinblick auf die medizinische Anwendung der Vaterit-Partikel ist eine Ubertragung der
Synthesevorschrift vom Labor- in den nachhaltigen Produktionsmalstab essentiell. Die hier

prasentierte einfache Synthesevorschrift bietet dafiir gute Voraussetzungen.
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Abb. 7.14: Schematische Darstellung der optimierten Synthese von Vaterit-Partikel und deren biologische

Anwendung in der Knochenregeneration.

Abschlieend ist festzuhalten, dass in diesem Kapitel der vorliegenden Arbeit entscheidende,
biologisch relevante Eigenschaften der Vaterit-Partikel aufgezeigt wurden, die sich besonders fiir

eine zukiinftige Anwendung im Bereich einer schnellen physiologischen Knochenregeneration

auszeichnen.
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Umsetzung von Vaterit
in Knochen-ahnlichen Hydroxylapatit

Die Ergebnisse dieses Kapitels sind teilweise Gegenstand des Manuskript ,,7ransformation of
vaterite nanoparticles to hydroxycarbonate apatite in a hydrogel scaffold: relevance to bone

formation* erschienen in Journal of Materials Chemistry B 2015, 3, 35, 7079 — 7089.1*]

8.1 Einleitung

Die in vivo Knochenbildung ist ein sehr komplexer Prozess. Viele verschiedene Biomolekiile und
Zellkompartimente spielen bei der Strukturbildung eine entscheidende Rolle und tragen zu den

14 Aufgrund allgegenwirtiger Knochendefekte,

beeindruckenden Eigenschaften des Knochens bei.!
wie beispielsweise Osteoporose, besteht eine hohe Nachfrage an synthetischen
Knochenersatzmaterialen. Dadurch angetrieben besteht grofles Interesse die Struktur des Knochens
und den Knochenbildungsmechanismus besser zu verstehen. Im Vergleich zum stochiometrischen
Hydroxylapatit (HA) weist das Knochenmineral Defizite in Bezug auf Calcium- und Hydroxid-Ionen
auf und ist ferner durch zahlreiche Substitutionen von lonen, hauptsdchlich Carbonat-Ionen,
gekennzeichnet.*’"***'*1 Dje Art und Menge dieser Substitutionen ist abhingig von
physiologischen Bedingungen. Die Substitutionen beeinflussen sowohl die Kristallitgrofie als auch
die Loslichkeit des Knochenminerals, wodurch der natiirliche Knochenumbau durch Aufbau- und

330151 Ein synthetisches Abbild eines solchen physiologischen

Abbauprozesse ermdglicht wird.!
Knochenminerals zu schaffen, stellt eine der grofiten Herausforderung der aktuellen Forschung dar.

Aufgrund ihrer chemischen Ahnlichkeit zum Knochenmineral basieren géingige anorganische
Biomaterialien fiir den Knochenersatz auf Calciumphosphaten (CaPs), wie zum Beispiel HA und
Tricalciumphosphat (TCP)."'"*'"! Diese CaPs zeichnen sich durch ihre Bioaktivitit,

(1] 11y zahlreichen in vitro

[158-160] g0

Osteokonduktivitdt und direkten Bindung zum natiirlichen Knochen aus.

156,157 .
571 und die verwandten CaPs

und in vivo Studien wurde nachgewiesen, dass HA!
Adhérenz, Differenzierung und Proliferation von knochenbildenden Zellen (Osteoblasten und
mesenchymale Stammzellen) unterstiitzen. Die osteokonduktiven und osteoinduktiven
Eigenschaften der CaPs hingen vor allem von ihrer Resorptionseigenschaft und ihrer Loslichkeit
ab.l'"! Aufgrund der thermodynamischen Stabilitit des HA unter physiologischen Bedingungen

[115]

besteht der Nachteil der mangelnden Bioresorption. In den letzten Jahren erreichte der

8
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Carbonat-haltigen Hydroxylapatit (HCA, hydroxycarbonate apatite) groBle Aufmerksamkeit als
Knochenersatzmaterial. Sowohl die dhnliche chemische Zusammensetzung und Kristallstruktur zur
Apatit-Phase im natiirlichen Knochen, als auch die gute Osteokonduktivitdt und vor allem die
Bioresorption zeichnen ihn gegeniiber dem HA als vorteilhaftes Biomaterial fiir den Knochenersatz
aus [711162163]

Von zunehmender Bedeutung fiir die Knochenregeneration sind amorphe Modifikationen des
Calciumcarbonates (ACC) und des Calciumphosphates (ACP), die als potentielle anorganische

42,117-11 .
A7) Diese amorphen

Vorlaufer fiir die Bildung des Knochenminerals beschrieben werden.!
Modifikationen bringen allerdings einen entscheidenden Nachteil mit sich. Sie neigen als
thermodynamisch metastabile Modifikationen zur spontanen Kristallisation und sind somit nicht

200 Im Unterschied dazu hat Vaterit, als metastabile Calciumcarbonat

lagerungsbestindig.!
Modifikation, in den letzten Jahren das Interesse der Forscher im Bereich der Auflosungs- und
Rekristallisationsprozesse geweckt. Im Fokus steht dabei die Umsetzung der Vaterit-Partikel in eine
HA-Spezies und deren Anwendung als Knochenersatzmaterial.’"'*'""**!'*l Die in dieser Arbeit
synthetisierten Vaterit-Partikel (s. Kapitel 7) zeigen, aufgrund der ausgezeichneten Biokompatibilitat
und Lagerungsbestindigkeit, ideale Voraussetzungen fiir die Anwendung als Biomaterial in der
Knochenregeneration. Im Gegensatz zu den herkdmmlich verwendeten Biomaterialien, beruht die
Verwendung einer Vorstufe des Knochenminerals auf der in vivo Bildung des
Knochenersatzmaterials und dient damit der natilirlichen Knochenregeneration. Durch die in vivo
Bildung kénnte der Einbau weiterer Fremdionen (wie Na“, Mg”>" und vor allem CO;”) und Zellen
(Osteoblasten, Osteozyten) ermdglicht werden, wodurch eine HA-Spezies mit nahezu identischer

chemischer und biologischer Ahnlichkeit zum natiirlichen Knochenmineral entstehen konnte.

Die Umsetzung der Vaterit-Partikel in eine solche Knochen-dhnliche Komponente wurde in
diesem Kapitel verfolgt und quantifiziert. Dabei wurde die Umsetzung unter physiologischen
Bedingungen bei pH 7,4 und 37 °C iiber einen Zeitraum von bis zu 6 Monaten verfolgt. Zusétzlich
wurden Effekte von Fremdionen und Serumproteinen auf die Umsetzung der Vaterit-Partikel und die

Bildung der HA-Spezies analysiert.
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8.2 Materialien und Methoden

Fir die nachfolgenden Untersuchungen wurden, wenn nicht anders beschrieben, die

synthetisierten und charakterisierten Vaterit-Partikel aus Kapitel 7 verwendet.

8.2.1 Reagenzien / Chemikalien

141 frisch hergestellten

Die Inkubationen der Vaterit-Partikel erfolgten in einer nach Kokubo ez al.!
simulierten Korperfliissigkeit (SBF: simulated body fluid). Hierfiir wurden etwa 700 mL Wasser in
einen 1000 mL Messkolben vorgelegt und auf 37 °C temperiert. Unter Rithren wurden die in Tab.
8.1 aufgefiihrten Reagenzien der Reihe nach gelost. Der pH-Wert wurde mit 1 molarer Salzsédure auf
pH 7,37 bei 37 °C eingestellt und der Messkolben, nach Abkiihlung auf Raumtemperatur, bis zur

Eichmarke mit Wasser befiillt.

Tab. 8.1: Gewicht und Konzentration der Reagenzien fiir die Herstellung von 1 L SBF.

Gewicht / Konzentration

Reagenz (Hersteller) Volumen / mM
NaCl (Acros, > 99,0%) 8,035 ¢ 137,5
NaHCO; (Sigma Aldrich, > 99,7%) 0,355 ¢ 4,2
KCI (Sigma Aldrich, > 99,0%) 0,225 ¢ 3,0
K,HPO, 3H,0 (Sigma Aldrich, > 99,0%) 0,231 ¢g 1,0
MgCl,-6H,0 (Merck, > 99,0%) 0,311 g 1,5
IM HCI 39 mL -
CaCl, (Sigma Aldrich, > 93,0%) 0,292 g 2,63
Na,SO4 (Acros, 99,0%) 0,072 g 0,51
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (C4H;;NO3, Carl Roth, > 99,9%) 6,118 g 50,5

Zusatzliche Inkubationen erfolgten in einer kommerziell erworbenen Phosphat-gepufferten
Salzlosung (PBS: phosphate buffered saline, D8537 Sigma Aldrich) und in einem Zellkulturmedium,
bestehend aus Minimum Essential Medium Alpha + Glutamax I (MEMa, gibco” Thermo Fisher
Scientific) mit 10% fetalem Rinderserum (FBS: fetal bovine serum, Sigma Aldrich) und
100 U / 100 pg/mL Penicillin/Streptomycin (P/S, Gibco® Thermo Fisher Scientific).

Nach entsprechender Inkubationszeit der Vaterit-Partikel erfolgte die Aufreinigung der Proben
durch Zentrifugation bei 9000 U/min fiir 15 Minuten und mehrfachem Waschen des erhaltenen
Feststoffes mit Wasser und Ethanol (C,HeO, Sigma Aldrich, > 99,8%). Die erhaltenen Feststoffe
wurden im Hochvakuum bis zur Massenkonstanz getrocknet und anschlie8end charakterisiert.

Als Referenzsubstanz wurde ein kommerziell erworbener Hydroxylapatit (Ca;o(PO4)s(OH),,
Sigma Aldrich, > 97%, 677418) verwendet. Zusétzlich wurde ein Referenz-Knochenmineral aus
einem humanen Knochen durch Auskochen gewonnen. Der humane Knochen entstammte aus dem
Knie eines 52-jahrigen Mannes und erfolgte, entsprechend den gesetzlichen ethischen Vorschriften,

als anonyme Spende ohne patientenbezogene Daten bei einer Knochentransplantation.
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8.2.2 Charakterisierungsmethoden

Die Morphologie der untersuchten Proben wurde mittels der Rasterelektronenmikroskopie
(REM) und der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ermittelt. Durch energiedispersive
Rontgenspektroskopie (EDX: energy dispersive X-ray spectroscopy) und
Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS: electron energy loss spectroscopy) erfolgten
Elementanalysen.

Mit Hilfe der Pulver-Rontgendiffraktometrie (XRD: X-ray diffraction) wurden die Phasen
zugeordnet. Quantifizierungen der Phasen ergaben sich durch Vollprofilanpassungen unter
Verwendung des fundamentalen Parameter-Ansatzes, entsprechend der Implementierung aus
TOPAS Academic Version 5 und Version 6."*”! Detaillierte Angaben zu den Modellierungen sind
dem Anhang A, Abschnitt 11.1 zu entnehmen. Abweichend dazu erfolgte die quantitative
Phasenanalyse der Inkubationen aus Abschnitt 8.3.2 mittels simultaner Anpassung aller
Diffraktogramme einer Inkubationsreihe. Dazu wurden fiir jede Einzelmessung jeweils nur der
Skalierungsfaktor und die KristallitgroBe jeder Phase sowie die Probenposition, die Probenrauigkeit
sowie drei Untergrundparameter verfeinert. Die Gitterparameter und die isotropen
Auslenkungsparameter wurden simultan fiir alle Messungen angepasst. Dieser Ansatz fiihrte,
insbesondere bei schlechten Einzelmessungen oder geringen Massenanteilen einer einzelnen Phase,
zu einer stabileren Anpassung und innerhalb einer Reihe zu vergleichbaren Ergebnissen. War keine
exakte Quantifizierung der Kristallitabmessungen bei den Anpassungen erforderlich, erfolgte die
Modellierung der anisotropen Kristallitausdehnung des kristallinen Hydroxylapatits anhand der
Kugelflachenfunktionen. Die Koeffizienten der einzelnen Kugelfldchenfunktionen wurden fiir alle
Messungen simultan angepasst, sodass ein individueller isotroper GroBenfaktor fiir jede Messung
erforderlich war.

Die Fourier-Transformation-Infrarot- (FT-IR) und Raman-Spektroskopie wurden als weitere
Charakterisierungsmethoden zur Identifizierung von funktionellen Gruppen genutzt. Eine
quantitative Durchfilhrung der FT-IR-Spektroskopie ermoglichte iiber das Phosphat zu
Carbonatlonenverhiltnis die Anteile an Hydroxylapatit (HA) und Vaterit zu bestimmen. Hierzu
wurden Standard-Proben mit definiertem Massenanteil an kommerziell erworbenem HA (0, 10, 20,
25, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 wt%) und synthetisiertem Vaterit (100, 90, 80, 75, 70,
60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 0 wt%) hergestellt. Kupfer-(I)-cyanid (CuCN, Sigma Aldrich)
fungierte als interner Standard fiir die Normierung der Spektren. Im Verhiltnis 80 wt% CuCN und
20 wt% Probe wurde es sowohl den Standard-Proben als auch den Proben der Inkubationen
zugemischt. Pro Mischungsverhdltnis wurden zwei Proben hergestellt und jeweils dreimal
vermessen. Die Mittelwerte mit Standardabweichungen wurden fiir die Quantifizierung verwendet.

Eine quantitative °'P-Festkorper-Kernresonanz-Spektroskopie (NMR: solid state nuclear
magnetic resonance spectroscopy) wurde an ausgewidhlten Proben, zur Identifizierung und

Quantifizierung der Phosphorspezies, durchgefiihrt.
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Detaillierte Angaben zu den Messmethoden bzw. Gerdteparametern sind dem Anhang A,
Abschnitt 11.1 zu entnehmen.
Alle Inkubationsreaktionen wurden auf einem Heidolph Unimax 1010 Schiittler mit

Inkubatormodul 1000 bei 37 °C und leichtem Schiitteln (150 U/min.) durchgefiihrt.

8.2.3 Exkurs: Probenpriparation fiir Zeta-Potential Messungen und Proteinkorona

Analysen

Fiir die Zeta-Potential Messungen wurden Vaterit-Partikel im entsprechenden Medium (Wasser
und 10x verdiinntem PBS jeweils mit und ohne 10% FBS) in einer Konzentration von 1 mg/mL
resuspendiert, fiir 30 Minuten im Ultraschallbad homogenisiert und im Anschluss direkt bzw. nach
1 und 6 Stunden vermessen. Die Vaterit-Partikel-Suspensionen wurden mit einer 1 mM KCI-Ldsung
auf eine finale Konzentration von 500 pg/mL verdiinnt und am Zetasizer Nano Series Instrument der
Firma Malvern vermessen. Alle Proben wurden als Triplikate vermessen.

Fiir die Proteinkorona-Analyse wurden Vaterit-Partikel-Suspensionen in Konzentrationen von
50 pg/mL bis 10 mg/mL in Zellkulturmedium MEMa mit 10% FBS hergestellt. Zusitzlich wurden
100 pg/mL Vaterit-Partikel-Suspensionen in MEMa mit 50% FBS und in reinem FBS hergestellt.
Die Suspensionen wurden fiir 10 Minuten im Ultraschallbad homogenisiert und fiir 1 Stunde bei
37 °C inkubiert. Die Aufreinigung erfolgte durch Zentrifugation (20.000 g, 4 °C, 30 Minuten) und
dreimaligen Waschschritten mit PBS, zur Entfernung der nicht oder nur leicht gebundenen Proteinen.
Die Desorption der an Vaterit-Partikel gebundenen Proteine erfolgte durch eine 62,5 mM TRIS / HCI
gepufferten 2%-igen Natriumdodecylsulfat (SDS: sodium dodecylsulfate) —Losung bei 95 °C fir
5 Minuten. Nach anschlieBender Zentrifugation (20.000 g, 5 Minuten) lagen die desorbierten
Proteine im Uberstand vor. Die Masse an gebundenen Proteinen wurde mittels Pierce 660 nm Protein
Assays bestimmt und anhand der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE: sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) nach ihrem Molekulargewicht

aufgetrennt.['07’165’166]

Fir die SDS-PAGE wurden, abhidngig von der nachgewiesenen
Proteinkonzentration in den Proben, 0,5-1,0 pg Protein aufgetragen und die Proteinbanden mittels
Silberfarbung unter Verwendung des kommerziell erworbenen Silver Quest Silver Staining Kit
(Thermo Fisher Scientific) nach Angaben des Herstellers detektiert. Alle Proben wurden als

Duplikate vermessen.

Die Probenpridparation und die Durchfithrung der Zeta-Potential Messungen und der

Proteinkorona Analysen erfolgten von _ aus der Gruppe von _
- unter Projektleitung Von_ am MPIP in Mainz.
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8.3 Ergebnisse

Die Vaterit-Partikel wurden durch eine Ultraschall-basierte Synthese in einem Ethylenglykol-
Wasser Gemisch aus Calciumchlorid Tetrahydrat und Natriumhydrogencarbonat, wie in Kapitel 7
beschrieben, hergestellt. Nach vollstdndiger Trocknung und Charakterisierung wurden die Partikel

fiir die nachfolgenden Inkubationen verwendet.

8.3.1 Umsetzung der Vaterit-Nanopartikeln in Carbonat-haltigen Hydroxylapatit

Eine erste Beurteilungen zur Reaktivitdit und Umsetzungseigenschaft von Vaterit in eine
Knochen-dhnliche Apatit-Spezies erfolgte an Vaterit-Nanopartikeln, die nach der Synthesevorschrift
von Schiiler et al.®* hergestellt wurden. Die Vaterit-Nanopartikel wurden in einer Konzentration von
1 mg/mL in einer simulierten Korperfliissigkeit (SBF), bei 37 °C und leichtem Schiitteln
(150 U/min.) iiber einen Zeitraum von bis zu 6 Monaten inkubiert. SBF ist eine TRIS-gepufferte
Losung mit einer nahezu identischen lonenkonzentration wie sie im humanen Blutplasma (hBP)

vorliegt (s. Tab. 8.2), wodurch eine biomimetische, knochenbildende Umgebung nachgeahmt wird.

Tab. 8.2: Ionenkonzentrationen in SBF verglichen mit den Ionenkonzentrationen im humanen Blutplasma
(hBP).l'¢4

[Na']l [K'7 [Mg"] [Ca] [CI]T [HCO;y] [HPOS] [SO47] pH

mM mM mM mM mM mM mM mM bei 37 °C
SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 147,8 4,2 1,0 0,5 7,4
hBP | 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5 7,2-7.4

In Abb. 8.1 sind die Resultate der Inkubation der Vaterit-Nanopartikel in SBF bis zu einer
Inkubationszeit von 72 Stunden zusammengestellt. Anhand einer quantitativen Phasenanalyse der
Pulver-Réntgendiffraktometrie- (XRD) Daten wurde nachgewiesen, dass die nach Schiiler et al.*"
hergestellten Vaterit-Nanopartikel noch geringe Spuren von Calcit enthielten (Reflex (104) bei
260 ~ 29°) und somit nicht vollstindig phasenrein vorlagen. Im Verlauf der Inkubation der Vaterit-

Nanopartikel in SBF konnten zusétzliche Reflexe bei 26 ~ 26° (002) und 26 ~ 32° (211)

1671691 Die Resultate der

nachgewiesen werden, die dem Hydroxylapatit (HA) zuzuordnen sind.!
quantitativen Phasenanalyse sind in Abb. 8.2 aufgefiihrt und zeigen mit lingerer Reaktionszeit eine
Zunahme des Anteils der HA-Spezies, bei gleichzeitiger Abnahme des Anteils an Vaterit. Auffillig
ist allerdings auch, dass der Anteil an Calcit im Laufe der Reaktionszeit leicht anstieg. Details zur

quantitativen Phasenanalyse sind im Anhang A, Abschnitt 11.2, aufgefiihrt.
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Abb. 8.1: Charakterisierung der Vaterit-Nanopartikel (V-NP) (i, schwarz) vor und nach der Inkubation in SBF
fiir (i1, rot) 24h, (iii, griin) 48h und (iv, blau) 72h. (a) Pulverdiffraktogramme mit quantitativer Phasenanalyse
durch Vollprofilanpassung, die roten Punkte stellen die Messdaten dar, die schwarze Linien zeigen die
Anpassungen und die rote Linien geben die Differenzen an, rote Reflex-Markierungen = Vaterit**, schwarze
Reflex-Markierung = HA!"’".(b) FT-IR-Spektren (oben) sind auf die v, (CO5>") —Bande bei 744 cm™ normiert
und Raman-Spektren (unten).
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Abb. 8.2: Ergebnisse der quantitativen Phasenanalyse anhand der XRD-Daten der Vaterit-Nanopartikel vor
und nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubation in SBF mit graphischer Darstellung der Massenanteile der einzelnen
Phasen als Funktion der Inkubationszeit.

Mittels der analytischen Methoden, FT-IR- und Raman-Spektroskopie, lieBen sich neben den fiir
Vaterit charakteristischen Schwingungsmoden der CO;>-Gruppe (s. Kapitel 7, Tab. 7.1) weitere

8
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Schwingungsbanden bei etwa 1024 cm™ und 963 cm™ nachweisen, die mit lingerer Inkubationszeit
in ihrer Intensitit zunahmen. Die Bande bei 1024 cm™ entspricht der dreifach entarteten
asymmetrischen P-O Streckschwingung der PO, -Gruppe und die Bande bei 963 cm™ lisst sich der
symmetrischen P-O Streckschwingung der PO, -Gruppe zuordnen (s. Abb. 8.1b, oben).'**'"!
Zudem ldsst sich auch eine Zunahme einer breiten OH-Bande, bei etwa 3400 cm™, im IR-Spektrum
beobachten. In Abb. 8.1b (unten) ist das Raman-Spektrum der 72 Stunden SBF-Inkubation (blau) im
Vergleich zu dem Raman-Spektrum der eingesetzten Vaterit-Nanopartikel (schwarz) aufgetragen.
Die Bande der symmetrischen P-O Streckschwingung der PO, -Gruppe ist bei 962 cm™ deutlich
sichtbar. Zusitzlich sind noch weitere schwache Banden der PO, -Gruppe bei 1040 cm™ (dreifach
entartete asymmetrische P-O Streckschwingung), 594 cm™ (dreifach entartete O-P-O Spreiz-
Deformationsschwingung) und 447 cm™ (doppelt entartete O-P-O Kipp-Deformationsschwingung)

U7LI72) Dariiber hinaus

zu beobachten, die sich dem PO,”-Ion des Hydroxylapatits zuordnen lassen.
sind immer noch Banden der CO;>-Gruppe vorhanden, allerdings in deutlich geringerer Intensitit.
Die Bande bei 962 cm™ ist charakteristisch fiir eine hoch kristalline Phosphat-Apatit-Phase, wobei
die Breite der Bande auf das Vorliegen von sehr kleinen und ungeordneten Kristalliten hinweist.!'”*!

Anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen (REM und TEM) wurden, wéhrend der
Inkubationszeit in SBF, signifikante Anderungen in der Morphologie beobachtet. Die REM-
Aufnahmen sind in Abb. 8.3 zusammengestellt und zeigen Vaterit-Nanopartikel mit der typisch

ellipsoiden Form in den Dimensionen von 25 nm x 50 nm (Abb. 8.3a).*"

Abb. 8.3: REM-Aufnahmen der Vaterit-Nanopartikel (a) vor und nach der Inkubation in SBF fiir (b) 24 h,
(c) 48 hund (d) 72 h, zeigen die Zunahme einer ,,Wiistenrosen-dhnlichen® Struktur.

Durch die Inkubation in SBF sind neben den Vaterit-Nanopartikeln noch zusétzliche Strukturen
entstanden, die im Laufe des Inkubationszeitraums bis hin zu 72 Stunden deutlich zunahmen (s. Abb.
8.3b-d). Die Veranderung der Morphologie bei fortschreitendem Kristallwachstum weist auf eine
Veranderung des Auflosungs- und Kristallisations-Prozesses hin. In der ersten Phase des
Kristallwachstums von HA werden die nanoskopischen Plittchen zwischen den Vaterit-
Nanopartikeln gebildet (s. Abb. 8.3b). In der anschlieBenden zweiten Phase erfolgt eine
Kristallisation weiterer Plittchen als diskrete Einheiten auf den vorhandenen plattchenféormigen
Strukturen, wodurch sich die ,,Wiistenrosen-dhnlichen® Gebilde formen (s. Abb. 8.3b-d).
Hochaufgeloste REM-Aufnahmen in Abb. 84a und b zeigen die Zusammenlagerung der
entstehenden Plattchen. Anhand von TEM-Aufnahmen nach 72 Stunden Inkubation in SBF wurde
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bestitigt, dass die entstandenen Partikel aus aggregierten Nanopldttchen bestehen und wie eine

Schicht iiber den noch vorhandenen Vaterit-Nanopartikeln wachsen (s. Abb. 8.4c, d).

Abb. 8.4: (a, b) Hochaufgeloste REM-Aufnahmen und (¢, d) TEM-Aufnahmen der pléttchenformigen
Aggregate, die sich aus Plittchen-dhnlichen Nanokristallen zusammensetzten, die nach 72 h Inkubation von
Vaterit-Nanopartikeln in SBF entstanden sind.

Die Kristallitgrofle der entstandenen Nanoplattchen wurde mit Hilfe einer Vollprofilanpassung
anhand der XRD-Daten aus Abb. 8.1 bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 8.3 dargestellt und
zeigen Kristallitgrofen von 26-32 nm Lénge und 13-17 nm Breite die auf der Basis eines
hexagonalen Kristallsystems mit der Raumgruppe P6s;/m berechnet wurden. Aus Abb. 8.4c und d
geht hervor, dass die gebildeten Plittchen nur eine sehr geringe Dicke aufweisen. Des Weiteren
scheint es als wiirden sie sich an den Kanten zum Teil einrollen, wodurch die ,,Igel-artige* Struktur

resultiert (s. Abb. 8.4c¢).

Tab. 8.3: Ergebnisse der GroBenbestimmung der wihrend der Inkubation von Vaterit-Nanopartikel
entstehenden HA Kristallite durch Vollprofilanalyse der XRD-Daten (s. Abb. 8.1) mit einem Aspektverhiltnis
von 2:1.

Inkubationszeit / h Lange der HA Kristallite / nm Breite der HA Kristallite / nm
24 32(3) 17(2)
48 30(1) 15(1)
72 26(1) 13(1)

Wihrend der Langzeit-Inkubation in SBF von bis zu 6 Monaten lieB8 sich anhand von XRD-
Untersuchungen und morphologischen Betrachtungen mittels REM, ein signifikant zunehmender
Anteil an Calcit feststellen (s. Abb. 8.5). Die deutliche Zunahme der Calcit-Phase ist am intensiven
Reflex bei 260 ~ 29° (104) zu beobachten. Nach 6 Monaten Inkubation in SBF konnten keine Reflexe
der Vaterit-Phase zugeordnet werden. Hingegen wurden die Reflexlagen der Calcit-Phase

zugewiesen. Die dem HA zugeordneten Reflexe bei 26 ~ 26° (002) und 26 ~ 32° (211) konnten

8
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weiterhin nachgewiesen werden, allerdings mit stark verbreiteten Reflexen. Vor allem bei 20 ~ 32°
ist eine starke Verbreiterung und Uberlappung mehrerer Reflexe zu beobachten. Demzufolge ist
keine Zuordnung der einzelnen (211), (300) und (202) Reflexe moglich, wie sie im HA zu finden
sind."®! Anhand der entsprechenden SEM-Aufnahmen lieBen sich die XRD-Ergebnisse auch visuell
bestétigen (s. Abb. 8.5 rechts). Nach einem Monat konnten immer noch viele, nicht umgesetzte stark
agglomerierte, ellipsoide Vaterit-Nanopartikel beobachtet werden. Gleichzeitig konnten auch die
»Wiistenrosen-dhnlichen® Strukturen zwischen den Vaterit-Agglomeraten nachgewiesen werden.
Bei der Betrachtung der Partikel nach 3 Monaten konnte keine deutliche Zunahme der ,,Wiistenrosen-
dhnlichen Strukturen erfasst werden. Hingegen trat verstirkt eine dritte, ausgeprigte
rhomboedrische Morphologie auf, die charakteristisch fiir Calcit ist.*” Diese Morphologie konnte
nach 6 Monaten als dominierende Struktur in der REM-Aufnahme bestétigt werden, wobei die

,, Wiistenrosen-ahnlichen® Strukturen nach wie vor zu finden waren.
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Abb. 8.5: Pulverdiffraktogramme der Langzeit-Inkubation der Vaterit-Nanopartikel (1 mg/mL) in SBF mit den
entsprechenden REM-Aufnahmen nach (i) 1 Monat (griin), (ii) 3 Monaten (violett) und (iii) 6 Monaten
(magenta). Mit Angabe der Reflexlagen von Calcit (C)P”, Vaterit (V) und fiir Hydroxylapatit (HA)!'"".
Monat ist als M abgekiirzt.
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Diskussion:
In der Literatur sind die beobachteten ,,Wiistenrosen-dhnlichen* Strukturen als lath-like spherical
agglomerates beschrieben und stellen eine typische Morphologie des Knochen-dhnlichen Carbonat-

7% Im Vergleich zum reinen Hydroxylapatit (HA) werden die

haltigen Hydroxylapatits (HCA) dar.
Apatit-Kristallite des Knochens als plattchenformig beschrieben. Mit einer Lange von 8-50 nm, einer
Breite von 5-25 nm und einer Dicke von 1-4 nm gehoren sie zu den kleinsten biologischen

45201 In diesem Abschnitt konnten dhnliche morphologische Beobachtungen bei der

Kristalliten.
Inkubation von Vaterit-Nanopartikeln in einer simulierten Korperfliissigkeit (SBF) gemacht werden.
Mittels Vollprofilanpassung der XRD-Daten wurden die entstandenen HA-Kristallite mit einer
Linge von 26-32 nm und eine Breite von 13-17 nm bestimmt. Peters et al.!'>* untersuchten und
verglichen in ihrer Arbeit die KristallitgroBen vom Knochenmineral und von synthetischem HA
mittels hochauflosender XRD-Analyse. Sie konnten nachweisen, dass im Knochen die Apatit-
Kristallite in der kristallographischen c-Achse elongiert sind. Diese Anisotropie konnten sie bei
synthetischem HA nicht bestdtigen. Bei den aus Vaterit-Nanopartikeln entstandenen HA-Kristalliten
konnte eine vergleichbare Anisotropie nachgewiesen werden. Weiterhin ist bekannt, dass sich durch
den Einbau von Carbonat-lonen in das Kristallgitter des HAs die Morphologie verdndert. Bereits

'] beobachteten 1967 durch TEM-Studien eine Anderung der Morphologie des

LeGeros et al.t
synthetischen HA von nadelformigen zu plattchenférmigen Kristallen. Anhand der REM- und TEM-
Aufnahmen konnten solche plattchenformigen Strukturen auch bei dem aus Vaterit gebildeten HA
beobachtet werden. Weiterhin wurde eine Aggregation dieser Nanopléttchen zu den ,,Wiistenrosen-
dhnlichen* Gebilden beobachtet. Die Vaterit-Nanopartikel fungieren als lonenreservoir, bzw. als
HA-Prikursor. Folglich resultieren die ,,Wiistenrosen-dhnlichen* Strukturen durch eine sekundére
Keimbildung der HA-Pléttchen auf der Oberfliche der Vaterit-Nanopartikel (vgl. Abb. 8.3). Die
Oberflachenbeschaffenheit impliziert, dass das Wachstum der HA-Kristalle durch
Partikelaggregation erfolgt. Es kann vermutet werden, dass Calcium (Ca*") -Ionen und Carbonat
(CO5™) -Ionen durch Auflésen der Vaterit-Nanopartikel wihrend der Inkubation in SBF freigesetzt
werden, wodurch eine lokale Erhéhung der Ca®'-Ionen auftritt. In Anwesenheit der im SBF
befindlichen Phosphat (PO,”) -Ionen wird der Ubersittigungspunkt von HA erreicht und eine HA-
Keimbildung erfolgt auf der Oberflache der Vaterit-Nanopartikel.

Die Morphologie der entstehenden HA Kristallite weist auf eine Substitution durch CO5* -Ionen
im HA hin, sodass ein nichtstochiometrischer HA resultiert, wie er auch im Knochenmineral zu
finden ist.*>*"1%) Zysitzlich zu den Ca”—, PO,*>- und OH -Ionen besteht der biologische HA aus
Verunreinigungen, bzw. Fremdionen, wobei die CO;” -Ionen den groBten Anteil mit 2-8 wt%
ausmachen.”>'"*'"! Ein weiterer Hinweis darauf, dass CO;” -Ionen in das HA-Gitter eingebaut sind,
ist der ausgesprochen breite Reflex bei 260 ~ 32°, der in Abwesenheit der Vaterit-Phase nach
6 Monaten gut beobachtet werden konnte (vgl. Abb. 8.5iii). Aus der Literatur ist bekannt, dass diese

verbreiterte Reflexform sehr kleinen Kristalliten zuzuschreiben ist und / oder aus der Substitution
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der PO,” -Ionen gegen COs> -Ionen resultiert.'®'®'"* Hierbei handelt es sich um den B-Typ des
HCA, wohingegen beim A-Typ HCA die OH -Ionen gegen CO;> -Ionen substituiert werden.” Die
Bildung des HCA vom B-Typ ist in einer wissrigen Umgebung gegeniiber dem A-Typ bevorzugt,
wobei der A-Typ durch hohere Temperaturen begiinstigt wird.'*” Eine mégliche Erkldrung fiir die
nanoskopische KristallitgroBe des erhaltenen HA ist durch das Einbringen der COs> -Ionen gegeben.
Die Substitution der PO,> -Ionen gegen CO5” -Ionen (CO32') erfordert formell auch einen Ersatz der
Ca”" -Ionen, wie in Gl. 8.1 gezeigt. Das CO5> -Ionen ist sowohl kleiner als auch geringer geladen als
das PO, -Ion. Daraus resultiert einerseits die Entstehung von Ca*'-Defekten (Leerstellen) und
andererseits auch mechanischer Stress. Dies erklért zugleich die geringe Kristallinitit im Vergleich
zum reinen HA. Hierin begriindet sich auch die bessere biologische Aktivitit und Abbaubarkeit des

HCA im Vergleich zum HA, was fiir die Knochenregeneration von groBem Vorteil ist..'’"

Ca;o(PO4)s(OH), + XCO3* — Cayox(PO4)sx(CO3)x(OH)ay + xCa®" + xPO,> + xOH GL 8.1

Die in den XRD-Untersuchungen beobachtete verringerte KristallitgroBe des HA mit langerer
Inkubationszeit kann einerseits, wie zuvor beschrieben, mit der zunehmenden Substitution der PO, -
gegen die CO;~ -lonen erklirt werden. Andrerseits nimmt die Kristallinitit iiber den
Inkubationszeitraum in Form eines Alterungsprozesses zu und kann wie folgt erldutert werden. Die
Dichte einer kristallinen Probe ist hoher als die einer Probe mit geringer Kristallinitdt. Wahrend der
fortschreitenden Inkubation gibt es kein zusétzliches Kristallwachstum mehr, nur die Kristallinitét
der Kristallite nimmt zu. Ist die KristallitgroBe limitiert, fiihrt die Reorganisation der Kristallite zu
einer kompakteren Form und damit zu einer zunehmenden Dichte. Als Folge nimmt die
Kristallitgrof3e ab.

In diesem Abschnitt wurde anhand von XRD-Untersuchungen, sowie spektroskopischen und
mikroskopischen Methoden nachgewiesen, dass Vaterit als metastabiles Calciumcarbonat-
Polymorph die notige Aktivitét fiir eine Umwandlung in eine HA-Spezies besitzt. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass ein HCA, mit groBer Ahnlichkeit zum biologischen HA, gebildet wird. Die
Inkubationen der Vaterit-Nanopartikel (1 mg/mL) in einer simulierten Korperfliissigkeit (SBF)
zeigten allerdings in Langzeitexperimenten, dass die Phosphat-lonenquelle schon nach 72 Stunden
aufgebraucht war und keine weiteren PO,> -Ionen fiir eine Reaktion mit den Vaterit-Nanopartikeln
zur Verfiigung standen. Folglich trat, geméfl der Ostwald’schen Stufenregel, eine
Phasenumwandlung der metastabilen Vaterit-Phase in die thermodynamisch stabilere Calcit-Phase
ein. Eventuell konnte die geringe Verunreinigung der eingesetzten Vaterit-Nanopartikel durch die

Calcit Phase auch als Kristallisationskeime fiir die Bildung weiterer Calcit-Kristalle fungiert haben.
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8.3.2 Betrachtung der vollstindigen Umsetzung von Vaterit in einen Knochen-ihnlichen
Hydroxylapatit durch quantitative Analysemethoden in unterschiedlichen

phosphathaltigen Losungen

In diesem Abschnitt wird die vollstindige Umsetzung von Vaterit-Partikeln in einen Knochen-
dhnlichen Hydroxylapatit (HA) betrachtet. Hierzu erfolgte eine Anpassung des Verhéltnisses von
Carbonat- (CO5”) zu Phosphat- (PO4”) Ionen ausgehend von der Zusammensetzung der Edukte. Es
wurden die Vaterit-Partikel aus Kapitel 7 eingesetzt und zunéchst iiberpriift, ob die aggregierte Form
der Vaterit-Nanopartikel die gleiche Reaktivitit aufweist, wie die zuvor getesteten Vaterit-
Nanopartikel. Zur Aufklarung und besseren Beurteilung der in einer simulierten Korperfliissigkeit
(SBF: simulated body fluid) stattfindenden Umsetzungsvorgiange der Vaterit-Partikel in eine HA-
Spezies, wurde eine weitere phosphatgepufferte Salzlosung (PBS: phosphate buffered saline)
herangezogen und vergleichbar getestet. Im Unterschied zur PBS-L6sung sind in der SBF-Losung
mehr Fremdionen (Mg®", Ca*", HCO5 und SO,”) enthalten (s. Tab. 8.4). Diese Fremdionen kénnen
einen erheblichen Einfluss auf die Umsetzungsprozesse, die entstehende HA-Spezies und die
resultierende Morphologie ausiiben. Anhand von quantitativen Phasenanalysen der XRD-Daten,
sowie quantitativer ' P-NMR- und FT-IR -Spektroskopie wurde die Phasenumsetzung von Vaterit in
die HA Spezies in SBF und PBS untersucht und verglichen. Fiir die Inkubationen in SBF und PBS
wurde das von der Zusammensetzung ausgehende molare COs> zu PO, Tonenverhiltnis mit 2 zu 1
gewahlt, um eine theoretisch vollstindige Umsetzung von Vaterit in einen Carbonat-haltigen HA zu
ermoglichen. Eine vereinfachte Reaktionsgleichung ist in GIl. 8.2 dargestellt. Anhand des
Inkubationssystems in PBS wurden Konzentrationseffekte auf die Umsetzung der Vaterit-Partikel in

die HA-Spezies ndher untersucht.

10 CaCO; + 5 PO, + y HyO — Cajox(PO4)ex(CO3)x(OH)o, + x (Ca®) Gl. 8.2

+x-1 (HPOy) + 10-x (HCO5) + z (H,0)

Tab. 8.4: Vergleich der Ionenkonzentrationen in mmol/L in SBF und PBS. Die Stoffmenge der PO,> -Ionen
resultiert aus den Stoffmengen der HPO,” - und H,PO, -Tonen. Im SBF dient das Dikaliumhydrogenphosphat
Trihydrat (K,HPO, - H,O) als Phosphatquelle. Im PBS fungieren Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) und

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) als Phosphatquellen.!*!7®
[Na'l  [K7  [Mg"] [Ca®]  [CI] [HCOs]  [POS]  [SO4”] pH
mM mM mM mM mM mM mM mM bei 37 °C
SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 147,8 4,2 1,0 0,5 7,4
PBS 141,0 4,2 - - 136,9 -- 9,6 -- 7,4
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Inkubationen in SBF und PBS mit einem CO;* zu PO, Ionenverhiltnis von 2 : 1

Um ein CO;* zu PO,* lonenverhiltnis von 2:1 zu erhalten, wurden Vaterit-Partikel in einer
Konzentration von 0,2 mg/mL in SBF und 2 mg/mL in PBS bei 37 °C und leichtem Schiitteln
(150 U/min.) liber einen Zeitraum von bis zu 6 Monaten inkubiert. Die Morphologie der nach der
Inkubation erhaltenen Partikel wurde mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht. Die
Ergebnisse der Kurzzeit-Inkubationen (24, 48 und 72 Stunden) sind in Abb. 8.6 und die der Langzeit-

Inkubationen (1, 3 und 6 Monate) sind in Abb. 8.7 zusammengestellt.

24 h 48 h 72h

Inkubation in SBF

Inkubation in PBS

Abb. 8.6: REM-Aufnahmen der Vaterit-Partikel nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubation in SBF (blau) und PBS
(griin) mit jeweils einer Ubersichtsaufnahme und einer Aufnahme mit 50.000-facher VergroBerung.
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1™ 3M 6 M

Inkubation in SBF

Inkubation in PBS

Abb. 8.7: REM-Aufnahmen der Vaterit-Partikel nach 1, 3 und 6 Monaten (M) Inkubation in SBF (blau) und
PBS (griin) mit jeweils einer Ubersichtsaufnahme und einer Aufnahme mit 50.000-facher VergroBerung.

Bereits nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden der Vaterit-Partikel in SBF als auch in PBS
lieBen sich deutliche morphologische Unterschiede beobachten. Neben den ellipsoiden Vaterit-
Partikeln sind plattchenformige Strukturen entstanden, wie sie im vorherigen Abschnitt 8.3.1
beobachtet wurden. Bei den plittchenférmigen Strukturen, die wahrend der Inkubation in SBF
gebildet wurden, ldsst sich wieder eine Zusammenlagerung zu groferen, sphirischen oder
»Wiistenrosen-dhnlichen  Strukturen von 2-3 um  Durchmesser beobachten. Diese

»Selbstanordnung™ der entstehenden Plittchen ist bei der Inkubation in PBS nicht gegeben. Hier

8
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liegen die Plattchen unstrukturiert und in stark agglomerierter Form vor. Bei der Betrachtung der
Langzeit-Inkubationen von 1 bis 6 Monaten konnten weder bei der Inkubation in SBF noch in PBS
ellipsoide Vaterit-Partikel beobachtet werden. Ausschlielich die plattchenformigen Strukturen
wurden vorgefunden und blieben in ihrer Morphologie unveridndert. Lediglich nach 6 Monaten
Inkubation in PBS scheint es als wiirde eine stirkere Agglomeration bis hin zur Aggregation
erfolgen. Hingegen blieben die sphérischen Strukturen, die sich aus den Plédttchen zusammensetzen,
wihrend der Langzeit-Inkubation in ihrer Morphologie unverdndert. Eine Elementanalyse, durch
energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX) mit Hilfe des REM zeigte, dass die gebildeten
plattchenformigen Strukturen {iberwiegend aus Calcium (Ca) und Phosphor (P) bestehen (s. Abb.
8.8). Kohlenstoff (C) und Sauerstoff (O) konnten ebenfalls nachgewiesen werden, wurden allerdings
bei der Quantifizierung nicht beriicksichtigt, da ihre Werte durch die Probenprédparation und

Messbedingungen fehlerbehaftet sein konnen.

(a) Inkubation in SBF (b) Inkubationin PBS
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Abb. 8.8: Ergebnisse der REM-EDX-Messung der fiir 24 h, 72 h und 6 Monaten (M) inkubierten Vaterit-
Partikel in (a) SBF und (b) PBS.



Umsetzung von Vaterit in Knochen-dhnlichen Hydroxylapatit

Die Detektion von Silicium (Si) und Silber (Ag) riihrt aus der Probenpréiparation
(s. Abschnitt 11.1). Zusétzlich konnten wihrend der Inkubation in SBF noch Spuren von Natrium
(Na) und Magnesium (Mg) nachgewiesen werden. Auch wihrend der Inkubation in PBS lieen sich
Spuren von Natrium (Na) beobachten. Anhand der Quantifizierung von Ca und P wurde das Ca : P
Verhiltnis ermittelt. Hierbei zeigte sich nach 24 Stunden Inkubation in SBF noch ein erhdhtes Ca : P
Verhiltnis von 2,3, das auf die Anwesenheit von Vaterit-Partikel zuriickzufiihren ist (s. Abb. 8.6a).
Uber den weiteren Inkubationszeitraum der Vaterit-Partikel in SBF stellte sich ein Ca : P Verhiltnis
von 1,7 ein. Im Vergleich dazu konnte dieses Verhiltnis bei der Inkubation der Vaterit-Partikel in
PBS bereits nach 24 Stunden ermittelt werden, das allerdings im Laufe der Inkubationszeit eine
leichte Zunahme bis auf 1,9 zeigte.

Mit Hilfe der Pulver-Rontgendiffraktometrie (XRD) wurden die vorliegenden Phasen wéhrend
den einzelnen Inkubationszeitrdumen inspiziert (s. Abb. 8.9). Fiir die Inkubationen wurden
phasenreine Vaterit-Partikel eingesetzt (s. Abb. 7.1). Den Diffraktogrammen der Inkubationen in
SBF und PBS ist zu entnehmen, dass mit zunehmender Inkubationszeit die der Vaterit-Phase
zugeordneten Reflexe in ihrer Intensitdt abnahmen und letztendlich nicht mehr nachweisbar waren.

Gleichzeitig konnte eine Zunahme zweier Reflexe bei 20 ~ 26° und 26 ~ 32° beobachtet werden, die

. 167-1
dem HA zuzuordnen sind.!'¢’ 1%
(a) Inkubation in SBF (b) Inkubation in PBS
5 = = 5 G 5 & 5 &% &
e 8 s da3 8 e g ® a8 &
< < < < < < < < < <
- = e b pr b s 4 i e i
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(vii) 6M

(iv) 72h

(iv) 72h

Intensitat / a.u.
Intensitat / a.u.

(iii) 48h

(iif) 48h

(ii) 24h

(ii) 24h

20 30 40 50 60 70 80
20/° 201/°

Abb. 8.9: Pulverdiffraktogramme der Inkubationen von (i) Vaterit-Partikel in (a) SBF und (b) PBS {iiber einen
kurzen Zeitraum von (ii) 24 h, (iii) 48 h und (iv) 72 h und einen langen Zeitraum von (v) 1 M, (vi) 3 M und
(vii) 6 M bei 37 °C und leichtem Schiitteln. Mit M = Monaten. Mit Kennzeichnung der Reflexe von Vaterit
(V)P, von Hydroxylapatit (HA)!'"” und Calcit (C)%.

Beim Vergleich der Diffraktogramme der Inkubationen in SBF und PBS ist festzustellen, dass die
beiden HA-zugeordneten Reflexe wihrend der Kurzzeit-Inkubation in PBS (24 h — 72 h) deutlich
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schneller in ihrer Intensitdt zunahmen als wihrend der Kurzzeit-Inkubation in SBF. In dhnlichem
Mal konnte die Abnahme der Intensititen der Reflexe des Vaterits beobachtet werden. Hingegen
lieBBen sich bei den Langzeit-Inkubationen (1-6 Monate) in PBS weitere Reflexe bei 26 ~ 23°, 29°,
36°, 39° und 43° erkennen, die in ihrer Intensitdt zunahmen und der Calcit-Phase zugeordnet
wurden.”?" Zusitzlich konnte wihrend der Kurzzeit-Inkubationen ein erhéhter Untergrund, in
Form von breiten Streumaxima im Bereich von 26 ~ 32° und 26 ~ 50°, beobachtet werden. Dies
deutete auf die Anwesenheit einer rontgenamorphen Substanz hin.

Zum besseren Vergleich wurden ein kommerziell erworbener HA und ein humanes
Knochenmineral, erhalten durch Auskochen eines Knochenstiickes, mit Hilfe der XRD-
Untersuchung charakterisiert. Die erhaltenen Diffraktogramme sind in Abb. 8.10 dargestellt. Fiir den
kommerziell erworbenen HA konnte das Reflexprofil aus Abb. 8.10a nachgewiesen und die
Reflexpositionen den Miller’schen Indizes (002), (210), (211), (300), (202), (310), (222), (213) und
(004) zugeordnet werden. Im Gegensatz dazu wurde im Knochenmineral ein deutlich verbreitertes
Reflexprofil des HA beobachtet, vor allem die (211), (300) und (202) Reflexe sind nicht mehr
getrennt aufgelost (s. Abb. 8.10b). Dieses verbreiterte Reflexprofil mit den nicht aufgelosten (211),
(300) und (202) Reflexen konnte auch bei den Langzeit-Inkubationen der Vaterit-Partikel beobachtet

werden.
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Abb. 8.10: Pulverdiffraktogramme (a) eines kommerziell erworbenen HA (Sigma Aldrich, > 97%) und (b)
eines humanen Knochenminerals. Mit Angabe der Miller’schen Indizes fiir Hydroxylapatit (HA)[”O]. Mit *
sind die Reflexe (300) und (202) im Knochenmineral angedeutet.

Eine Quantifizierung der vorliegenden Phasen nach den Inkubationen in SBF und PBS erfolgte
durch eine Vollprofilanpassung der XRD-Daten aus Abb. 8.9. Die Ergebnisse sind in Abb. 8.11
zusammengestellt. Zur besseren Veranschaulichung wurden die einzelnen, quantifizierten Phasen in
Abhéngigkeit der Inkubationszeit dargestellt. Aus den Betrachtung der Resultate der Inkubation in
SBF (s. Abb. 8.11a) geht hervor, dass die Vaterit-Phase wiahrend der Kurzzeit-Inkubation bis zu
72 Stunden linear abnimmt und iiber die Langzeitinkubation vollstindig verschwindet. Begleitend

ist in den ersten 72 Stunden ein linearer Anstieg der kristallinen HA-Phase zu beobachten, der in der



Umsetzung von Vaterit in Knochen-dhnlichen Hydroxylapatit

Langzeit-Inkubation in ein Plateau bei ~ 90 wt% tibergeht. Der erhdhte Untergrund wurde durch eine
amorphen HA-Phase (aHA) modelliert und quantifiziert, die bereits nach 24 Stunden und nochmals
nach 72 Stunden ihren hochsten Anteil wihrend der Inkubationszeit aufweist. Uber die Langzeit-
Inkubation nimmt der Anteil der aHA-Phase ab und pendelt sich bei ~ 10 wt% ein. Zusétzlich wurde
noch ein geringer Anteil an Calcit bestimmt, der iiber den gesamten Inkubationszeitraum nahezu

unverindert bei ~ 1 wt% blieb.
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Abb. 8.11: Ergebnisse der quantitativen Phasenanalyse der XRD-Daten der Inkubationen von Vaterit-Partikel
nach 1-168 Tagen in (a) SBF und (b) in PBS mit graphischer Darstellung der vorliegenden Phasen in
Abhingigkeit der Inkubationszeit, mit den Phasen: Hydroxylapatit (HA)!'"), amorpher Hydroxylapatit (aHA),
Vaterit (V)?**! und Calcit (C)P".

Im Vergleich zur Inkubation in SBF zeigt die quantitative Phasenanalyse der Inkubation in PBS
abweichende Ergebnisse (s. Abb. 8.11b). Hierbei lasst sich eine deutlich schnellere Abnahme der

Vaterit-Phase in der Kurzzeit-Inkubation feststellen, wobei bereits nach 48 Stunden nur noch

~ 15 wt% vorliegen. Wihrend der Langzeit-Inkubation ist bereits nach 1 Monat die Vaterit-Phase
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nahezu nicht mehr nachweisbar. Gleichzeitig kommt es innerhalb der ersten 48 Stunden zu einem
rapiden Anstieg der kristallinen HA-Phase mit ~ 62 wt%. Ein weiterer deutlicher Unterschied zur
Inkubation in SBF ldsst sich bei der Betrachtung der aHA-Phase feststellen. Im Gegensatz zur
Inkubation in SBF nimmt die aHA-Phase erst im Verlauf der Inkubation in PBS zu und zeigt nach
72 Stunden mit ~ 39 wt% ein Maximum. Bei der Betrachtung der Langzeit-Inkubation 14sst sich eine
stetige Abnahme der aHA-Phase mit gleichzeitig kontinuierlicher Zunahme der kristallinen HA-
Phase beobachten, wobei sich bei beiden Phasen kein Plateau einstellt, wie es bei der SBF-Inkubation
festgestellt wurde.

Zur weiteren Charakterisierung der Umsetzung der Vaterit-Partikel in eine HA-Spezies wurde die
Infrarot (IR) -Spektroskopie herangezogen. Die Spektren der Inkubationen in SBF und PBS sind in
Abb. 8.12 aufgefiihrt. Als interner Standard wurde den Proben Kupfer-(I)-cyanid (CuCN)
zugemischt und eine Normierung der Spektren auf die Cyanid-Bande bei 2162 cm™ durchgefiihrt
(s. Abschnitt 8.2.2).
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Abb. 8.12: IR-Spektren der Inkubationen der Vaterit-Partikel in (al) SBF und (bl) PBS {iiber einen Zeitraum
24 h (blau), 48 h (hellblau), 72 h (dunkelgriin), 1 Monat (hellgriin), 3 Monate (violett) und 6 Monaten
(magenta). Mit den Vergleichsspektren von Vaterit (V, schwarz gepunktet) und kommerziell erworbenem
Hydroxylapatit (HA, rot gepunktet). (a2) und (b2) zeigen Ausschnitte der SBF- und PBS-Inkubation. CuCN
wurde als interner Standard beigemischt und alle Spektren auf die Cyanid-Bande bei 2162 cm™ normiert.
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Neben den fiir Vaterit charakteristischen Schwingungsmoden der CO;>-Gruppe (s. Kapitel 7,
Tab. 7.1) konnten weitere Banden bei ~1030 em™, 962 cm™, 602 cm™ und 565 cm™ nachgewiesen
werden, die mit langerer Inkubationszeit in ihrer Intensitét zunahmen. Diese Banden entsprechen den
Schwingungsmoden der PO4” -Gruppe und konnten bei dem kommerziell erworbenen HA auch
nachgewiesen werden. Die Bande bei 1030 cm™ entspricht der dreifach entarteten asymmetrischen
P-O Streckschwingung, die Bande bei 962 cm™ lasst sich der symmetrischen P-O Streckschwingung
zuordnen und die beiden Banden bei 602 cm™ und 565 cm™ resultieren aus der dreifach entarteten
OPO Deformationsschwingung.!'?'"! Die Bande bei 962 cm™ ist charakteristisch fiir eine
hochkristalline Phosphat-Apatit-Phase.'””! Bei den Spektren der Inkubationen in SBF und PBS ist
diese Bande deutlich breiter ausgeprigt, was auf das Vorliegen von sehr kleinen und ungeordneten

'l 7u Beginn der Inkubationen (nach 24 h) zeigen die Banden bei 1030 cm™,

Kristalliten hinweist."
602 cm™ und 565 cm™ eine deutliche Verbreiterung. Im Spektrum der 24 Stunden Inkubation in SBF
ist die Aufspaltung der asymmetrischen P-O Streckschwingung in die 602 cm™ und die 565 cm’
Bande deutlich weniger ausgepragt und nimmt erst iiber den weiteren Inkubationszeitraum zu. Die
Verbreiterung der Banden deutet auf die Anwesenheit einer amorphen Phosphat-Spezies hin und
untermauert die Ergebnisse der quantitativen Phasenanalyse der XRD-Daten. Eine detaillierte
Auflistung der Banden mit Zuordnung der einzelnen Schwingungsmoden der PO,> -Gruppe ist der
Tab. 8.5 zu entnehmen. Die Banden der asymmetrischen P-O Streckschwingung und der dreifach
entarteten O-P-O Deformationsschwingung zeigen bei den Inkubationen in SBF und PBS eine leichte
Verschiebung zu kleineren Wellenzahlen, im Vergleich zu denen die im kommerziell erworbenen
HA nachgewiesen wurden. Eine dhnliche Verschiebung der Banden wurde auch im Spektrum des

untersuchten Knochenminerals beobachtet und ist auf die Anwesenheit von CO;> -Ionen im HA-

Gitter zuriickzufiihren (s. Abb. 8.13).
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Abb. 8.13: IR-Spektrum eines humanen Knochenminerals, erhalten durch Auskochen eines Knochenstiickes.
Mit * gekennzeichnete Banden resultieren aus verbliebener organischer Kollagen-Matrix.
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Die Lage der Bandenmaxima und die Halbwertsbreiten sind sehr sensibel gegeniiber COs™ -
Substitutionen im HA, wodurch eine Verschiebung zu kleineren Wellenzahlen resultiert.!'”
Zusitzlich wurde im Knochenmineral noch eine Bande bei 1651 cm™ und eine sehr schwache Bande
bei 2928 cm™ nachgewiesen, die auf Reste der verbliebenen organischen Kollagen-Matrix

1721771 Weiterhin konnte wiihrend

zuriickzufiihren sind (s. Abb. 8.13, mit * gekennzeichnete Banden).!
des Inkubationszeitraums sowohl in SBF als auch in PBS eine Abnahme der CO;* -Banden
beobachtet werden. Dennoch lieBen sich auch nach 6 Monaten Inkubation in SBF und in PBS noch
die asymmetrische C-O Streckschwingung (1487 cm™ - 1411 cm™) und die O-C-O Kipp-
Deformationsschwingung (872 cm™) der CO5;” -Gruppe nachweisen. Dieses Ergebnis ist mit den
Untersuchungen des Knochenminerals vergleichbar (s. Abb. 8.13). Die charakteristische O-C-O
Spreiz-Deformationsschwingung der COs> -Gruppe in Vaterit konnte jedoch nicht mehr beobachtet

werden. Dies spricht fiir eine vollstindige Umsetzung der Vaterit-Partikel in die HA-Spezies unter

Einbau von CO;” -Ionen in das HA-Gitter.

Tab. 8.5: Auflistung der gemessenen IR-Banden des kommerziell erworbenen Hydroxylapatit (HA), des
humanen Knochens und der erhaltenen Feststoffe aus den Inkubationen in SBF und PBS nach 24 h, 48 h und
72 h sowie 1, 3 und 6 Monaten. Mit Zuordnung der einzelnen Schwingungsmoden der PO4” -Gruppe.

Schwingungsmoden HA Knochen SBF-Inkubation PBS-Inkubation
PO,
962 (24 h) 962 (24 h)
v o’ 962 (48 h) 962 (48 h)
1
. 962 (72 h) 962 (72 h)
Ssytgﬂestcrﬁsc?ne P;]O 72 962 962 (1 M) 962 (1 M)
Wingung 962 (3 M) 962 (3 M)
962 (6 M) 962 (6 M)
1035 (24 h) 1034 (24 h)
- fem 1032 (48 h) 1032 (48 h)
30 1030 (72 h) 1032 (72 h)
asszzge;tcrll]sclil;n 1:1-0 1034 1022 1030 (1 M) 1030 (1 M)
Wingung 1030 (3 M) 1030 (3 M)
1030 (6 M) 1030 (6 M)
600, 563 (24 h) 602, 565 (24 h)
v fem 602, 563 (48 h) 602, 565 (48 h)
4
602, 563 (72 h) 602, 565 (72 h)
Deformati(c));lz-s(c)h ingun 003 o0 261 602,563 (1 M) 602,563 (1 M)
wingung 602, 565 (3 M) 602, 565 (3 M)
602, 565 (6 M) 602, 565 (6 M)

In Abb. 8.14a ist das PO, zu COs> Ionenverhiltnis gegen die Inkubationszeit aufgetragen. Die
Extinktionen der intensiven v; -Banden der asymmetrischen P-O und C-O Streckschwingungen der
PO,” -Gruppe und der COs> -Gruppe wurden dabei ins Verhiltnis gesetzt. Standard-Proben mit
einem definierten Massenanteilen an kommerziell erworbenem HA und synthetisierten Vaterit-
Partikel erlaubten eine quantitative Aussage iiber das vorliegende Verhiltnis von PO, - zu CO5™ -
Ionen zu treffen (s. Abb. 8.14b). Geméal des Lambert-Beer’schen Gesetzes ist die Absorbanz
(Extinktion) eines Materials fiir Licht einer Wellenldnge A bei gleicher Schichtdicke proportional zur

Stoffmengenkonzentration (s. Formel ( 8.1)).
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A,1=5,1-c-d=lg(170)=1g(%) (8.1)

Mit A;: Absorbanz (Extinktion) eines Materials fiir Licht einer Wellenldnge A, &;: dekadischer
Absorptionskoeffizient bei der Wellenldnge A, ¢: Stoffmengenkonzentration, d: Schichtdicke des
durchstrahlten Materials, /,: Intensitit des eingestrahlten Lichtes, I: Intensitit des abgeschwichten

Lichtes, T: Transmissionsgrad.

Fiir den kommerziell erworbenen HA ergibt sich mit dieser Methode rechnerisch ein PO, zu
CO5* Tonenverhiltnis von 12,3. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass auch reiner HA im verwendeten
Transmissionsfenster eine geringe aber nicht verschwindende Absorption aufweist. Der Abb. 8.14a
ist sowohl bei der Inkubation in SBF als auch bei der Inkubation in PBS eine Zunahme des PO, zu
CO;” lonenverhiltnisses iiber die Inkubationszeit zu entnehmen. Dabei ldsst sich eine deutlich
geringere Zunahme wéhrend der Kurzzeit-Inkubation in SBF (24 h - 72 h) im Vergleich zu der
Kurzzeit-Inkubation in PBS beobachten. Bei der Betrachtung der Langzeit-Inkubationen
(1 — 6 Monate) zeigt sich ein deutlich hheres PO, zu CO;*Tonenverhiltnis der Proben aus der
Inkubation in SBF gegeniiber den Proben aus der Inkubation in PBS. Im SBF stellt sich ein
konstantes Verhiltnis von 4,8 ein, was einem Anteil an CO5> -Ionen von ~ 5 wt% entspricht. Im PBS
wird nach 6 Monaten Inkubation der Vaterit-Partikel ein Verhiltnis von 3,8 erreicht. Dies entspricht
einem Anteil an CO;” -Ionen zwischen 10-15 wt%. Der hohere Anteil an CO;” -lonen am Ende der
Inkubation in PBS korrespondiert mit den Ergebnissen der quantitativen Phasenanalyse anhand der
XRD-Daten (vgl. Abb. 8.11b). Wahrend der Langzeit-Inkubation in PBS konnte eine Zunahme der
CaCOs;-Phase, Calcit, nachgewiesen werden, die nach 6 Monaten zu ~ 7 wt% vorlag. Weitere
Carbonat-Modifikationen konnten mittels XRD-Untersuchung nicht identifiziert werden, wodurch
der restliche nachgewiesene Anteil an CO3> -Tonen im HA-Gitter eingebaut sein sollte. Wihrend bei
der Inkubation in SBF mittels quantitativer Phasenanalyse der XRD-Daten nach 6 Monaten nur einen
1 wt%-igen Anteil an Calcit festgestellt wurde, kann auch hier davon ausgegangen werden, dass der
restliche Anteil an CO5> -Ionen im HA-Gitter eingebaut wurde. Im humanen Knochen wurde anhand

des PO,* zu CO5* Ionenverhiltnisses von 4,5 ein Anteil an CO5” -Tonen von 5-10 wt% quantifiziert.
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Abb. 8.14: Grafische Auftragung des PO,” zu CO;> Ionenverhiltnisses gegen die Inkubationszeit.
Bestimmung des Verhédltnisses anhand der Extinktionen der asymmetrischen P-O und C-O
Streckschwingungen (a) der Proben aus den Inkubationen in SBF und PBS und (b) der Standard-Proben mit
definierten Massenanteilen an kommerziell erworbenem HA und synthetisiertem Vaterit. Mit * gekennzeichnet
gibt das Verhiltnis im humanen Knochen (K) an.

Eine weitere Charakterisierung der wiahrend der Inkubationen entstehenden HA-Spezies erfolgte
mit Hilfe der >'P-NMR-Spektroskopie. Die Spektren der Inkubationen in SBF und PBS sind in Abb.
8.15 zusammengestellt. Als Referenz wurde der kommerziell erworbene HA und der humane
Knochen vermessen. Dem Spektrum des kommerziell erworbenen HA ist ein intensives Signal bei
einer chemischen Verschiebung von 2,8 ppm mit einer typischen Lorentz Kurvenform zu entnehmen
und kann den PO,” -Ionen in kristallinem HA (Cas(PO,);0H) zugeordnet werden."”™ Das sehr
schwache Signal bei etwa 6,5 ppm resultiert vermutlich aus geringfiigiger Verunreinigung durch
Tricalciumphosphat bei der Herstellung und wird bei der nachfolgenden Quantifizierung nicht

'l Das Signalmaximum der Proben aus den Inkubationen in SBF und PBS, als auch

beriicksichtigt.!
des humanen Knochens, liegt bei ~2,9 ppm. Im Vergleich zum kristallinen HA zeigen die Signale
eine deutlich breitere Form mit einer leichten Schulter im Bereich von ~5 ppm (s. Abb. 8.15a2, b2).
Diese Beobachtungen deuten auf eine veridnderte chemische Umgebung des untersuchten *'P-Kerns
hin. Die Spektren aus Abb. 8.15al und bl reprédsentieren die relativen Flachen unter den
Resonanzsignalen, die sich aus dem Verhéltnis der eingesetzten HA-Menge zu den eingesetzten
Proben-Mengen ergeben. Dadurch war es moglich den Anteil an Phosphor (P) und damit den Anteil

an PO4” -Tonen in den Proben der Inkubationen in SBF und PBS zu quantifizieren (s. Anhang A,

Abschnitt 11.5).
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Abb. 8.15: *'P-NMR-Spektren der Inkubationen der Vaterit-Partikel in (al) SBF und (bl) PBS iiber einen
Zeitraum 24 h (blau), 48 h (hellblau), 72 h (dunkelgriin), 1 Monat (hellgriin), 3 Monate (violett) und 6 Monaten
(magenta). Mit den Vergleichsspektren des kommerziell erworbenen Hydroxylapatits (HA, rot gepunktet) und
des humanen Knochens (Knochen, schwarz gepunktet). Es sind die relativen Intensititen unter
Beriicksichtigung der RG (receiver gain) und der eingesetzten Probenmenge angegeben. Die chemische
Verschiebung des HA-Signals ist mit 2,8 ppm gekennzeichnet. In (a2) und (b2) wurden die Spektren auf die
Intensitit des HA-Signals normiert.

Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in Abb. 8.16a dargestellt, wobei die Flache unter dem
Resonanzsignal vom kommerziell erworbenen HA auf einen 100 mol%-igen Anteil an P gesetzt
wurde und damit 3,0 >'P-Kernen im HA (Cas(PO,);OH) entspricht. Bei der Inkubation in SBF ldsst
sich in den ersten 72 Stunden eine anndhernd lineare Zunahme des P-Anteils beobachten, die beim
Ubergang in die Langzeit-Inkubation in einem Plateau von ~ 90 mol% P stagniert und einer Anzahl
von 2,7 *'P-Kernen im HA entspricht. Im Gegensatz dazu lsst sich wihrend der Inkubation in PBS
ein deutlich schnellerer Anstieg des P-Anteils beobachten, der nach 72 Stunden seinen maximalen
Wert von ~ 84 mol% erreicht. Im Verlauf der Langzeit-PBS-Inkubation féllt der P-Anteil allerdings
um ~ 10 mol% ab, was einer Anzahl von 2,2 *'P-Kernen entspricht. Die Abnahme des P-Anteils
resultiert einerseits aus der Zunahme der Calcit-Phase (s. quantitative Phasenanalyse der XRD-
Daten), wodurch eine Verunreinigung in der Probe vorlag. Andererseits wird hierbei die Substitution
von PO, - gegen CO;” -Ionen aus dem HA-Gitter deutlich, die dem B-Typ des HA zuzuordnen

[37,38,40,168

ist. ' Im humanen Knochen wurde ein P-Anteil von 85,7 mol% und damit eine Anzahl von

8
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2,6 *'P-Kernen nachgewiesen. Diese Resultate zeigen, dass bei den untersuchten Proben als auch im
Knochen ein verringerter P-Anteil, verglichen zum reinen HA, vorliegt. Unter Betrachtung der
Ergebnisse aus der quantitativen IR-Spektroskopie, ldsst sich schlussfolgern, dass der fehlende
Anteil an PO,> -lonen durch CO5* -lonen substituiert wurde. Die relativen Anteile an PO,>- und
COs”-Ionen in den Proben wurden iiber das Molekulargewicht und die Anzahl der nachgewiesenen
3'P-Kerne berechnet (s. Anhang A, Abschnitt 11.5). Eine graphische Darstellung der Ergebnisse ist
der Abb. 8.16b zu entnehmen. Dabei wurde ein konstantes Molekulargewicht von 502 g/mol der
entstechenden HA-Spezies angenommen. Am Ende der Inkubationszeit resultierte ein ~ 4%-iger
Anteil an CO;> -Ionen in der SBF-Probe und ein ~ 10%-iger Anteil an CO5> -Ionen in der PBS-

Probe. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten der quantitativen IR-Spektroskopie.
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Abb. 8.16: Ergebnisse der quantitativen *' P-NMR-Spektroskopie. (a) Auftragung der absoluten P-Anteile und
den entsprechenden *'P-Kernen in Abhingigkeit der Inkubationszeit in SBF (blau) und PBS (griin). Die Fliche
unter dem Resonanzsignal des kommerziell erworbenen HA wurde auf einen 100 mol%-igen Anteil an P
gesetzt und entspricht damit 3 *'P-Kernen. (b) Auftragung der relativen Anteile an PO4> -Ionen in den Proben
der Inkubationen in SBF (blau) und PBS (griin), sowie der aus dem Molekulargewicht des HA berechneten
relativen Anteile an CO5> -Ionen (grau) in Anhiingigkeit der Inkubationszeit.

Die Signalbreite und die leichte Schulter im Bereich von ~ 5 ppm der *' P-NMR-Spektren deuten
auf einen amorphen Anteil hin. Das Mengenverhiltnis von kristallinem zu amorphen Anteil der
Proben wurde durch eine Entfaltung (deconvolution) des *'P-Signals bestimmt. Hierbei wurde das
Verhiltnis der Flachen der kristallinen und amorphen Phase zueinander betrachtet. Abb. 8.17 zeigt
die *'P-NMR-Spektren mit Signalanpassungen durch die Entfaltung in einen kristallinen und einen

amorphen Anteil. Die Ergebnisse sind in Tab. 8.6 erfasst.
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Abb. 8.17: *'P-NMR-Spektren der Signalanpassungen durch die Entfaltung in einen kristallinen und einen
amorphen Anteil der Inkubationen in (a) SBF und (b) PBS nach 24 h, 48 h und 72 h sowie nach 1, 3 und
6 Monaten (M). Der amorphe Anteil (a: hellgriine, gestrichelte Linie) wurde durch eine GauB3-Kurve angepasst
und der kristalline Anteil (k: dunkelgriine, gestrichelte Linie) nach einem Gaufl/Lorentz Verhiltnis von 0,4.
Die volle Halbwertsbreite (FWHM, full width at half maximum) des amorphen Signals wurde durchweg
konstant bei 900 Hz gehalten. Schwarze Linie zeigt das gemessene Spektrum und die rote Linie die Anpassung.

Aus dem kristallinen zu amorphen Verhiltnis wurden die relativen kristallinen und amorphen
Anteile berechnet. Es konnte sowohl bei der Inkubation in SBF als auch bei der Inkubation in PBS
ein amorpher Anteil festgestellt werden, der liber den Inkubationszeitraum abnahm und folglich mit
einer zunehmenden Kristallinitdt der entstehenden HA-Spezies einhergeht. Bei der Signalanpassung
wurde die Halbwertsbreite (FWHM, full width at half maximum) die Anpassungskurve des amorphen

Anteils bei allen Proben konstant bei 500 Hz gehalten, was charakteristisch fiir eine amorphe

8
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U78180] Dadurch war es moglich eine Aussage iiber die FWHM der kristallinen

Verbindung ist.
Anpassungskurve zu treffen. Grundsitzlich zeigten die Modellierungen der kristallinen Kurve eine
deutlich breitere FWHM mit 350 - 420 Hz im Vergleich zum kommerziell erworbenen HA mit einer
FWHM von ~134 Hz. Weiterhin lésst sich {iber den Inkubationszeitraum eine groBBere FWHM des
kristallinen Anteils bei den SBF-Proben beobachten im Vergleich zu PBS-Proben. Auffallig ist auch

die chemische Verschiebung des modellierten amorphen Signals zu hoheren ppm-Werten mit

zunchmender Inkubationszeit, sowohl bei der SBF- als auch bei der PBS-Inkubation.

Tab. 8.6: Ubersicht der Ergebnisse der Signalanpassungen durch die Entfaltung in einen kristallinen und einen
amorphen Anteil der Inkubationen in (a) SBF und (b) PBS nach 24, 48 und 72 h sowie nach 1, 3 und 6 Monaten
(M). Aus dem kristallinen zu amorphen Verhéltnis (k:a) wurden die relativen k- und a-Anteile berechnet. Die
volle Halbwertsbreite (FWHM, full width at half maximum) des amorphen Signals wurde durchweg konstant
bei 900 Hz gehalten.

(a) SBF-Inkubation
Inkubations- k- a- Verhiltnis  rel. k- o (k) k-FWHM rel. a- J(a)
zeit Integral  Integral k:a Anteil Anteil

(abs.) (abs.) /% / ppm /Hz /% / ppm

24 h 2,71-10"  3,07-10" 0,88 46,8 2,8 353,39 53,2 2,6

48 h 2,61-10"  7,89-10° 3,31 76,8 2,9 441,74 23,2 3,0

72 h 2,68:10"  9,57-10° 2,80 73,7 2,8 431,92 26,3 3,3

1M 3,14-10"°  8,07-10° 3,89 79,6 2,8 431,92 20,4 3.4

3M 3,02:10"  3,76-10° 8,02 88,9 2,9 412,29 11,1 3,9

6 M 2,59:-10"  3,04-10° 8,52 89.5 2,9 418,54 10,5 45

(b) PBS-Inkubation
Inkubations- k- a- Verhiltnis  rel. k- o (k) k-FWHM rel. a- J(a)
zeit Integral  Integral k:a Anteil Anteil

(abs.) (abs.) /% / ppm /Hz /% / ppm

24 h 3,17-10"°  6,17-10° 5,13 83,7 2,9 392,66 16,3 3,9

48 h 3,61-10"  1,33-10" 2,72 73,1 3,0 382,84 26,9 3,5

72 h 2,73:10"  1,62-10" 1,69 62,8 3,0 363,21 37,2 3.4

M 4,67-10"  1,02:10" 4,59 82,1 3,0 402,47 16,7 4,0

3M 4,72:10"  921-10° 5,13 83,7 3,0 402,47 16,3 4,8

6 M 5,43-10"  6,85-10° 7,92 88,8 2,9 422,11 11,2 4,5

AbschlieBend ist festzuhalten, dass sowohl mittels *'P-NMR-Spektroskopie als auch durch die
quantitative Phasenanalyse anhand der XRD-Daten eine amorphe Phase wihrend der Inkubationen
der Vaterit-Partikel in SBF und auch in PBS beobachtet wurde. An dieser Stelle ist anzumerken, dass
es noch nicht eindeutig geklart ist, ob es sich bei der identifizierten amorphen Phase um eine
vollstindig amorphe Phase handelt oder aber um eine Phase mit geringerer Kristallinitdt, aufgrund
von Substitutionen im HA-Kristallgitter. In Abb. 8.18 ist eine graphische Gegeniiberstellung der
Ergebnisse beider Methoden dargestellt. Dabei sind die relativen Anteile der kristallinen und
amorphen HA-Phase iiber den Inkubationszeitraum aufgetragen. Es ist zu erkennen, dass mit beiden
Untersuchungsmethoden ein vergleichbarer Trend beziiglich der entstandenen Phasen nachgewiesen
wurde. Beim Vergleich der Resultate aus der Inkubation der Vaterit-Partikel in SBF mit denen in
PBS sind vor allem wéhrend der Kurzzeit-Inkubationen entscheidende Unterschiede festzustellen.

Wihrend zu Beginn der Inkubation in SBF ein simultanes Vorliegen einer kristallinen und amorphen
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Phase herrscht, entsteht die amorphe Phase wihrend der Inkubation in PBS erst iiber den Zeitraum
von 24 bis 72 Stunden, mit einem Maximum bei 72 Stunden. Auch bei der Inkubation in SBF lief3
sich ein zweites schwicheres Maximum der amorphen Phase nach 72 Stunden beobachten. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Bildung des Carbonat-haltigen Hydroxylapatits (HCA:
hydroxycarbonate apatite) aus den Vaterit-Partikeln in SBF und PBS unterschiedlich ablauft. Eine
Hypothese der moglichen Umsetzungsmechanismen der Vaterit-Partikel in HCA-Partikel wird in der

abschlieBenden Diskussion dieses Kapitels aufgestellt.

(a) Inkubation in SBF (b) Inkubation in PBS
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Abb. 8.18: Vergleich der relativen Anteile an kristalliner (HA) und amorpher Phosphat-Phase (aHA) wahrend
der Inkubationen in (a) SBF und (b) PBS. Graphische Gegeniiberstellung der Ergebnisse der quantitativen
Phasenanalyse anhand der XRD-Daten (blau) mit den Resultaten aus der Anpassung der *'P-NMR-Signale
durch deconvolution (griin).

Bei Betrachtung der Langzeit-Inkubationen geht aus Abb. 8.18 hervor, dass sich nach
3-6 Monaten Inkubation in SBF ein Plateau der kristallinen und amorphen Phase einstellt. Damit
resultiert das Vorliegen eines definierten amorphen Anteils von ~ 10 wt% in der gebildeten HCA-
Spezies. Im Gegensatz dazu konnte wiahrend der Langzeit-PBS-Inkubation kein Plateau der
kristallinen und amorphen Phase beobachtet werden. Dies deutet auf eine Zunahme der Kristallinitét
auf Kosten der amorphen Phase der gebildeten HCA-Partikel hin. Diese Beobachtungen lassen sich
anhand der Morphologie-Betrachtungen aus Abb. 8.7 nachvollziehen. Die gebildeten
plattchenformigen HCA-Partikel aus der Inkubation in SBF lagerten sich zu den ,,Wiistenrosen-
dhnlichen* Strukturen zusammen und konnten als eine Art ,,Passivierungsschicht die amorphe
Phase stabilisieren. Wahrend der PBS-Inkubation wurde eine solche Zusammenlagerung nicht
beobachtet (s. Abb. 8.19) und die amorphe Phase wandelt sich gemaf3 der Ostwald’schen Stufenregel

in die kristallinere Modifikation um.
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Abb. 8.19: TEM-Aufnahmen der aus Vaterit-Partikeln entstandenen plattchenformigen HCA-Partikel nach
3 Monaten Inkubation in PBS, zeigen eine unstrukturierte Agglomeration mit teilweise aufgerollten Pléttchen.
Aufgenommen von an der JGU Mainz im Arbeitskreis von

Zur weiteren Untersuchung der in SBF gebildeten ,,Wiistenrosen-dhnlichen® Strukturen wurde
mit Hilfe der fokussierten lonenstrahl- (FIB: focused ion beam) Rasterelektronenmikroskopie (REM)
eine Lamelle aus der Mitte der sphérischen Strukturen pripariert. Die Vorgehensweise ist in Abb.
8.20 anhand von REM-Aufnahmen dargestellt. Informationen zur detaillierten Vorgehensweise sind

im Anhang A, Abschnitt 11.1 zu finden.

Abb. 8.20: REM-Aufnahmen der Lamellen-Priparation mittels FIB-REM der Probe nach 3 Monaten
Inkubation in SBF. (a) Aufnahme vor Préparation. (b) Aufnahme nach Auftragung einer FIB-induzierten Platin
(Pt) Schutzschicht und Schneiden zweier Griaben beiderseits der Lamelle. (¢) Aufnahme nach Freischneiden,
Herausheben und 6-fachen Ausdiinnungsschritten bis zu einer Enddicke der Lamelle von ca. 50 nm.

Die préparierte Lamelle wurde mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht.

Die TEM-Aufnahmen sind in Abb. 8.21 zusammengestellt.
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Abb. 8.21: TEM-Hellfeldaufnahmen der préparierten Lamelle der gebildeten sphérischen Strukturen nach
3 Monaten Inkubation der Vaterit-Partikel in SBF. (a) Ubersicht zeigt die innere und duBere Struktur der
Kugeln. (b) VergroBerte Aufnahme mit dem Ubergang von der inneren (links unten) zur AuBeren Schicht
(rechts oben). (c¢) VergroBerte Aufnahme der duBleren Schickt. (d) Hochauflosende Aufnahme der dufleren
Schicht, zeigt eine plattchenférmige Struktur.

Da es sich um Hellfeldaufnahmen handelt, sind die Elemente hoher Ordnungszahl dunkel
dargestellt. Aus der Abb. 8.21a resultiert die dunkle Schicht um die sphérische Struktur aus der
Priparation der Lamelle und ist den Elementen Gallium (Ga) und Platin (Pt) zuzuordnen. Den
Aufnahmen a und b aus Abb. 8.21 ist zu entnehmen, dass sich die sphérischen Strukturen aus
kleineren plattchenformigen Strukturen zusammensetzen. Zum Inneren der Kugel wird die
Anordnung deutlich dichter mit kleineren Strukturen im Vergleich zu der dulleren Schicht (s. Abb.
8.21c und d). Mit Hilfe der Elektronenbeugung wurden unterschiedliche Bereiche im Inneren und
AuBeren der gebildeten sphirischen Strukturen untersucht. Ein reprisentatives Beispiel fiir den
dufleren und den inneren Bereich ist in Abb. 8.22 dargestellt. Im dufleren Bereich lieBen sich mehrere
Beugungsringe, bestehend aus vielen Reflexen beobachten, die durch Bestimmung der
Netzebenenabstinde (d-Abstdnde) den Miller’schen Indizes (004), (211), (112), (300), (002), (310),
(213) und (222) von HA zugeordnet wurden (s. Abb. 8.22a). Wie auch bei der XRD-Untersuchung
(vgl. Abb. 8.9) konnten die (211), (112) und (300) Beugungsreflexe nicht eindeutig getrennt
voneinander identifiziert werden. Im Gegensatz zum dufleren Bereich konnten im inneren Bereich
nur breite Beugungsmaxima mit hohem Untergrund detektiert werden. Der intensive Beugungsring
lie sich den (211), (112) und (300) Beugungsreflexen zuordnen. Diese Ergebnisse bestétigen die
Beobachtungen der XRD- und 3IP—NMR—Untersuchungen, dass sich die gebildeten ,,Wiistenrosen-
dhnlichen* Strukturen aus verschiedenen HCA-Phasen mit unterschiedlicher Kristallinitét
zusammensetzen. Die Phase im Inneren zeigte dabei eine geringere Kristallinitdt im Vergleich zur

dufBeren Phase.

8
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Abb. 8.22: Resultate der Elektronenbeugung an ausgewidhlten Bereichen (SAED: selected area electron
diffraction) der priparierten Lamelle der gebildeten sphérischen Strukturen nach 3 Monaten Inkubation der
Vaterit-Partikel in SBF. (a) Am &ufleren Bereich und (b) im inneren Bereich. Die jeweilige
Untersuchungsflache ist durch einen roten Kreis in den TEM-Hellfeldaufnahmen markiert. Mit Zuordnung der
Miller’schen Indizes des HA, JCPDF 01-084-1998, iiber den Netzebenenabstand.

Eine Elementanalyse bzw. eine rdumliche Verteilung der Elementhdufigkeit erfolgte durch
Anwendung der energiedispersiven Rontgenspektroskopie (EDX: energy dispersive X-ray
spectroscopy) und der Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS: electron energy loss
spectroscopy) am Raster-Transmissionselektronenmikroskop (STEM: scanning transmission
electron microscope). Die Ergebnisse der STEM-EDX Untersuchung sind in Abb. 8.23 dargestellt.
Die rdumliche Verteilung der Elementhdufigkeit als auch die Quantifizierung zeigten eine
zunehmende Calcium- (Ca) Dichte und eine verringerte Kohlenstoff- (C) Dichte vom inneren
Bereich zum &dufleren Bereich. Der Nachweis von Phosphor (P) war mit dieser Methode nicht
moglich, da sich das Pt-Signal aus der Probenpriparation mit dem P-Signal {iberlagerte. Die Signale
von Kupfer (Cu) und Gallium (Ga) rithren ebenfalls aus der Probenpriparation. Ferner sind die
Quantifizierungen von Sauerstoff (O) und Kohlenstoff (C) mit Vorsicht zu betrachten, da sie
aufgrund der Messbedingungen fehlerbehaftet sein konnten. Aufgrund dessen wurde eine zweite

Methode zur Elementverteilung, EELS, herangezogen.
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Ausschnitt 1 (innen)

8000+ Element Wt% At%
C(K) 31,50 | 47,44
0 (K) 31,87 36,02
Ca (K) 36,62 16,52

Ausschnitt 2 (auBen)

Element Wt% At%
C(K) 24,71 | 38,44
0 (K) 37,73 44,05
Ca (K) 37,55 17,50

Counts

4000

20004

10

Energy (keV)

Energy (keV)

Abb. 8.23: Ergebnisse der Elementanalyse mittels STEM-EDX im inneren (Ausschnitt 1) und &uBeren
(Ausschnitt 2) Bereich der priparierten Lamelle der gebildeten sphérischen Strukturen nach 3 Monaten
Inkubation der Vaterit-Partikeln in SBF. Im blau markierten Bereich wurde eine rdumliche Verteilung der
Elementhiufigkeit von Calcium (Ca) und Kohlenstoff (C) aufgenommen. Bei der TEM-Aufnahme handelt es
sich um eine Dunkelfeldaufnahme.

Die EELS-Methode gewihrleistete auch eine Bestimmung der rdumlichen Verteilung der
Elementhaufigkeit von P, denn die Absorptionskanten-Energien von P (132,2 eV) und Pt (2122 eV)
unterscheiden sich deutlich."®" Die Ergebnisse der STEM-EELS Untersuchung sind in Abb. 8.24
angegeben und zeigen einen hoheren Ca-Anteil im duBBeren Bereich. Zusitzlich konnte auch ein
hoherer P-Anteil im duBleren Bereich detektiert werden. Im Gegensatz zur C-Elementverteilung der
STEM-EDX Messung wurde bei der STEM-EELS Messung im dufleren Bereich nur sehr wenig C

nachgewiesen.

Abb. 8.24: Ergebnisse der raumlichen Verteilung der Elementhéufigkeit von Phosphor (P), Calcium (Ca) und
Kohlenstoff (C) mittels STEM-EELS der préparierten Lamelle der gebildeten sphérischen Strukturen nach
3 Monaten Inkubation der Vaterit-Partikeln in SBF. Der untersuchte Bereich ist blau markiert. Bei der TEM-
Aufnahme handelt es sich um eine Dunkelfeldaufnahme. Die STEM-EELS Spektren zeigen in Griin markiert
die detektierte Absorptionskante des untersuchten Elements und in blass Griin das Untergrundfenster, das kurz
vor dem untersuchten Element abgezogen wurde.
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Abschliefend konnte mit diesen beiden Methoden nochmals bestétigt werden, dass die aus
Vaterit-Partikeln in SBF gebildeten sphérischen HCA-Aggregate aus unterschiedlichen Phasen
bestehen, wobei im Inneren eine weniger kristalline Phase mit geringerem Anteil an Calcium und

Phosphor, aber hoherem Anteil an Kohlenstoff vorliegt.

Konzentrationseffekte am Beispiel der Inkubation in PBS

In zwei weiteren Inkubationsreihen wurde sowohl der Einfluss der Konzentration als auch das,
von der Zusammensetzung ausgehende, Verhiltnis der COs> - zu PO,” -Ionen am Beispiel der
Inkubation der Vaterit-Partikel in PBS weiter untersucht. Es wurden 0,2 mg/mL Vaterit-Partikel in
10-fach verdiinntem PBS inkubiert, was einem molaren COs> zu PO,> lonenverhiltnis von 2:1
entspricht. Durch die Verdiinnung wurde die gleiche PO,> -Tonenkonzentration wie im SBF erhalten,
allerdings mit einer geringeren lonenstéirke (vgl. Tab. 8.2). In einer weiteren Versuchsreihe wurden
1 mg/mL Vaterit-Partikel in PBS inkubiert, was einem molaren CO32' zu PO,* lonenverhiltnisses
von 1:1 entspricht. Beide Inkubationen verliefen analog zu den vorherigen Inkubationen, bei 37 °C
und leichtem Schiitteln (150 U/min.), iiber einen Zeitraum von bis zu 72 Stunden. Nach einer
Inkubationszeit von 24, 48 und 72 Stunden wurden die erhaltenen Feststoffe mittels XRD- und
FT-IR-Untersuchungen charakterisiert und anhand der REM-Aufnahmen ihre Morphologie
bestimmt. Eine Quantifizierung der vorliegenden Phasen erfolgte durch eine Vollprofilanpassung der
XRD-Daten. Die Ergebnisse sind in Abb. 8.25 zusammengefasst. Durch die geringeren
Konzentrationen an Vaterit-Partikeln konnte eine deutlich schnellere Umsetzung in die HA-Spezies
beobachtet werden. Bei beiden Inkubationen in PBS waren die Vaterit-Partikel nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden bereits vollstdndig umgesetzt. Ein Unterschied zeigte sich in den
entstehenden HA-Phasen. Wihrend bei der Inkubation von 0,2 mg/mL Vaterit-Partikeln in
verdiinntem PBS nach 24 Stunden ein nahezu ausgeglichenes Verhéltnis zwischen kristalliner und
amorpher HA-Phase vorlag, wurde bei der Inkubation von 1 mg/mL Vaterit-Partikeln in PBS ein
deutlich hoherer Anteil (~ 80 wt%) der kristallinen HA-Phase nachgewiesen. Das Verhéltnis von
kristallinem und amorphem Anteil der gebildeten HA-Spezies blieb iiber den weiteren
Inkubationsverlauf von 1 mg/mL Vaterit-Partikel in PBS nahezu unveridndert. Im Gegensatz dazu
zeigte sich bei der Inkubation im verdiinnten PBS eine Abnahme und erneute Zunahme der amorphen

HA-Phase, vergleichbar mit den Beobachtungen aus der Inkubationen in SBF (vgl. Abb. 8.11).
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(a) Inkubation in PBSv (0,2 mg/mL Vaterit, CO;% : PO = 2:1) (b) Inkubation in PBS (1,0 mg/mL Vaterit, CO3% : PO, = 1:1)
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Abb. 8.25: Pulverdiffraktogramme der Inkubationen von (a) 0,2 mg/mL Vaterit-Partikel in verdiinntem PBS
(PBSv) und (b) 1,0 mg/mL Vaterit-Partikel in PBS iiber einen Zeitraum von 24, 48 und 72 h. Mit Angabe der
Reflexlagen des Vaterits (V)**) und des Hydroxylapatits (HA)!'’". Unter den Diffraktogrammen sind die
Ergebnisse der quantitativen Phasenanalyse anhand der XRD-Daten aufgefiihrt und graphisch dargestellt. Mit
den Phasen: Hydroxylapatit (HA), amorpher Hydroxylapatit (aHA), Vaterit (V) und Calcit (C).

Mit Hilfe der FT-IR-Spektroskopie wurde, iiber die Extinktionen der intensiven v;; -Banden der
asymmetrischen P-O und C-O Streckschwingungen der PO4 - und der COs> -Gruppe, das PO,> zu
CO5”> Tonenverhiltnis bestimmt und gegen die Inkubationszeit aufgetragen (s. Abb. 8.26). Die IR-
Spektren beider Inkubationen (s. Abb. 8.26a, c) zeigen die fiir HA typischen Schwingungsmoden der
PO, -Gruppe (vi ~ 1030 cm™, v; ~ 962 cm™ und v4 ~ 602, 656 cm™). Im Vergleich zu den
vorherigen Inkubationen in SBF und PBS (s. Abb. 8.12) sind die Banden deutlich scharfer
ausgepragt. Zudem ist die Aufspaltung der v4 (O-P-O) —Bande stirker ausgeprédgt, was auf eine

kristallinere HA-Spezies mit geringerem Carbonat-Anteil hinweist.!'”*! Bei Betrachtung des PO4” zu
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COs” Tonenverhiltnisses lassen sich bei den Inkubation der Vaterit-Partikel in geringen
Konzentrationen generell hohere Verhiltnisse feststellen (s. Abb. 8.26b). Bei der Inkubation im
verdiinnten PBS stellt sich iiber den Inkubationszeitraum von 24 bis 72 Stunden ein nahezu
konstantes Verhiltnis von ~ 6,7 ein. Dies entspricht einem sehr geringen Carbonat-Anteil von
deutlich unter 5 wt% (vgl. Abb. 8.14b). Im Gegensatz dazu steigt bei der Inkubation von 1 mg/mL
Vaterit-Partikeln in PBS das PO,> zu C032' Ionenverhéltnis bis auf ~ 10 an, was einem ungefahren
Verhiltnis von reinem HA entspricht (vgl. Abb. 8.14b).

(a) Inkubation in PBSv (b) PO,% : CO4% lonenverhaltnis (c) Inkubation in PBS
(0,2 mg/mL Vaterit, COz% : PO = 2:1) (Extinktionen von v; (P-O)-Bande : v; (C-O)-Bande) (1,0 mg/mL Vaterit, CO5%* : PO* = 1:1)
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Abb. 8.26: Ergebnisse der FT-IR-Spektroskopie. IR-Spektren der Inkubationen von (a) 0,2 mg/mL Vaterit-
Partikeln in verdiinntem PBS (PBSv) und von (c¢) 1,0 mg/mL Vaterit-Partikeln in PBS iiber einen Zeitraum
von 24 h (blau), 48 h (hellblau) und 72 h (dunkelgriin), mit dem Vergleichssprektrum des Vaterits (V, schwarz
gepunktet). (c) PO,>” zu CO5> lonenverhiltnis der untersuchten Inkubationen in PBS, anhand der Extinktionen
der asymmetrischen P-O und C-O Streckschwingungen (v;), aufgetragen gegen die Inkubationszeit.

In Abb. 8.27 sind die REM-Aufnahmen der erhaltenen Feststoffe aus den beiden untersuchten
Inkubationen in PBS zusammengestellt. Es konnte eine vergleichbare, plittchenférmige
Morphologie der entstandenen HA-Spezies nachgewiesen werden, wie sie in der vorherigen
Inkubation in PBS (vgl. Abb. 8.6) beobachtet wurde. Uber den Inkubationszeitraum konnten keine
signifikanten morphologischen Anderungen beobachtet werden. Wie auch bei der vorherigen PBS-
Inkubation zeigte sich wieder eine unstrukturierte Agglomeration der entstandenen Partikel. Es ist
nicht auszuschlieen, dass die Agglomeration auf einen Trocknungseffekt durch die

Probenpréparation zuriickzufiihren ist.
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24 h 48 h 72h

(a) Inkubation in PBSv (0,2 mg/mL Vaterit, CO4% : PO = 2:1)

1:1)

(b) Inkubation in PBS (1,0 mg/mL Vaterit, CO5? : PO,*

Abb. 8.27: REM Aufnahmen der Vaterit-Partikel nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubation in (a) verdiinntem PBS
(PBSv) mit 0,2 mg/mL Vaterit-Partikeln und (b) in PBS mit 1,0 mg/mL Vaterit-Partikeln. Es ist jeweils eine
Ubersichtsaufnahme und eine Aufnahme mit 50.000-facher VergroBerung dargestellt.

Anhand der beiden Inkubationen in PBS konnte der Einfluss der Vaterit-Partikelkonzentration als
auch des molaren CO5> zu PO,” lonenverhiltnisses niher beleuchtet werden. Es wurde festgestellt,
dass bei geringerer Vaterit-Partikelkonzentration eine schnellere Auflosung stattfindet. Dadurch liegt
ein hoheres lonenprodukt vor, welches das Loslichkeitsprodukt von HA iiberschreitet und zur
Ausfillung fihrt. Wahrend bei den Inkubationen von 0,2 mg/mL Vaterit-Partikel die Umsetzung
iiber eine amorphe HA-Phase verlduft, ist dies bei den hoheren Konzentrationen von 1 mg/mL und

2 mg/mL Vaterit-Partikeln und erhohter Phosphat-lonen-Konzentration nicht zu beobachten. Durch
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die geringeren Konzentrationen findet eine schnellere Auflosung statt. Es resultiert eine stirkere
Ubersittigung und als Folge tritt eine Fillung der kinetisch bevorzugten amorphen Modifikation des
HA auf, die sich gemi der Ostwald’schen Stufenregel in die kristalline HA-Phase umwandelt.!"!

Hingegen fillt aus Losungen niedriger Ubersittigung direkt HA aus.!'®>'®
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8.4 Abschliefende Diskussion

In diesem Kapitel wurde sich intensiv mit der Umsetzung von Vaterit-(Nano-)Partikeln in eine
Knochen-dhnliche Apatit-Spezies befasst. Die Umsetzung erfolgte unter in vitro Bedingungen in
einer simulierten Korperfliissigkeit (SBF) und in einer weiteren phosphathaltigen Salzlésung (PBS),
um die Anwendung als Biomaterial fiir die Knochenregeneration zu beurteilen. Es wurde gezeigt,
dass nicht nur Vaterit-Nanopartikel, sondern auch die aggregierten Vaterit-Partikel (s. Kapitel 7), die
notige Reaktivitdt fiir eine Umsetzung in eine Hydroxylapatit (HA) -Spezies aufweisen. Im ersten
Abschnitt (8.3.1) dieses Kapitels wurde anhand von Rontgenbeugungs- (XRD) Untersuchungen
sowie spektroskopischen und mikroskopischen Methoden nachgewiesen, dass Vaterit als
metastabiles CaCO;-Polymorph die notige Aktivitét fiir eine Umsetzung in eine HA-Spezies besitzt.
Im zweiten Abschnitt (8.3.2) wurde erstmals der Mechanismus der Umsetzung und die entstehende
HA-Phase anhand von drei Untersuchungsmethoden (XRD, FT-IR-, *'P-NMR-Spektroskopie)
quantitativ analysiert. Mit weiteren Untersuchungsmethoden (REM, TEM, REM-EDX, STEM-
EDX, STEM-EELS) wurden die Ergebnisse der quantitativen Analysen gestiitzt. Im Nachfolgenden
werden die Resultate aus Abschnitt (8.3.2) ausfiihrlich diskutiert.

Beim Vergleich der Inkubation im verdiinnten PBS mit der im SBF, unter gleicher Vaterit-
Partikel- und Phosphationen-Konzentration, lie} sich bei der Inkubation in verdiinntem PBS eine
deutlich schnellere Umsetzung der Vaterit-Partikel in die HA-Spezies nachweisen. Dies lésst sich
damit begriinden, dass im SBF weitere Fremdionen, wie beispielsweise Mg®" -Ionen, vorliegen
(vgl. Tab. 8.2). Es ist bekannt, dass Mg®" -Ionen einen Einfluss auf die Bildung der

117,131] Einen

CaCO; -Modifikationen ausiiben und stabilisierend auf die metastabilen Phasen wirken.!
dhnlichen Effekt zeigen Mg®™ -lonen auch auf die Calciumphosphate (CaPs), indem sie eine
konzentrationsabhingige, inhibierende Wirkung auf die Bildung und das Wachstum von HA und
anderen CaPs bewirken.!" Die Anwesenheit der Mg®" -Tonen wirkt stabilisierend auf die amorphe
Calciumphosphat- (ACP) Phase, indem sie die Loslichkeit von ACP herabsetzt.™'® " Somit Idsst
sich die langsamere Umsetzung der Vaterit-Partikel in die HA-Spezies in SBF wie folgt erkléren.
Einerseits wird durch die Mg*™ -Ionen eine Stabilisierung der vorliegenden Vaterit-Partikel ausgeiibt
und andererseits erfolgt eine kinetische Hemmung der HA-Kristallisation. Moglich ist auch eine
Substitution der Ca*"-Ionen im HA durch Mg”*-Ionen aus der SBF-Losung zu Beginn der HA-
Kristallisation, wodurch es zur Bildung eines Calcium-defizitirem HA (CDHA) kommt. CDHA ist
eine Calciumphosphat-Modifikation von geringerer Stabilitit und zeigt damit eine erhohte
Loslichkeit im Vergleich zu HA.B*"*! Anhand von Elementanalysen mittels EDX konnten geringe
Mengen an Magnesium in den Proben der Inkubationen in SBF detektiert werden. Aus der Literatur
ist bekannt, dass Ionen mit einem kleineren Ionenradius als das Ca®" -Ion das Volumen der
Einheitszelle im HA verringern und die Nahordnung im Kristall storen, mit der Folge kleinerer

[168

Kristallite.!'® Zusitzlich wurden mit Hilfe der Elementanalysen durch EDX sowohl bei den

Inkubationen in SBF als auch bei den Inkubationen in PBS geringe Mengen an Natrium detektiert.
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Dies lidsst vermuten, dass nicht nur Mg -Ionen, sondern auch Na"-Ionen in das HA-Gitter eingebaut
wurden und die Bildung eines CDHA fordern. Nicht nur die Substitution von Ca*" -Ionen durch
Mg>" - oder Na* -Ionen fiihrt zu kleineren Kristalliten mit einer verringerten Kristallinitit, sondern
auch die Substitution von PO,’ - gegen CO5” -Ionen, wie sie im Carbonat-haltigen Hydroxylapatit
(HCA) vom Typ B zu finden ist.""****'*) Im natiirlichen Knochenmineral sind Mg®" - oder

[35,184

Na' -Ionen mit einem Anteil von < 1 wt% vorzufinden. I Hingegen kommen CO;> -Ionen im

Knochenmineral zu einem Anteil von 2-8 wt% vor, weshalb der Fokus dieser Arbeit auf dem

B14I7.184) 70m Vergleich wurde in dieser Arbeit auch der Anteil an

Nachweis der CO;” -Ionen lag.
CO5” -Tonen eines humanen Knochenminerals, aus dem Knie eines 52-jihringen Mannes, mittels
XRD-, FT-IR- und *'P-NMR-Untersuchungen quantitativ bestimmt. Es wurde ein Anteil von
5-10 wt% CO;” -Tonen nachgewiesen, was mit den Werten aus der Literatur korreliert.?>!*!7>-184]
Dabei muss beriicksichtigt werden, dass der Knochen auch einem Alterungsprozess unterliegt,
wodurch die Zusammensetzung und die Kristallitgrofe variieren konnen.””! Es konnte mit der
Untersuchung des Knochenminerals gezeigt werden, dass die hier verwendeten quantitativen
Methoden (XRD, FT-IR- und *'P-NMR-Spektroskopie) sich fiir eine Einschétzung des vorliegenden
COs” -Tonen Anteils in der aus Vaterit-Partikeln gebildeten HA-Spezies gut eignen und sich
gegenseitig erginzen.

Generell fiihren lonen-Substitutionen im HA zu einer verminderten Kristallinitit. Als Folge treten
Verbreiterungen von Reflexprofilen in den Rontgendiffraktogrammen auf.!'®®'®'">1%¢ Die Tonen-
Substitutionen im HA &ndern nicht nur das chemische Verhalten, sondern auch das biologische
Verhalten, wodurch eine dem natiirlichen Knochenmineral dhnliche HA-Spezies resultiert."'™! Das
Knochenmineral zeigt extrem kleine, ungeordnete Carbonat-haltige HA Kristallite geringerer
Stabililitdt, wodurch eine hohere Loslichkeit im Vergleich zum geordneten, kristallinen HA

3415 Dadurch wird die Resorption durch Osteoklasten in sauren Kompartimenten

resultiert.|
verbessert, wodurch der kontinuierliche Knochenumbau durch Auf- und Abbauvorginge ermoglicht
wird.!"”*! Eine verringerte Kristallinitit der aus Vaterit-Partikeln entstandenen HA-Spezies, aufgrund
von lonen-Substitutionen, wurde anhand der Verbreiterung des Reflexprofils der XRD-
Untersuchung, der Phosphat-Banden der FT-IR-Spektroskopie und des Resonanzsignals der
3'P-NMR-Spektroskopie beobachtet (vgl. Abschnitt 8.3.2). Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen der erhaltenen HA-Spezies zeigten eine plattchenformige Morphologie mit einer
sehr geringen Dicke im Bereich von wenigen nm. Damit konnte eine vergleichbare Morphologie der
erhaltenen HA-Spezies nachgewiesen werden, wie sie auch im natiirlichen Knochen vorzufinden ist.
Die biologischen Apatit-Kristallite des Knochenminerals werden in der Literatur als plattchenformig
beschrieben. Mit einer Lange von 8-50 nm, einer Breite von 5-25 nm und einer Dicke von 1,0-4,0 nm
gehdren sie zu den kleinsten biologischen Kristalliten.** ") Interessanterweise wurde wihrend der
Inkubation in SBF eine Aggregation dieser plattchenformigen Strukturen zu gréferen Strukturen

beobachtet, die in keiner der untersuchten Inkubationen in PBS vorgefunden wurde. Dieser
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morphologische Effekt ist, wie auch die verringerte Umsetzungsgeschwindigkeit der Vaterit-Partikel
in die HA-Spezies, auf die Anwesenheit weiterer Fremdionen (Mg®", Ca*", HCO;™ und SO4")
zuriickzufiihren, die im PBS nicht anzutreffen sind (s. Kapitel 9).

Beim Vergleich der Inkubationen der Vaterit-Partikel in SBF und PBS, bei gleichem molarem
CO;” zu PO,> Tonenverhiltnis von 2:1, wurden nicht nur morphologische Unterschiede festgestellt,
sondern auch Unterschiede in der Umsetzung der Vaterit-Partikel in die HA-Spezies. Einerseits
wurde eine verlangsamte Umsetzung in der SBF-Losung im Vergleich zur PBS-Losung ermittelt,
die wie zuvor diskutiert auf die Anwesenheit von Mg -Ionen zuriickzufiihren ist. Andererseits wurde
die Anwesenheit von zwei verschiedenen HA-Phasen nachgewiesen, die sich in der Kristallinitét
unterschieden. Die Resultate der quantitativen Phasenanalysen anhand der XRD-Daten und der
Signalanpassung der °*'P-NMR-Untersuchungen implizieren, dass die Umsetzung der Vaterit-
Partikel in die HA-Spezies in SBF und PBS nach unterschiedlichen Mechanismen ablaufen. Im
Nachfolgenden sollen die beiden mdglichen Mechanismen, anhand der vorliegenden Resultate,
diskutiert und postuliert werden.

Anhand der Resultate der quantitativen FT-IR- und *'P-NMR-Spektroskopie konnte die
Substitution durch COs> -Tonen am Ende der Inkubationszeit in SBF nachgewiesen werden. Unter
Berticksichtigung der Resultate der quantitativen Phasenanalyse der XRD-Daten, konnten lediglich
Spuren von Calcit (~ 1 wt%) nachgewiesen werden, sodass von einem COs>-Ionen Einbau in den
HA-Kristall ausgegangen werden kann. Es ist bekannt, dass auch im Knochenmineral geringe
Anteile von Calcit vorzufinden sind, die von Geschlecht, Alter und Umgebung abhingig sind.!"*”
Durch die Inkubation der Vaterit-Partikel in SBF wurde ein Carbonat-haltiger HA (HCA) mit einem
Anteil von etwa 5 wt% an CO;> -lonen erhalten. Auch die Inkubation der Vaterit-Partikel in PBS
zeigte eine Umsetzung in den HCA. Eine hohe Varianz im CO;” -Ionen Anteil konnte, in
Abhingigkeit der eingesetzten Vaterit-Partikelkonzentration und damit des eingesetzten molaren
CO;> zu PO,” lonenverhiltnisses beobachtet werden. Dieses Resultat ldsst vermuten, dass eine
bestimmte Konzentration an COs> -Ionen in der Inkubationsldsung vorliegen muss, damit ein
Einbau, bzw. eine Substitution von PO,” -Ionen stattfinden kann. In der SBF-L&sung liegen bereits
CO5” -Tonen in Form von HCO; -Ionen vor. Im Gegensatz dazu beinhaltet die PBS-Losung keine
CO;” -Tonen (s. Tab. 8.4). Anhand der Untersuchungen mittels *'P-NMR-Spektroskopie wurde
wihrend der Inkubation in SBF, im Vergleich zur Inkubation in PBS, eine durchweg groBere
Halbwertsbreite (FWHM) der modellierten kristallinen HA-Spezies vorgefunden (s. Tab. 8.6).
Dieses Resultat ist ein erster Hinweis dafiir, dass im SBF bereits zu Beginn der Einbau von COs> -

178.180.1901 7\, dem fiihrte der Einbau von CO;” -lonen zu einer leichten

Tonen in das HA-Gitter erfolgt.!
chemischen Verschiebung des *'P-Resonanzsignals was auch im Knochenmineral nachgewiesen
wurde (s.Abb. 8.15a1).1""""! Aus den Ergebnissen der quantitativen Phasenanalyse der XRD- und
*'P-NMR-Daten resultierte am Ende der Inkubation in SBF (nach 6 Monaten) immer noch ein

~ 10 wt%-iger Anteil einer weniger kristallinen Phase, die als amorphe Phase des HA bezeichnet
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wurde (s. Abb. 8.18a). Diese Analysen deuten darauf hin, dass sich die im SBF gebildeten
»Wiistenrosen-dhnlichen® Strukturen aus verschiedenen HA-Phasen zusammensetzten. Gefestigt
wurden die Hinweise durch die Ergebnisse der TEM/STEM-Untersuchungen einer aus den
»Wiistenrosen-dhnlichen® Strukturen priparierten Lamelle. Es konnte im inneren Bereich der
»Wiistenrosen-dhnlichen* Strukturen eine weniger kristalline HA-Spezies mit hohem Kohlenstoft-
Anteil nachgewiesen werden. Wohingegen im &dulleren Bereich eine kristallinere, Calcium- und
Phosphat-reiche HA-Spezies vorgefunden wurde. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass sich zu
Beginn der Umsetzung der Vaterit-Partikel in SBF, unter Anwesenheit von gelosten HCO5", HPO,*
und Mg®" -Ionen, eine CO;” -reiche, nanoskopische CDHA-Spezies geringer Kristallinitit bildet.
Aus den morphologischen Untersuchungen geht hervor, dass das weitere Kristallwachstum nicht
tiber die klassische Ostwaldreifung erfolgt, sondern durch orientierte Anlagerung der primir
gebildeten CDHA-Spezies zu den iibergeordneten ,,Wiistenrosen-dhnlichen* Strukturen. Dadurch
werden im Inneren die nanoskopischen, plattchenformigen Kristallite ,,abgeschirmt® und bleiben
iber eine lange Zeit bis hin zu 6 Monaten stabil. Die &ulere CDHA-Phase steht allerdings im direkten
Kontakt mit der SBF-Ldsung und unterliegt einem kontinuierlichen Austausch von lonen mit der
Folge einer zunehmenden Kristallinitdt, in Form eines Alterungsprozesses. Ein postuliertes Schema
zur Umsetzung der Vaterit-Partikel in die Knochen-dhnliche HA-Spezies in der SBF-Ldsung ist in
Abb. 8.28a dargestellt.

Im Gegensatz zur Inkubation der Vaterit-Partikel in SBF, bei der eine COs> -reiche CDHA-
Spezies zu Beginn entsteht, erfolgt im PBS die Substitution der PO,> -Ionen gegen die CO5> -Ionen
erst nach zuvor gebildeter HA-Spezies. Den Ergebnissen der quantitativen Phasenanalyse anhand
der XRD- und *'P-NMR-Daten (s. Abb. 8.18) zu Folge, findet die Substitution in PBS vermutlich
nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden statt. Dabei ist ein erhohter Anteil einer weniger
kristallinen Phase, die als amorphe Phase des HA bezeichnet wurde, nachgewiesen worden. Wie
vorweg erwahnt und aus der Literatur bekannt, fithren Ionen-Substitutionen im HA-Gitter zu einer
verminderten Kristallinitat."'®*''7>'%! Dje deutliche Verbreiterung des *'P-Resonanzsignals der
NMR-spektroskopischen Untersuchung nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden der Vaterit-
Partikel in PBS, im Vergleich zum Signal des reinen HA (s. Abb. 8.15b2), weist auf eine weniger
geordnete HA-Phase mit erhdhter Loslichkeit hin. Der Nachweis von Na-Spuren durch die EDX-
Messung deutet die Bildung eines CDHA an. Aufgrund der erhhten Loslichkeit des CDHA! ! wird
der nachtrédgliche Einbau von CO5” -Tonen durch Substitution von PO, -lonen ermdglicht, wodurch
der B-Typ des HCA entsteht. Ein weiterer Nachweis fiir die Bildung des HCA vom B-Typ resultiert
aus den FT-IR-Spektren. Sowohl bei den Inkubationen in PBS als auch in SBF wurde die v, (O-C-
0) Bande bei 872 cm™ der CO;” -Gruppe nachgewiesen, die den COs> -Ionen des HCA vom B-Typ

738 Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der entstehenden CDHA-

zuzuordnen sind.!
Spezies aus den Vaterit-Partikeln durch Inkubation in PBS zeigten keine ,,Selbst-Anordnung* zu

grofleren Strukturen. Dadurch steht die gebildete CDHA-Spezies im direkten Kontakt mit der PBS-
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Losung und als Folge eines Alterungsprozesses wandelt sich die weniger geordnete CDHA-Phase in
eine geordnetere, kristallinere HA-Phase umwandelt. Ein postuliertes Schema zur Umsetzung der

Vaterit-Partikel in die Knochen-dhnliche HA-Spezies in der PBS-Losung ist in Abb. 8.28b

dargestellt.

(a) Inkubation in SBF

(b) Inkubation in PBS
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Abb. 8.28: Postulierter Mechanismus zur Umsetzung der Vaterit-Partikel in eine Hydroxylapatit (HA)-Spezies

iiber eine Calcium-defizitdre HA (CDHA)-Spezies durch Inkubation in (a) SBF und (b) PBS.

Dennoch wurde durch Inkubation der Vaterit-Partikel sowohl in SBF als auch in PBS eine

Carbonat-haltige HA-Spezies, mit dhnlichen Eigenschaften wie sie im natiirlichen Knochenmineral

zu finden sind, nachgewiesen.
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8.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend wurde bestitigt, dass die in Kapitel 7 synthetisierten Vaterit-Partikel ein hohes
Potential aufweisen, sich in einen dem Knochen-dhnlichen Carbonat-haltigen Hydroxylapatit (HCA)
umzusetzen. Vaterit als metastabiles Calciumcarbonat-Polymorph bringt ideale Voraussetzungen fiir
eine solche Umsetzung mit. Einerseits konnte gezeigt werden, dass die synthetisierten Vaterit-
Partikel lagerungsbesténdig (s. Kapitel 7) und andererseits aber auch labil genug sind, sich durch
Auflésung- und Rekristallisationsprozesse in eine Knochen-dhnlichen Apatit-Spezies umsetzen zu
lassen. Durch eine Kombination aus Réntgendiffraktometrie (XRD), FT-IR- und *'P-Festkdper-
NMR Spektroskopie wurde die Umsetzung der Vaterit Partikel quantitativ iiber einen langen
Zeitraum von bis zu 6 Monaten unter in vitro Bedingungen, in einer simulierten Korperfliissigkeit
(SBF), bei 37 °C verfolgt. Elektronenmikroskopische Untersuchungen (REM, TEM/STEM, EDX,
EELS) untermauerten die Resultate. Abhingig vom phosphathaltigen Inkubationsmedium konnten
unterschiedliche Mechanismen der Umsetzung in den HCA festgestellt werden. Dabei wurde
erkannt, dass die Anwesenheit stabilisierender lonen, wie Mg2+, als auch bindende Proteine
(s. Abschnitt 8.6) einen entscheidenden Einfluss auf die Reaktionszeit ausiiben. Die Resultate der
quantitativen Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Umsetzung iiber einen Calcium-defizitiren
Hydroxylapatit (CDHA) mit geringer Kristallinitét verlduft. Bedingt durch die Anwesenheit weiterer
Fremdionen im Inkubationsmedium, wie Na“", Mg>", COs>, werden diese konzentrationsabhéngig in
das Kristallgitter mit eingebaut. Eine Abwesenheit von COs> -Ionen im Inkubationsmedium, wie in
der phosphathaltigen Salzlosung (PBS), zeigte, dass der Einbau von CO;> -lonen erst bei
fortschreitender Vaterit-Umsetzung erfolgte. Dadurch konnte die Substitution von PO4> -Ionen
gegen CO;” -Ionen und folglich die Bildung eines HCA vom B-Typ bestitigt wurde. Die Vaterit-
Partikel dienen somit nicht nur als Ca*" -Ionenreservoir fiir die Apatit-Bildung, sondern auch als
CO5” -Tonenquelle fiir die Bildung eines HCA. Eine vollstindig stochiometrische Zusammensetzung
der aus Vaterit-Partikeln in phosphathaltigem Medium entstehenden HCA-Spezies konnte nicht
nachgewiesen werden. Vielmehr wurde gezeigt, dass abhingig vom Inkubationsmedium weitere
Ionen in die Kristalle der Apatit-Spezies eingebaut werden konnen. Folglich fiihrt die Inkubation der
Vaterit-Partikel zu einer Umsetzung in eine Apatit-Spezies, die sich dem Umfeld, bzw. dem
Inkubationsmilieu in dem sie gebildet wird, anpasst.

Damit besitzen die in dieser Arbeit untersuchten Vaterit-Partikel essentielle Vorteile gegeniiber
den herkommlichen Knochenersatzmaterialien, indem sie als Vorstufe des Knochenminerals
fungieren und sich erst in vivo zu dem eigentlichen Knochenersatzmaterial umsetzen. Folglich dienen
die Vaterit-Partikel der natiirlichen Knochenregeneration und schaffen eine Apatit-Spezies mit
nahezu identischen biologischen und chemischen Eigenschaften wie das natiirliche Knochenmineral.
Eine in vivo Umsetzung begiinstigt den Einbau weiterer Fremdionen (wie Na’, Mg®", COs>) in die
Apatit-Spezies, wie sie auch im natiirlichen Knochenmineral zu finden sind. Ein weiterer Vorteil ist,

dass die Substitutionen abhidngig vom Geschlecht, Alter und Ernédhrung sind und sich dem Korper
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idealerweise anpassen konnen, sodass ein individuelles Knochenmineral aus den Vaterit-Partikel
gebildet werden kann. Aus diesem Grund sind die Vaterit-Partikel ein vielversprechendes Material
gegeniiber den herkdmmlichen Knochenersatzmaterialien.

Ein mdgliches Anwendungsgebiet der Vaterit-Partikel konnten kleine Knochendefektstellen sein,
bei denen das Gleichgewicht des natiirlichen Knochenaufbaues und —abbaues gestort ist und der
Knochenabbau iiberwiegt, wie beispielsweise bei der Osteoporose. Vaterit-Partikel wiirden einerseits
die natiirliche Knochenregeneration ankurbeln (wie in Kapitel 7 beschrieben) und andererseits sich
selbst in eine Knochensubstanz umsetzten und damit das Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau
und —abbau wiederherstellen. Denkbar wire auch der Bereich der Kieferchirurgie. Meist miissen vor
einer Zahnimplantation die Kieferknochen aufgebaut werden (medizinisch: Augmentation), um den

Implantaten einen ausreichenden Halt zu gewéhrleisten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in umfangreichen in vitro Studien eine ausgezeichnete
Biokompatibilitét (vgl. Kapitel 7), die Umsetzung in eine Knochen-&dhnliche Apatit-Spezies und die
osteoinduktive Wirkung (vgl. Kapitel 7) der Vaterit-Partikel belegt, was sie zu einem besonders
attraktiven Biomaterial fiir die schnelle, natiirliche Knochenregeneration macht.

Weiterfiihrende Experimente sollen die Umsetzung der Vaterit-Partikel in vivo klaren. Daneben
stellt die Abbaubarkeit der aus Vaterit-Partikeln gebildeten Apatit-Spezies einen interessanten
Aspekt dar. Zu testen ist, wie sich die gebildete Apatit-Spezies im sauren Milieu im Vergleich zu
reinem Hydroxylapatit verhélt, um die Resorptionseigenschaft der Osteoklasten zu simulieren.
Aufschlussreich wéren weitere Untersuchungen zu den frithen Phasen der Umsetzung der Vaterit-
Partikel und der Bildung der Apatit-Spezies, um amorphe Frithphasen zu charakterisieren, wobei die
simultane Auflosung der Vaterit Partikel und die Bildung der Apatit-Spezies die Identifizierung einer

amorphen Phase erschwert.
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8.6 Exkurs: Effekt von Serumproteinen auf die Umsetzung der

Vaterit-Partikel in Knochen-ihnlichen Apatit

In diesem Abschnitt wurde der Einfluss von Serumproteinen auf die synthetisierten Vaterit-

Partikel und deren Umsetzung untersucht.

8.6.1 Inkubation der Vaterit-Partikel in Zellkulturmedium mit 10% FBS

Fiir eine realistischere Einschidtzung der in vivo Umsetzung von Vaterit-Partikel wurden
0,2 mg/mL in einem Zellkulturmedium, dem Minimum Essential Medium Alpha (MEMa), unter
Zusatz von 10% fetalem Rinderserum (FBS: fetal bovine serum) und 100 U / 100 pg/mL
Penicillin/Streptomycin inkubiert (im weiteren Text nur noch als MEMa bezeichnet). Die
Vorgehensweise erfolgte analog zu der Inkubation in simulierter Korperfliissigkeit (SBF: simulated
body fluid) bei 37 °C {iber einen Zeitraum von bis zu 28 Tagen. Im Unterschied zum SBF enthilt

¥ und wurde mit Serumproteinen

MEMo zusitzlich Aminoséduren, Vitamine, Ribonukleoside!
versetzt. Dadurch wurde eine nahezu identische Umgebung wie im humanen Blutserum nachgeahmt
und die Effekte der Proteine konnten analysiert werden. Die Inkubation der Vaterit-Partikel wurde
mittels der Pulver-Rontgendiffraktometrie (XRD) und der FT-IR-Spektroskopie verfolgt (s. Abb.
8.29) und morphologisch anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen (REM und TEM)
untersucht (s. Abb. 8.30). Es konnte sowohl anhand der Diffraktogramme als auch der FT-IR-
Spektren eine Zunahme der Reflexe und Banden einer Phosphat-Spezies nachgewiesen werden, die
dem Hydroxylapatit zuzuordnen sind. Den elektronenmikroskopischen Aufnahmen aus Abb. 8.30 ist
zusétzlich zu den ellipsoiden Vaterit Partikeln eine weitere Morphologie zu entnehmen, bei der es
sich um eine vergleichbare plattchenartige Struktur handelt, wie sie zuvor wihrend der Inkubation
von Vaterit-Partikeln in SBF beobachtet wurde. Im Vergleich zu den Resultaten der Inkubation von
Vaterit-Partikeln in SBF wurde in MEMa eine deutlich verlangsamte Umsetzung der Vaterit-Partikel
in die Apatit-Spezies beobachtet. Vor allem bei der Betrachtung der PO,’” zu CO5> Ionenverhiltnisse
aus Abb. 8.29b2 wird es deutlich. Diese Ergebnisse deuten auf eine Proteinadsorption auf der
Oberflache der Vaterit Partikel hin, wodurch eine Stabilisierung erfolgt und die Auflésung und

Rekristallisation der Apatit-Spezies verzogert stattfindet.



Umsetzung von Vaterit in Knochen-dhnlichen Hydroxylapatit 8

@z = (b1)
e g
< <
I I
1
: ; 3
i ] ©
' : T
i i @
: : 8
; i £
; ;
i :
3 oo : ; : . . .
© : i 1600 1400 1200 1000 800 600
= ; i (iv) 72h Wellenzahl / cm™
< 1 1
g P (b2)
- i i . 5 S/
i 1 RN -@-SBF
| | (iii) 48h Q .
i ; O 4] -- MEMa
T i
; i o
oo €
i : . @ o
| ' (i) 24h £,
i ) i@ M
y \ £
i i o >
o g2
' ! 2 . L ¥
! ! [] B EEEER A
i i = od o
0 1 2 3 4 5 6 7 2 o8
Inkubationszeit / Tage

Abb. 8.29: Charakterisierung der Vaterit-Partikel (V, 1) vor und nach der Inkubation in MEMa fiir (ii, blau)
24 h, (iii, hellbau) 48 h, (iv, dunkelgriin) 72 h, (v, orange) 7 Tage und (vi, hellgriin) 28 Tage. Mit d = Tage. (a)
Pulverdiffraktogramme mit Kennzeichnung der Reflexlagen von Vaterit (V)**! und von Hydroxylapatit
(HA)!"™ mit Angabe der Miller’schen Indizes. (b1) FT-IR-Spektren und (b2) Auftragung des PO,> zu COs>
Ionenverhéltnisses gegen die Inkubationszeit, anhand der Extinktionen der asymmetrischen P-O und C-O
Streckschwingungen.

Abb. 8.30: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der in MEMa inkubierten Vaterit-Partikel nach 28 Tagen.
(al und a2) REM-Aufnahmen. (b1 und b2) TEM-Aufnahmen, angefertigt von an der JGU Mainz
im Arbeitskreis von
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8.6.2 Effekt von FBS auf die Vaterit-Partikel

Auf der Grundlage der langsameren Umsetzung von Vaterit-Partikeln in serumhaltigem MEMa-

Medium wurde, in Kooperation mit _ aus der Gruppe von _
- unter Projektleitung Von_ am MPIP in Mainz, der Effekt von

Serumproteinen im Hinblick auf die Ausbildung einer Proteinkorona untersucht. Die genaue
Durchfiihrung ist dem Abschnitt 8.2.3 zu entnehmen. Es wurden Vaterit-Partikel in unterschiedlichen
Konzentrationen von 50 pg/mL bis zu 10 mg/mL im Medium (MEMa.: Minimum Essential Medium
Alpha), unter Zusatz von 10% fetalem Rinderserum (FBS: fetal bovine serum) fiir 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert. Um einen konzentrationsabhéngigen Protein-Effekt zu untersuchen, wurden zusétzlich
100 pg/mL Vaterit-Partikel in MEMa mit 50% FBS und in reinem FBS inkubiert. Die Desorption
der an Vaterit-Partikel gebundenen Proteine erfolgte mit einer TRIS/HCI gepufferten 2%-igen
Natriumdodecylsulfat- (SDS: sodium dodecyl sulfate) Losung. Die absolute Menge an Vaterit
gebundenen Proteinen wurde durch Verwendung des Pierce Assays bestimmt und die desorbierten
Proteine anhand der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Ergebnisse sind

in Abb. 8.31 zusammengestellt.

(a) (b) (c)
kDa  Marker FBS 1 3 5 7 9 kDa Marker 11 13 FBS
Probe | ¢ (V) abs. Masse an a
mg/mL | Protein pg/mgV 188— ! 188
—_— \ "
1 | 100 4,96 +0,36 98— W e : 98—
- ==t a1 ]
62
3 1,0 4,65 + 0,45 ( " -—
49— 497
5 0,5 2,49 +0,05 38— 38—
7 0,1 2,68+0,10
28—
28—
9 0,05 2,73+0,25
14—
14—
11 0,1 2,10+0,29
13 0,1 2,24 0,04 6— 67

Abb. 8.31: (a) Resultate der absoluten Proteinmassenbestimmung mittels Pierce Assay. (b) Resultate der SDS-
PAGE nach 1 h Inkubation der Vaterit-Partikel (V) bei 37 °C in Zellkulturmedium (MEMa) mit 10% FBS und
Vaterit Konzentrationen von Probe 1: 10 mg/mL, Probe 3: 1 mg/mL, Probe 5: 500 ng/mL, Probe 7: 100 ng/mL
und Probe 9: 50 pg/mL. (c) Resultate der SDS-PAGE nach 1 h Inkubation von 100 pg/mL Vaterit Partikel bei
37 °C in Probe 11: 100% FBS und Probe 13: Zellkulturmedium (MEMa) mit 50% FBS. Alle Untersuchungen
wurden in zweifache Ausfithrung durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Quantifizierung der an Vaterit-Partikel gebundenen Proteine zeigten,
unabhingig der vorliegenden Proteinkonzentration (10%, 50% und 100% FBS), nur sehr geringe
Massen von etwa 2-5 pg Protein pro mg Vaterit-Partikel (s. Abb. 8.31a). Anhand der Identifikation

der Proteinbanden mittels SDS-PAGE lieBen sich ebenfalls nur wenige Proteinbanden nachweisen
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(s. Abb. 8.31b, ¢). Bei allen getesteten Proben konnten die beiden Banden bei ~ 66 kDA und ~48 kDA
beobachtet werden, die den Serumproteinen Albumin und Fetuin zuzuordnen sind. ['*''!

Die Adsorption der Serumproteine an Vaterit-Partikel wurde durch Zeta-Potential-Messungen
weiterverfolgt. Die Ergebnisse sind in Abb. 8.32 dargestellt. Hierbei konnte ein positives Zeta-
Potential von 11,7 £ 0,7 mV der Vaterit-Partikel in reinem Wasser nachgewiesen werden, das mit
den Angaben von Schiiler ef al.®* {ibereinstimmt. Durch Inkubation der Vaterit-Partikel in Wasser
iiber einen ldngeren Zeitraum von bis zu 6 Stunden konnte eine leichte Abnahme des Zeta-Potential
auf 8,0 £ 0,2 mV beobachtet werden. Eine Begriindung konnte in der Metastabilitdt und damit der
Phasenumwandlung der Vaterit-Partikel liegen, wodurch Anderungen in der Oberflichenladung
resultieren.”>'**! Wurden die Vaterit-Partikel in Wasser und Anwesenheit von 10% FBS inkubiert,
so konnte eine signifikante Anderung des Zeta-Potentials beobachtet werden. Ein negatives Zeta-
Potential von -19,2 + 1,0 mV wurde nachgewiesen, dass auf die Adsorption von Proteinen

.11 Uber einen lingeren Inkubationszeitraum konnte hier keine signifikante Anderung

hinweis
festgestellt werden. Daraus lésst sich schlieBen, dass die Adsorption der Proteine an der Oberflache
der Vaterit-Partikel in wenigen Minuten erfolgt. Zusétzlich wurde das Zeta-Potential der Vaterit-
Partikeln vermessen, die in verdiinntem PBS (PBSv) inkubiert wurden. Auch hier konnte ein
negatives Potential von ~ -9 mV beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass die in Losung
befindlichen Phosphat-lonen mit der Oberfliche der Vaterit-Partikel in Wechselwirkung treten.
Durch Zugabe von 10% FBS zum PBSv liel sich ein vergleichbarer Effekt wie im Wasser

beobachten, indem das Zeta-Potenzial auf ~ -16 mV absank.

dirkete Messung

204 Inach 1 h
mmnach6h
10 s Zeit Zeta-Potential in mV von 500 pg/mL Vaterit
-1 / 1
) /h
. (i) H,0 (i)H,0  (ii)PBSV  (iv) PBSV
v +10% FBS +10% FBS

Zeta-Potential / mV

6 8,0+0,2 -17,9+1,4 -6,9+0,7 -199+138

0 11,7407 -192+10 -9,5+0,5 -16,1+0,7
104 E i 1 11,7407 -192+10 -9,2+0,4 -16,0+0,6
41'7

204 i

L ]
T

(i)HO (i) HO (i)  (iv) PBSv
+10% PBSv  +10%
FBS FBS

Abb. 8.32: Resultate der Zeta-Potential-Messung als grafische Darstellung (links) und tabellarische Angabe
der Mittelwerte mit Standardabweichung (rechts) von 1 mg/mL Vaterit-Partikel in (i) H,O, (ii) H;O mit 10%
FBS, (iii) 10-fach verdiinntem PBS: PBSv und (iv) PBSv mit 10% FBS nach 0 h, 1 h und 6 h Inkubationszeit
bei 37 °C. Fiir die Messung wurden die Proben unmittelbar zuvor mit 1| mM KCI auf eine Konzentration von
500 pg/mL verdiinnt.

Abschlielend ist festzuhalten, dass in dieser Untersuchung im Vergleich zu anderen Arbeiten, die

107,165,166,196,197]

sich mit der Ausbildung einer Proteinkorona um Nanopartikel befassten," nur sehr
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geringe Mengen an Protein pro mg Vaterit-Partikel nachgewiesen werden konnten. Anhand der
Molekulargewichte wurde auf die Adsorption von Albumin und Fetuin geschlossen. Beide gehdren
zu den hiufigsten Proteinen im FBS und wurden anhand von Fliissigchromatographie gekoppelter
Massenspektrometrie (LC-MS: liquid-chromatography mass-spectrometry) mit einem Anteil von
~ 46% fir Albumin und ~ 19% fiir Fetuin (Alpha-2-HS-glycoprotein) im FBS bestimmt
(s. Anhang A, Abschnitt 11.6). Anhand der Zeta-Potential Messungen wurde eine Anderung des
Oberflachenpotentials der Vaterit-Partikel in den negativen Bereich nachgewiesen, die auf eine

Proteinadsorption zuriickzufiihren ist.!"**'**!

Eine grobe Abschitzung wieviel Proteine theoretisch maximal auf der Oberflache eines Vaterit-
Nanopartikels und eines aggregierten Vaterit-Partikels binden konnen, geht aus der nachfolgenden
Berechnung hervor. Dabei wird von einer Monoschicht der Proteine ausgegangen. In Anlehnung an
die Untersuchungen von Schiiler e al.”* wurden die Vaterit-Nanopartikel als Ellipsoid mit einem
Durchmesser von 50 nm und einer Breite von 25 nm betrachtet. Fiir die aggregierten Vaterit-Partikel
wurde, aufgrund der elektronenmikroskopischen Untersuchungen aus Kapitel 7, Abschnitt 7.2.2
Abb. 7.2, ein Durchmesser von 500 nm und eine Breite von 250 nm angenommen. Die Berechnung
der Ellipsoid-Oberfliche der Partikel (Apyuer) erfolgte mittels der Ndherungsformel nach Knud
Thomsen !"**'"]

1

1
Apartiket = 4T § ((@a-b)? + (a-c)? + (b-c)P) P (8.2)

Mit a = b = 12,5 nm bzw. 125 nm und ¢ = 25 nm bzw. 250 nm und der Niherungskonstante

p=1,6075.

Die Berechnung der Flache, die ein einzelnes globuldres Protein-Molekiil auf der Oberflache des
Partikels besetzen kann, wird als FuBBabdruck-Flache (footprint area) (Ar) bezeichnet und lasst sich

aus dem Volumen (¥) bzw. dem Radius (r) des Proteins wie folgt bestimmen.**"!

M
V:[/Sp.N_A (8.3)

t,[ZOO]

Mit dem spezifischen Volumen (V,), das mit 0,73 mL/g bestimmt is und der Avogadro-

Konstante (N,), die mit 6,022-10 mol™ definiert ist’**"l,

(8.4)

AFZTT'TZ (8.5)

Die theoretisch maximale Anzahl an Protein-Molekiilen (Np, 4.,) die auf der Oberflache der

Vaterit-Nanopartikel und der aggregierten Vaterit-Partikel gebundenen sein konnen ergibt sich aus
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der Formel ( 8.6 ). Aufgrund der dichtesten Kugelpackung auf einer planaren Oberfldache sind ~ 9%
der Flache unbesetzt.

_ APartikel .

P,theo. — AF 0;91 ( 8.6 )

N

Mit der Oberflache der Partikel (4 pgrire) und der FuBabdruck-Flache des Proteins (Ar).

Basierend auf den Ergebnissen der absoluten Proteinmassenbestimmung anhand des Pierce
Assay, (s. Abb. 8.31a) wurde die Anzahl der tatsdchlich gebundenen Proteine bestimmt. Hierzu
wurde die Masse von einem Vaterit-Nanopartikel bzw. von einem aggregierten Vaterit-Partikel {iber

das Volumen eines Ellipsoids (¥pauies) und die Dichte von Vaterit (p = 2,65 g/cm?)"** bestimmt.

4r
VPartikel:?'a'b'C (8.7)

Mita=b=12,5 nm bzw. 125 nm und ¢ =25 nm bzw. 250 nm.

Mpartikel = P * Vpartikel (88)

Die Masse an gebundenen Proteinen (mp) wurde anhand des Ergebnisses der

Proteinmassenbestimmung von 1 mg Vaterit-Partikel wie folgt berechnet.

ug
mp = 4,65 m_g *Mpartikel (89)

Daraus lieB sich die tatsichliche Anzahl an gebundenen Protein-Molekiilen (Np ,..) pro Vaterit-
Nanopartikel bzw. pro Vaterit-Partikel bestimmen.

mp

=n-N, =—-N, (8.10)

N P, tats. M

Die Resultate dieser Berechnungen sind in Tab. 8.7 zusammengestellt. Die Berechnung wurde

fiir das Serumprotein Albumin mit einem Molekulargewicht von 66 kDa angestellt.

Tab. 8.7: Resultate der Berechnung fiir eine grobe Abschétzung wieviel Protein-Molekiile theoretisch auf der
Oberflache eines Vaterit-Nanopartikels und eines aggregierten Vaterit-Partikels binden kénnen.

A NP, theo. Mpyrikel mp Np, tats. Np, tats.
/nm? /mg /g 1%
Fiir 1 V-NP: 3354 136,3 42410 1,97-107" 1,8 1,3
Fiir 1 V-P: 335401 13625,7 424-10™ 1,97-107 1797 13,2

Aus der Berechnung geht hervor, dass nur ~ 13% der theoretisch moglichen Anzahl an Albumin-
Molekiilen auf der Oberfliche der Vaterit-Partikel gebunden sind. Dadurch kann von keiner

vollstdndigen, homogenen Bildung einer Proteinkorona ausgegangen werden.
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Der Nachweis von adsorbierten Serumproteinen liefert eine erste Erklarung fiir die verringerte
Umsetzung der Vaterit-Partikel in die Apatit-Spezies (vgl. Abschnitt 8.6.1). Es wird von einer
energetischen Stabilisierung der Vaterit-Partikel durch die Proteinadsorption ausgegangen. Dadurch,
dass sich allerdings keine vollstindige, homogene Proteinkorona ausbildet, weisen die Vaterit-
Partikel noch eine ausreichende Labilitdt auf, um sich aufzulésen und sich in die Apatit-Spezies
umzusetzen. Weiterhin ist aus der Literatur bekannt, dass die Serumproteine Albumin und Fetuin
Ca” -Ionen komplexieren und somit als Mineralisierungs-Inhibitoren fungieren.”*>** Folglich
liegen weniger Ca>" -Ionen in Losung vor und eine Ubersittigung mit anschlieBender Kristallisation
der Apatit-Phase tritt erst verzogert, mit fortschreitender Inkubation und Auflosung der Vaterit-

Partikel ein, wie es bei den Untersuchungen in Abschnitt 8.6.1 festgestellt wurde.
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Synthese und Charakterisierung
von Hydroxylapatit
ausgehend von Vaterit-Partikeln

9.1 Einleitung

Der Hydroxylapatit (HA) gilt seit vielen Jahren als bedeutende Komponente der synthetischen

157,205

Knochenersatzmaterialien.! I Seit 1980 findet HA in Form von Bldcken und Granulaten in der

206]

Orthopidie und Kieferchirurgie Anwendung.! Obwohl in biologischen Systemen kein

stochiometrisch reiner HA (Ca;o(PO4)s(OH),) vorkommt, wird der HA héufig als biologisch aktive
Beschichtung auf chirurgischen und zahnmedizinischen Implantaten eingesetzt.!''***7*%
Ausschlaggeben ist dabei die Bioaktivitdt, die Osteokonduktivitit und die direkte Bindung zum
natiirlichen ~ Knochen.!''*!'>1°0137201  HA basjerte ~ Keramiken sind  die  gingigsten

.. 2
Knochenersatzmaterialien.””’

Dabei handelt es sich um gesinterte Materialien, die aus
Herstellungsprozessen mit hohen Temperaturen von 700 °C zu 1200 °C hervorgehen.!">’*%! Folglich
besitzen diese Materialien einen hohen Kristallinititsgrad mit geringer innerer Oberfldche, wodurch
die Bioresorption durch Osteoklasten stark beeintrichtigt ist./''>**!

Ein wesentlicher Fortschritt in der Entwicklung der Knochenersatzmaterialien wurde durch die
Synthese von nanokristallinem HA erreicht, der morphologisch eine sehr hohe Ahnlichkeit zum

biologischen Knochenmineral hat.**>*%! Beispiele von nanokristallinem HA in der medizinischen

[210] ®[211]

Anwendung sind NanoBone® und Ostim . Die Nano-Kristallite besitzen ein hohes
Oberflichen zu Volumen-Verhiltnis, wodurch die Loslichkeit und damit die Resorbierbarkeit im
Vergleich zum gesinterten HA steigt.**” Weitere Vorteile liegen in der verbesserten Adhirenz der
Osteoblasten, der Differenzierung, der Proliferation und der Ablagerung von calciumhaltigen
Materialien auf der Oberfliche von nanokristallinem HA.2%?%*228l Die  Synthese von
nanokristallinem HA erfolgt bei deutlich niedrigeren Temperaturen von weniger als 100 °C 20522214

Neben dem stochiometrisch reinen HA besteht groBes Interesse an nichtstochiometrischen Apatit-
Modifikationen, zu denen der Calcium-defizitdre Hydroxylapatit (CDHA) zdhlt. Der CDHA ist leicht
durch Fillung im neutralen oder basischen Milieu herzustellen, wobei ein amorphes

Calciumphosphat (ACP) als Intermediat beschrieben wird.”***'*?' Die Fillung des ACP erfolgt bei

9
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schnellen Fillungsreaktionen aus stark iibersittigter Losung und einem pH-Wert > 7.[2%219

Gegenwart von Mg*-, P,O,"- oder CO;> -Ionen kann die ACP-Phase stabilisiert und eine
Phasenumwandlung in eine geordnetere Phase unterbunden bzw. verzdgert werden.*'2%2"!
Mg*"-Ionen sind Bestandteile des humanen Blutserums (s.Kapitel 8, Tab. 8.2), die zusammen mit
den Serumproteinen die Kristallisation von HA im iibersittigten Blutserum vermeiden.™

Bei Anwesenheit von Fremdionen (wie z. B. Na*, Mg®" und CO;”) im Reaktionsmedium kénnen
diese, aufgrund des nichtstochiometrischen Charakters des CDHA, auch zu einem kleinen Anteil in
den Kristall eingebaut werden.!'”>'” Folglich wird der CDHA in erster Naherung als HA mit
Defekten durch Leer-, Fehlstellen und Fremdionen beschrieben, wodurch eine Variation der
Parameter der Elementarzelle resultiert und eine direkte Strukturbestimmung des CDHA erschwert
wird.”?'"! Doch genau diese Defekte fiihren zur Bildung eines dem biologisch Knochenmineral
dhnlichen Apatits mit kleinen Kristallitgroen, einer besseren Ldslichkeit und damit gesteigerten

120,187,215

Bioresorption gegeniiber dem stdchiometrischen, kristallinen HA.! I Aufgrund dessen ist der

CDHA ein vielversprechendes Material als synthetisches Knochenersatzmaterial.

Basierend auf den Ergebnissen des Kapitels 8, wurde die Reaktivitit der in Kapitel 7
synthetisierten Vaterit-Partikel ausgenutzt, um eine direkte Syntheseroute der HA-Partikel mit
chemisch und biologisch dhnlichen Eigenschaften zum biologischen Knochenmineral zu entwickeln.
Dabei sollte sowohl der Einfluss der Reaktionstemperatur als auch die Effekte von zusitzlichen
Fremdionen (Mg~ und HCO3™) und Serumproteinen auf die Reaktion geklirt werden. In in vitro
Experimenten an Osteoblasten und Endothelzellen erfolgte eine erste Beurteilung der synthetisierten

HA-Partikel im Hinblick auf eine medizinische Anwendung.
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9.2 Materialien und Methoden

Fir die nachfolgenden Synthesen wurden die synthetisierten und charakterisierten Vaterit-
Partikel aus Kapitel 7 verwendet.
Als Referenzsubstanz wurde ein kommerziell erworbener Hydroxylapatit (Ca;o(PO4)s(OH),,

Sigma Aldrich, > 97%, 677418) verwendet.

9.2.1 Synthesevorschriften

Standardvorschrift

Basierend auf den Inkubationen aus Kapitel 8, wurden fiir die Synthese von Hydroxylapatit (HA)
1 mg/mL (10 mM) Vaterit-Partikel in einer kommerziell erworbenen Phosphat-gepufferten
Salzlosung (PBS: phosphate buffered saline, D8537 Sigma Aldrich) unter mechanischem Riihren bei
500 U/min und 50 °C fiir 3 Stunden zur Reaktion gebracht. Die Aufreinigung erfolgte durch
Zentrifugation bei 9000 U/min fiir 15 Minuten und mehrfachem Waschen des erhaltenen Feststoffes
mit Wasser und Ethanol (C,H¢O, Sigma Aldrich, > 99,8%). Der erhaltene Feststoff wurde im

Hochvakuum bis zur Massenkonstanz getrocknet und anschlieBend charakterisiert.

Modifizierungen der Standardvorschrift

Es wurde der Effekt von zusitzlichen 42 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;, Sigma
Aldrich, > 99,7%) in PBS und einem pH-Wert von 7,4 untersucht. Der pH-Wert wurde mit 1 molarer
HCI und Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS, C4H;;NOs3, Carl Roth, > 99,9%) eingestellt. Die
Reaktion wurde nach Standardvorschrift durchgefiihrt und die Reaktionszeit angepasst.

Weiterhin wurde der Effekt von Mg®" -Ionen auf die Umsetzung von Vaterit zu HA gepriift.
Hierfiir wurden 1,5 mM, 7,5 mM und 15,0 mM Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl,-6H,0,
Merck, > 99,0%) in PBS gelost und dann die Reaktion nach der Standardvorschrift durchgefiihrt.

Abschlieend wurde noch der Effekt von Serumproteinen untersucht. Hierzu wurden 10% fetales
Rinderserum (FBS: fetal bovine serum) dem PBS zugesetzt und dann die Reaktion von 1 mg/mL

Vaterit Partikel bei Raumtemperatur verfolgt.

Fiir die in vitro Verwendung der HA-Partikel wurde auf den Einsatz von sterilen Reagenzien und
keimfreien ReaktionsgefaBBen wihrend des gesamten Herstellungsprozesses besonderen Wert gelegt.

Hierzu wurden die Reaktionsgeféfle bei 180 °C im Trockenschrank fiir 24 Stunden ausgeheizt.
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9.2.2 Chemische Charakterisierungsmethoden

Mit Hilfe von zwei potentiometrischen Elektroden und einer photometrischen Elektrode wurde

der Reaktionsverlauf verfolgt. Hierfiir kamen die in Tab. 9.1 aufgefiihrten Elektroden zum Einsatz.

Tab. 9.1: Angaben zu den verwendeten Elektroden.

Elektrode Hersteller Serien-Nr.
Ca’'-Ionenselektiven Polymembranelektrode (ISE) Metrohm 6.0508.110
Referenzelektrode (LL ISE Reference Electrode) Metrohm 6.0750.100
Triibheitselektrode mit optischem Sensor (523 nm) (Spectrosense) Metrohm 6.1109.110
pH-Elektrode (Glass iUnitrode Electrode) Metrohm 6.0278.300

Die Reaktionen wurden in einem 150 mL zylindrischen Glasgefal mit einem Reaktionsvolumen
von 100 mL durchgefiihrt. Zusétzlich wurde der Einfluss der Temperatur auf die
Umsetzungsgeschwindigkeit der Standardvorschrift untersucht (24 °C und 50 °C). Zur Bestimmung
der freien Ca**-Ionenkonzentration in Losung wurden Kalibrierungen durchgefiihrt. Hierzu wurden
Standardlésungen mit einer definierten Ca®’-Konzentration von 0,25 mM bis 1,25 mM in der
entsprechenden Reaktionsldsung (ohne Vaterit-Partikel) hergestellt und bei der jeweils bestimmten
Reaktionstemperatur vermessen. Detaillierte Angaben sind dem Anhang A, Abschnitt 11.7 zu
entnehmen. Somit wurde die Berechnung der Ca”"-Ionenkonzentrationen in den Reaktionslosungen
ermdglicht. Eine Kalibrierung der pH-Elektrode wurde im Bereich von pH 4 — pH 10 mit den
kommerziell erworbenen pH Standard-Pufferlosungen pH 4,008 (Fluka, 33593-1L), pH 6,865
(Fluka, 33594-1L) und pH 9,950 (Roth, P716.2) durchgefiihrt.

Die synthetisierten Produkte wurden mittels der Rasterelektronenmikroskopie (REM) und der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) morphologisch untersucht. Die Charakterisierung der
Verbindungen erfolgte mit der Pulver-Rontgendiffraktometrie (XRD: X-ray diffraction) und der
Fourier-Transformation-Infrarot- (FT-IR) Spektroskopie. Bei den Endprodukten wurde eine
quantitative Phasenanalyse mittels Vollprofilanpassung der XRD-Daten durchgefiihrt. Hierfiir wurde
der fundamentale Parameter-Ansatz, entsprechend der Implementierung aus TOPAS Academic

(33 Detaillierte Angaben zu den Messmethoden bzw. Geriteparametern sind

Version 6, verwendet.
dem Anhang A, Abschnitt 11.1 zu entnehmen.

Zeta-Potential-Messungen von Partikeln erfolgten in einer Konzentration von 500 pg/mL einer
1 mM KCI-Lésung und wurden am Zetasizer Nano Series Instrument der Firma Malvern
durchgefiihrt. Die Desorption der an die Partikel gebundenen Proteine, sowie die Bestimmung der
Proteinkonzentration mittels Pierce Assay, erfolgte analog zur Vorgehensweise in Kapitel 8,
Abschnitt 8.2.3. Die Identifizierung und die Quantifizierung der Serumproteine erfolgte durch
Fliissigchromatographie gekoppelte Massenspektrometrie (LC-MS: liquid-chromatography mass-

spectrometry) nach Schéttler et al""”). Die Probenpriparation und die Durchfiihrung der Zeta-

Potential Messungen und der Protein-Analysen erfolgten durch _ aus der Gruppe von
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I <! Projkilciung vor [ PP in

Mainz.

9.2.3 Biologische Methoden — in vitro Studien

Anhand von Zytotoxizitdts-Tests (MTS und LDH) wurde der Effekt der nach Standardvorschrift
synthetisierten Partikel auf die Stoffwechselaktivitit der humanen Osteoblasten-Zelllinie MG-63
untersucht. Die Biokompatibilitdt der synthetisierten Partikel wurde an einer humanen Osteoblasten-
Zelllinie MG-63 und an primdren humanen Osteoblasten (pOB), sowie an primidren humanen
Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC) untersucht. Mit Hilfe eines kommerziell erworbenen
Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit (ALP, Sigma Aldrich, 86R) wurde die Produktion der
alkalischen Phosphatase (ALP) von MG-63 Zellen nachgewiesen, die als osteogener
Differenzierungsmarker dient (s. Kapitel 5, Abschnitt 5.3).

Die Kultivierungs- und Wachstumsbedingungen der verwendeten Zellen, sowie die genauen

Durchfiihrungen der in vitro Studien sind dem Kapitel 7, Abschnitt 7.2.3 zu entnehmen.

125



Teil II:

126

Experimentelles

9.3 Ergebnisse

9.3.1 Synthese der Hydroxylapatit-Partikel ausgehend von Vaterit-Partikeln

Fiir die Synthese der Hydroxylapatit (HA) -Partikel wurden 10 mM Vaterit-Partikel in einer
Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS) unter Riithren zur Reaktion gebracht. Die Reaktion wurde
sowohl bei Raumtemperatur (24 °C), als auch bei 50 °C durchgefiihrt. Der Reaktionsverlauf wurde
mit Hilfe einer Ca®" -lonenselektiven Elektrode (ISE), einer pH-Elektrode und einer
Triibheitselektrode verfolgt. Die Charakterisierung der entstandenen Produkte erfolgte durch
Rontgenbeugungs- (XRD) Untersuchungen und durch FT-IR-Spektroskopie. Die Ergebnisse der

Reaktion bei 24 °C sind in Abb. 9.1 dargestellt.
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Abb. 9.1: (a), (b) Ergebnisse der Kontrolle des Reaktionsverlaufs anhand der freien Ca*'-lonenkonzentration
(schwarze Messpunkte), des pH-Werts (blaue Messpunkte) und des photometrischen Signals (graue
Messpunkte) in der Reaktionslosung aufgetragen gegen die Reaktionszeit. (¢) Pulverdiffraktogramme mit
Kennzeichnung der Reflexlagen von Vaterit (V)"**! und von Hydroxylapatit (HA)!"""). (d) IR-Spektren (i) der
eingesetzten Vaterit-Partikel, (ii) nach 1 h, (iii) nach 2 h, (iv) nach 3 h und (v) nach 6 h Reaktionszeit in PBS
bei 24 °C.
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Anhand des Ca®'-Signals der ISE lieB sich in der ersten Stunde ein Anstieg der geldsten
Ca’" -Ionen auf 0,9 mM nachweisen. Uber einen Zeitraum von etwa einer weiteren Stunde blieb das
Ca**-Signal konstant bei 0,9 mM und nahm erst nach der zweiten Stunde Reaktionszeit wieder stetig
ab, bis es nach neun Stunden bei etwa 0,1 mM konstant blieb. Die Reaktionskontrollen mittels XRD-
und FT-IR-Untersuchungen (s. Abb. 9.1c und d) zeigten noch nach einer Stunde das Reflexprofil des
Vaterits und die Schwingungsmoden der CO;” -Gruppe von Vaterit (vgl. Kapitel 7, Abschnitt 7.3.1).
Erst nach der zweiten Stunde konnten zwei weitere Reflexe bei 20 ~ 26° und 26 ~ 32° nachgewiesen
werden, die dem Hydroxylapatit (HA) zuzuordnen sind.""'®! Gleichzeitig wurden anhand des IR-
Spektrums zusitzliche Banden bei ~ 1030 cm™ und ~ 963 cm™ identifiziert, die der asymmetrischen
und der symmetrischen P-O Streckschwingung der PO4> -Gruppe des HA entsprechen.!'*'7!
Sowohl die beiden Reflexe als auch die Schwingungsmoden der PO, -Gruppe nahmen iiber den
weiteren Reaktionsverlauf kontinuierlich in ihrer Intensitdt zu. Gleichzeitig konnte eine Abnahme
der Intensitdten der Reflexe und Banden von Vaterit beobachtet werden. Aus den REM-Aufnahmen
in Abb. 9.2 geht bereits nach einer Stunde eine morphologische Anderung hervor. Zwischen den
ellipsoiden Vaterit-Partikeln lieBen sich erste plattchenformige Strukturen erkennen, die im Laufe
der Reaktionszeit zunahmen und nach sechs Stunden als dominierende Struktur vorlagen. Parallel
zum Ca’-Signal der ISE wurde der pH-Wert und die Spannung der Triibheitselektrode
aufgezeichnet. Aus Abb. 9.1a und b geht hervor, dass sowohl der pH-Wert als auch die Spannung
der Triibheitselektrode ab einer Reaktionszeit von etwa drei Stunden kontinuierlich anstiegen und

nach etwa neun Stunden in einen konstanten Wert {ibergingen.

Abb. 9.2: REM-Aufnahmen der Produkte aus der Reaktion von Vaterit-Partikel in PBS bei 24 °C nach (ii) 1 h,
(iv) 3 h und (v) 6 h Reaktionszeit.

Analog zur Reaktion bei 24 °C wurde die Reaktion bei einer erhohten Temperatur von 50 °C
durchgefiihrt. Die FErgebnisse der Elektroden-Messungen, sowie der XRD- und FT-IR-
Untersuchungen sind in Abb. 9.3 dargestellt. Anhand des Ca**-Signals der ISE lieB sich bereits in den
ersten 15 Minuten ein direkter Anstieg der geldsten Ca*"-Ionen auf 0,6 mM feststellen. Unmittelbar
im Anschluss nahm das Ca®’-Signal wieder ab und erreichte nach 1,5 Stunden einen Wert von
annidhernd 0,0 mM und blieb iiber die weitere Reaktionszeit bis hin zu drei Stunden unveréndert.

Vergleichbar zur Reaktion bei 24 °C stieg sowohl der pH-Wert als auch die Spannung der
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Triibheitselektrode am Wendepunkt (nach 30 Minuten bei 50 °C und nach 3 Stunden bei 24 °C) des
Ca**-Signalverlaufs an (s. Abb. 9.3a und b). Der pH-Wert erhohte sich auf einen Wert zwischen
pH 8,7 und 8,8. Die Spannung der Triibheitselektrode stieg auf einen Wert von ~ 140 mV an und
flachte im weiteren Reaktionsverlauf wieder kontinuierlich ab. Nach drei Stunden Reaktionszeit
wurde ein Wert von ~ 85 mV erreicht. Die Reaktionskontrollen anhand der XRD- und FT-IR-
Untersuchungen (s. Abb. 9.3c und d) zeigten, dass bereits nach 30 Minuten Reaktionszeit bei 50 °C

ein vergleichbares Reflexprofil und IR-Spektrum erhalten wurde, wie nach drei Stunden Reaktion

bei 24 °C (vgl. Abb. 9.1c und d).

(a) Reaktionszeit/ h (b) Reaktionszeit/ h
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
1,0 L h L L L L L 9,0 10 ! 1 1 h ! 1 1 200
(ii); (iii); (iv); @iy (i)} (iv),
' ' ' 8,8 ! ! ! 180
; 1 | panrrrrtt
0,8+ ; : bt -8,6 s 08 [ 160
= H L et [S
€ ' Lt I -84 -~
- : W ! = 140
206 3 : L82 & 5 06- : >
§ i ‘ 80 = 9 F120 E
E ' 80 T
< . ! ' o L S N B S 100 =
~ 0,44 .l i H F7.8 4 0,44 - S A
g t | | N L
Yo oh : : 17,6 ) 80
o Leele : T 60
5024 ¢ e ' ' 17,4 0,2
e ' PLoe H
1 1 1 ! 1 1
[ | 7.2 [ | 40
* ' Paa., H e, i
' | f ***Sessssssennne ' ' Bpecegoiosnnnsoncns
0,0 T T T T T T T 7.0 0,0 T T T T T T T 20
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
Reaktionszeit / h Reaktionszeit / h
S
21 g ¢ S &§® @@ (iv) 1,5h
e e § & 4838
=) < < < <
g I I I I I
i : )
o : i
=%
£
2
.5 - (iii) 1,0h
£
©
(IJ
-3
3 3
s (iii) 1,0n s
5 5 i
pﬁ s r—— (i) 0,5h
c =
@ 2
= k=
(OA%
T T T T T — T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 4000 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800
20/° Wellenzahl / cm™

Abb. 9.3: (a), (b) Ergebnisse der Kontrolle des Reaktionsverlaufs anhand der freien Ca”'-lonenkonzentration
(schwarze Messpunkte), des pH-Werts (blaue Messpunkte) und des photometrischen Signals (graue
Messpunkte) in der Reaktionslosung aufgetragen gegen die Reaktionszeit. (¢) Pulverdiffraktogramme mit
Kennzeichnung der Reflexlagen von Vaterit (V) und von Hydroxylapatit (HA)!'". (d) IR-Spektren (i) der
eingesetzten Vaterit-Partikel, (ii) nach 0,5 h, (iii) nach 1,0 hund (iv) nach 1,5 h Reaktionszeit in PBS bei 50 °C.

Nach weiteren 30 bzw. 60 Minuten Reaktionszeit konnten keine signifikanten Anderungen im

Reflexprofil der XRD-Untersuchung und im IR-Spektrum festgestellt werden. Die Reflexlagen sind
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dem HA zuzuordnen."®'%! Gleichfalls entsprechen die Banden bei ~ 1030 cm™ und ~ 962 cm™ der
asymmetrischen und der symmetrischen P-O Streckschwingung der PO, -Gruppe des HA.!'*'"!]
Die Endprodukte beider Reaktionen wurden abschlieBend mittels quantitativer Phasenanalyse der
XRD-Daten untersucht. Weiterhin wurde das PO,> zu C032' Ionenverhéltnis, anhand der
asymmetrischen P-O und C-O Streckschwingungen der PO,” - und COs> -Gruppe, bestimmt und mit

dem kommerziell erworbenen HA verglichen. Die Resultate sind in Abb. 9.4 dargestellt.
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Abb. 9.4: Charakterisierung der Endprodukte der Synthese von HA aus 10 mM Vaterit-Partikel in PBS bei
24 °C (oben) und bei 50 °C (unten). (a, c) Pulverdiffraktogramme mit quantitativer Phasenanalyse durch
Vollprofilanpassung, die roten Punkte stellen die Messdaten dar, die schwarze Linien zeigen die Anpassungen
und die roten Linien geben die Differenzen an, rote Reflex-Markierungen = Vaterit (V)**!, blaue Reflex-
Markierungen = Calcit (C)®” und schwarze Reflex-Markierungen = HA""". aHA = amorpher HA und AV
= Aspektverhéltnis der Kristallite des HA. (b, d) IR-Spektren der Endprodukte (schwarz) und der kommerziell
erworbenen HA-Referenz (graue unterbrochene Linie) unter Angabe des PO4> zu CO5> Ionenverhiltnisses
anhand der asymmetrischen P-O und C-O Streckschwingungen der PO, - und CO5> -Gruppe. Die Spektren
sind auf die asymmetrische P-O Streckschwingung (v3) der PO’ -Gruppe normiert.

Bei beiden Endprodukten konnte HA als dominierende Phase identifiziert werden. Spuren von
Vaterit und Calcit konnten noch im Reaktionsprodukt bei einer Temperatur von 24 °C nachgewiesen
werden (s. Abb. 9.4a). Hingegen sind die Anteile an Vaterit und Calcit im Reaktionsprodukt bei einer
Temperatur von 50 °C vernachldssigbar gering (s. Abb. 9.4c). Die IR-Spektren beider Produkte
(s. Abb. 9.4b und d) zeigten die fir HA charakteristischen Schwingungsmoden der PO,> -Gruppe
bei 1032 cm™, 962 cm™, 602 cm™ und 571 ecm™ (vgl. Kapitel 8, Abschnitt 8.3.2, Tab. 8.5).l'*'7!

Zusitzlich konnten noch Banden im Bereich von 1487 cm™ — 1411 ¢cm™ und bei ~ 872 cm’
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nachgewiesen werden, die der asymmetrischen C-O Streckschwingung und der O-C-O Kipp-

Deformationsschwingung der CO5> -Gruppe zuzuordnen sind.!*"!

Vergleichbar mit den Resultaten der Inkubationen aus Kapitel 8, Abschnitt 8.3.2, konnte bei
beiden Endprodukten ein stark verbreitertes Reflexprofil des HA beobachtet werden, mit einer
Verschmelzung der (211), (300) und (202) Reflexe bei 20 ~ 32° (s. Abb. 9.4a und c). Dieser

Nachweis deutet einerseits auf den Einbau von Fremdionen in den HA-Kristall hin!'¢7-16%17186] yndq

B719]1 Die Resultate der FT-IR-Spektroskopie beider

andererseits auch auf nanoskopische Kristallite
Produkte zeigten allerdings, dass ein vergleichbares PO, zu COs;> Ionenverhiltnis wie im
kommerziell erworbenen HA vorlag (s. Abb. 9.4b und d). Somit kann der Einbau von COs> -Ionen
in den HA-Kristall ausgeschlossen werden kann. Das geringere PO,> zu CO;” Ionenverhiltnis von
8,9 im HA-Produkt aus der Reaktion bei 24 °C ist auf die Spuren von Vaterit und Calcit
zuriickzufiihren. Mittels quantitativer Phasenanalyse wurde sowohl ein kristalliner Anteil als auch
ein amorpher Anteil des HA modelliert (s. Abb. 9.4a und c). Hierbei erfolgte die Modellierung des

amorphen HA-Anteils anhand des Strukturmodells des kristallinen HA!™"!

unter der Vorgabe einer
sehr geringen Kristallitausdehnung von 3 nm (vgl. Anhang A, Abschnitt 11.1). Somit war es mdglich
eine Aussage beziiglich der Kristallitgrof3e des kristallinen Anteils der HA-Phase zu treffen und diese
reaktionsiibergreifend zu vergleichen. Es resultierte bei einer erh6hten Reaktionstemperatur von
50 °C ein Endprodukt mit HA-Kristalliten im Aspektverhiltnis von ~ 3 (s. Abb. 9.4c). Im Vergleich
dazu wurde bei einer Reaktionstemperatur von 24 °C ein Endprodukt mit HA-Kristalliten mit einem
doppelten Aspektverhéltnis von ~ 6 und eine kleinere Kristallitgrofe erhalten (s. Abb. 9.4a). Anhand
von elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde die Morphologie der Endprodukte genauer
untersucht. Die Resultate sind in Abb. 9.5 aufgefiihrt. Bei beiden Produkten wurde eine
plattchenformige Morphologie anhand der REM-Aufnahmen nachgewiesen (s. Abb. 9.5a, b, e und
f). Wobei die Morphologie der HA-Partikel aus der Reaktion bei 24 °C eine feinere Struktur
aufwiesen (vgl. Abb. 9.5b), als die HA-Partikel aus der Reaktion bei 50 °C (vgl. Abb. 9.5f). Aus den
TEM-Aufnahmen (s. Abb. 9.5c, d, g und h) geht hervor, dass es sich um sehr diinne Strukturen

handelt, die sich an den Kanten einzurollen scheinen.
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Reaktionstemperatur: 24 °C

Reaktionstemperatur: 50 °C

bei 24 °C (oben) und bei 50 °C (unten) anhand von REM- (a), (b), (e), (f) und TEM- (c), (d), (g), (h)
Aufnahmen. Die REM-Aufnahmen (a) und (b) wurden von , am MPIP Mainz in der

Arbeitsgruppe von , angefertigt und alle TEM-Aufnahmen von -, an der
JGU Mainz im Arbeitskreis von .

Abschlieflend ist festzuhalten, dass durch die Reaktion von 10 mM Vaterit-Partikel in PBS HA-
Aggregate entstehen, die sich aus nanokristallinen HA-Partikeln zusammensetzten. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Erhohung der Reaktionstemperatur um nahezu das Doppelte eine
Verkiirzung der Reaktionszeit um das Sechsfache bewirkt. In der abschlieBenden Diskussion, am

Ende dieses Kapitels, wird ndher auf den Reaktionsmechanismus eingegangen.

9.3.2 Effekte von Additiven in PBS auf die Synthese von Hydroxylapatit

Effekt von 42 mM Natriumhydrogencarbonat in PBS

In diesem Abschnitt wurde der Effekt von Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3) auf die Synthese
von Hydroxylapatit (HA) untersucht. Hierbei wurde die Konzentration von NaHCO; mit 42 mM in
PBS so gewihlt, dass es dem HCO;™ zu PO, Tonenverhiltnis der simulierten Korperfliissigkeit (SBF,
simulated body fluid) entspricht (vgl. Kapitel 8, Abschnitt 8.3.2 Tab. 8.4). In der SBF-Ldsung ist die
Phosphationen-Konzentration 10-fach niedriger als in der PBS-L6sung. Deshalb wurde in der PBS-
Losung eine 10-fach hohere NaHCO; -Konzentration eingesetzt, wie sie in der SBF-Lsung enthalten
ist. Die Synthese der HA-Partikel erfolgte nach der Standardvorschrift mit 10 mM Vaterit-Partikel
bei 50 °C. Der Reaktionsverlauf wurde mit Hilfe einer Ca*" -Ionenselektiven Elektrode (ISE), einer

pH-Elektrode und einer Triibheitselektrode untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 9.6 dargestellt.

9
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Abb. 9.6: (a), (b) Ergebnisse der Kontrolle des Reaktionsverlaufs von 10 mM Vaterit Partikel in PBS mit
42 mM NaHCOs anhand der freien Ca®*-Ionenkonzentration (schwarze Messpunkte), des pH-Werts (blaue
Messpunkte) und des photometrischen Signals (graue Messpunkte) in der Reaktionsldsung aufgetragen gegen
die Reaktionszeit.

Im Vergleich zur Reaktion in reinem PBS bei 50 °C (s. Abb. 9.3a und b), zeigte sich zunéchst ein
vergleichbarer Anstieg des Ca®" -Signals der ISE in den ersten 15 Minuten. Allerdings wurde ein
signifikanter Unterschied in der Abnahme des Ca®" -Signals festgestellt. Die Anwesenheit des in PBS
gelosten NaHCO; scheint die Kristallisation der HA-Spezies zu verzdgern. Dadurch wird eine
vollstindige Umsetzung der Vaterit-Partikel in die HA-Spezies erst nach sechs Stunden
Reaktionszeit erreicht. Uber die gesamte Reaktionszeit wurde ein kontinuierlicher Anstieg des pH-
Werts auf ~ 8 aufgezeichnet. Der geringe pH-Anstieg um einen Wert von ~ 0,6 ist auf die
Pufferwirkung von zusétzlichem TRIS/HCI zuriickzufiihren (vgl. Abschnitt 9.2.1). Ein weiterer
wesentlicher Unterschied fillt bei der Betrachtung des Spannungssignals der Triibheitselektrode auf.
Der Anstieg des Signals ist deutlich geringer als bei den vorherigen Reaktionsverldufen. Diese
Beobachtung deutet auf die Bildung groBerer Partikel hin, die das Signal der Triibheitselektrode
starker abschwichen. Die Charakterisierung des entstandenen Produkts erfolgte durch XRD-
Untersuchungen mit quantitativer Phasenanalyse anhand der Vollprofilanpassung der XRD-Daten
und durch FT-IR-Spektroskopie. Die Ergebnisse sind in Abb. 9.7 dargestellt. Eine vollstindige
Umsetzung der Vaterit-Partikel in den HA konnte nachgewiesen werden, mit einem vernachlassigbar
geringen Anteil an Calcit. Das Aspektverhéltnis der gebildeten HA-Kristallite ist ~ 3 (s. Abb. 9.7a).
Wie auch bei den vorherigen Reaktionsprodukten lief3 sich ein verbreitertes Reflexprofil beobachten.
Mittels FT-IR-Spektroskopie wurde das PO4” zu CO;” Ionenverhiltnis, anhand der asymmetrischen
P-O und C-O Streckschwingungen der PO4”- und CO5> -Gruppe, bestimmt und mit dem kommerziell
erworbenen HA verglichen. Bei der in dieser Reaktion entstanden HA-Spezies konnte ein deutlich
verringertes PO, zu CO32' Ionenverhéltnis von 6,7 bestimmt werden. Dieses Resultat ist ein Indiz

fiir den Einbau von CO5> -lonen in den HA-Kristall.
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Abb. 9.7: Charakterisierung des Endprodukts der Synthese von HA aus 10 mM Vaterit in PBS mit 42 mM
NaHCO;. (a) Pulverdiffraktogramm mit quantitativer Phasenanalyse durch Vollprofilanpassung, die roten
Punkte stellen die Messdaten dar, die schwarze Linie zeigt die Anpassungen und die rote Linie gibt die
Differenzen an, rote Reflex-Markierungen = Vaterit (V)**!, blaue Reflex-Markierungen = Calcit (C)**” und
schwarze Reflex-Markierungen = HA!""" aHA = amorpher HA und AV = Aspektverhiltnis der Kristallite des
HA. (b) IR-Spektrum des Endprodukts (schwarz) und der kommerziell erworbenen HA-Referenz (graue
unterbrochene Linie) unter Angabe des PO4” zu CO,” lonenverhiltnisses anhand der asymmetrischen P-O und
C-O Streckschwingungen der PO, - und CO;> -Gruppe. Die Spektren sind auf die asymmetrische P-O
Streckschwingung (vs) der PO4> -Gruppe normiert.

Morphologisch wurden die entstandenen HA-Partikel mittels REM- und TEM-Aufnahmen
untersucht. Den REM-Aufnahmen aus Abb. 9.8a und b ist zu entnehmen, dass sphéirische Strukturen
mit einem Durchmesser von 1-2 um entstanden sind, die sich aus kleineren plédttchenférmigen
Partikeln zusammensetzen. Diese Morphologie erinnert stark an die ,,Wiistenrosen-dhnliche*
Morphologie des aus SBF entstandenen Carbonat-haltigen Hydroxylapatits
(HCA: hydroxycarbonate apatite) (vgl. Kapitel 8, Abschnitt 8.3.2 Abb. 8.7). Die TEM-Aufnahmen
aus Abb. 9.8c und d zeigen eine sehr diinne pléattchenartige Morphologie, mit der Tendenz sich an

den Kanten einzurollen.
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Abb. 9.8: Morphologische Beschaffenheit des Endprodukts der Synthese von HA aus 10 mM Vaterit in PBS
mit 42 mM NaHCOj; anhand von REM- (a), (b) und TEM- (¢), (d) Aufnahmen.

Effekt von Magnesium-Ionen in PBS

Basierend auf den Resultaten aus Kapitel 8 wurde der Effekt von in Losung befindlichen
Mg*"-Ionen auf die Umsetzung der Vaterit-Partikel in die HA-Partikel untersucht. Die Reaktion
erfolgte nach der Standardvorschrift mit 10 mM Vaterit-Partikeln bei 50 °C in PBS mit

9
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unterschiedlichen Konzentrationen von 1,5 mM, 7,5 mM und 15,0 mM Magnesiumchlorid
Hexahydrat (MgCl,-6H,0). Die Reaktionszeit betrug 3 Stunden. Die Endprodukte wurden anhand
von  XRD-Untersuchungen und  FT-IR-Spektroskopie  charakterisiert. =~ Anhand  der
Pulverdiffraktogramme aus Abb. 9.9a wurde bei allen Endprodukten die Gesamtheit der Reflexe der
Ausgangssubstanz, Vaterit, zugeordnet. Mittels FT-IR-Spektroskopie konnten ebenfalls die
Schwingungsmoden der CO;” -Gruppe des Vaterits nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 7, Abschnitt
7.3.1 Tab. 7.1). Zusitzlich konnte hier noch eine schwache und sehr breite Bande im Bereich von
1090-960 cm™ beobachtet werden, die auf die asymmetrische P-O Streckschwingung der
PO,> -Gruppe zuriickzufiihren ist. Aufgrund der Breite der Bande konnte es sich dabei um eine
amorphe Phosphat-Spezies handeln, die mittels XRD-Untersuchungen und aufgrund des hohen

kristallinen Anteils nicht nachweisbar war.
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Abb. 9.9: Charakterisierung der Endprodukte nach 3 Stunden Reaktion von (i, schwarz) 10 mM Vaterit-
Partikeln in PBS bei 50 °C unter Zugabe von (ii, blau) 1,5 mM MgCl,-6H,0, (iii, griin) 7,5 mM MgCl,-6H,0
und (iv, magenta) 15,0 mM MgCl,-6H,0. (a) Pulverdiffraktogramme mit Kennzeichnung der Reflexlagen von
Vaterit (V). (b) IR-Spektren, normiert auf die intensive O-C-O Kipp-Deformationsschwingung (v,) der
COs> -Gruppe.

Morphologisch zeigten die erhaltenen Feststoffe die typische ellipsoide Form der Vaterit-Partikel
(s. Abb. 9.10). Die REM-Aufnahmen der Feststoffe aus der Reaktion in PBS mit 1,5 mM und 7,5 mM

MgCl,-6H,0 lieBen zusitzlich vereinzelt plattchenformige Strukturen erkennen (s. Abb. 9.10a und

b, mit Pfeilen gekennzeichnet).
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Abb. 9.10: REM-Aufnahmen der Endprodukte nach 3 Stunden Reaktion von 10 mM Vaterit-Partikeln in PBS
bei 50 °C unter Zugabe von (ii) 1,5 mM MgCl,-6H,0, (iii) 7,5 mM MgCl,-6H,0 und (iv) 15,0 mM

Effekt von Serumproteinen in PBS

In diesem Abschnitt wurde der Effekt von Serumproteinen auf die Synthese von Hydroxylapatit
(HA) untersucht. Hierbei wurden dem PBS 10% (v/v) fetales Rinderserum (FBS: fetal bovine serum)
zugesetzt und die Reaktion von 10 mM Vaterit-Partikel bei 24 °C mit Hilfe einer
Ca”" -Tonenselektiven Elektrode (ISE) und einer pH-Elektrode iiber einen Zeitraum von 6 Tagen
verfolgt. Der resultierende Feststoff wurde nach intensiver Aufreinigung durch mehrfaches Waschen
mit Wasser und Ethanol mittels XRD-Untersuchungen und FT-IR-Spektroskopie charakterisiert. Die
Morphologie wurde mittels Elektronenmikroskopie (REM und TEM) untersucht. Die Ergebnisse
sind in Abb. 9.11 zusammengefasst. Anhand des Spannungssignals der Ca*" -ISE konnte in
Anwesenheit von Serumproteinen, im Vergleich mit den Ergebnissen der Reaktion der Vaterit-
Partikel in PBS bei 24 °C (vgl. Abb. 9.1a), eine deutlich verzdgerte Freisetzung von Ca®" -Ionen mit
einer verringerten Ca”" -Ionenkonzentration festgestellt werden (s. Abb. 9.11a). Die freie Ca®" -
Ionenkonzentration in der Reaktionslésung nahm in den ersten 55 Stunden nur geringfiigig ab. In
diesem Bereich stieg der pH-Wert auf einen Wert von ~ 8 an und blieb relativ konstant. Wahrend
der Reaktionszeit von 55 — 75 Stunden kam es zu einem signifikanten Abfall der freien Ca®'-
Ionenkonzentration, bei gleichzeitigem Anstieg des pH-Werts. Nachfolgend trat ein erneuter,
geringer Anstieg der freien Ca®"-Ionenkonzentration im Bereich von 75 — 95 Stunden auf. Im
weiteren Reaktionsverlauf nahm die freie Ca*"-Ionenkonzentration auf einen konstanten Wert
zwischen 0,0 und 0,1 mM ab.

Die Charakterisierung des entstandenen Produkts durch XRD-Untersuchungen mit quantitativer
Phasenanalyse zeigte eine nahezu vollstindige Umsetzung der Vaterit-Partikel in den HA (s. Abb.
9.11c). Die gebildeten HA-Kristallite wurden mit einem Aspektverhiltnis von ~ 3 bestimmt und
zeigten im Vergleich zu den HA-Kristalliten der vorherigen Reaktionen eine deutlich kleinere
KristallitgroBe. Anhand der REM-Aufnahmen aus Abb. 9.11b1 und b2 lassen sich ,,Erdnuss-artige*
Strukturen in einer GroBe von 200 — 500 nm erkennen. Den TEM-Aufnahmen aus Abb. 9.11b3 und
b4 zufolge setzen sich diese Strukturen aus nanoskopischen, sehr diinnen Plattchen zusammen, die
sich an den Kanten einzurollen scheinen. Vergleichbar mit der Reaktion von Vaterit in PBS mit

42 mM NaHCO; wurde anhand der IR-Spektren ein deutlich verringertes PO,/ zu CO;*
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Ionenverhéltnis von 6,6 bestimmt (s. Abb. 9.11d). Dieses Resultat ist ein Indiz fiir den Einbau von
CO5” -Ionen in den HA-Kristall. Neben den charakteristischen Schwingungsmoden des HA wurden

noch zwei zusitzliche Banden bei 1653 c¢cm” und 1518 cm’' nachgewiesen, die den

Schwingungsmoden der Amid-Gruppen der Serumproteine zugeordnet werden konnen.**>*'® Die

Resultate deuten darauf hin, dass Serumproteine an die HA-Partikel adsorbiert sind.
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Abb. 9.11: Ergebnisse der Reaktion von 10 mM Vaterit Partikel in PBS mit 10% FBS bei 24 °C und einer
Reaktionszeit von 6 Tagen. (a) Kontrolle des Reaktionsverlaufs anhand der freien Ca”'-lonenkonzentration
(schwarze Messpunkte) und des pH-Werts (blaue Messpunkte) in der Reaktionslosung aufgetragen gegen die
Reaktionszeit. (b) Morphologie des erhaltenen Produkts nach 6 Tagen anhand von (b1), (b2) REM-Aufnahmen,
angefertigt von , am MPIP Mainz in der Arbeitsgruppe von und (b3),
(b4) TEM-Aufnahmen, angefertigt von , an der JGU Mainz im Arbeitskreis von

. (c) Pulverdiffraktogramm mit quantitativer Phasenanalyse durch Vollprofilanpassung, die roten
Punkte stellen die Messdaten dar, die schwarze Linie zeigt die Anpassungen und die rote Linie gibt die
Differenzen an, rote Reflex-Markierungen = Vaterit (V)**!, blaue Reflex-Markierungen = Calcit (C)"*” und
schwarze Reflex-Markierungen = HA!""" aHA = amorpher HA und AV = Aspektverhiltnis der Kristallite des
HA. (d) IR-Spektrum des Endprodukts (schwarz) und der kommerziell erworbenen HA-Referenz (graue
unterbrochene Linie) unter Angabe des PO4” zu CO,” lonenverhiltnisses anhand der asymmetrischen P-O und
C-O Streckschwingungen der PO,- und CO;> -Gruppe. Die Spektren sind auf die asymmetrische P-O
Streckschwingung (vs) der PO4> -Gruppe normiert.
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In Kooperation mit _, aus der Gruppe von _ unter
Projektleitung von _ am MPIP in Mainz, wurde die Adsorption der

Serumproteine ndher untersucht. Zunichst wurde anhand von Zeta-Potential-Messungen das
Oberflachenpotential der HA-Partikel bestimmt. Hierfiir wurden HA-Partikel aus der Synthese nach
Standardvorschrift (in PBS, bei 50 °C), HA-Partikel aus der Synthese in PBS mit 42 mM NaHCO;
und HA-Partikel aus der Synthese in PBS mit 10% FBS vermessen. Die Resultate sind der Abb. 9.12
zu entnehmen. Die HA-Partikel, welche in Anwesenheit von Serumproteinen synthetisiert wurden,
zeigen ein deutlich negativeres Zeta-Potential im Vergleich zu den beiden anderen HA-Partikeln.
Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Adsorption von Serumproteinen an die entstehenden HA-

Partikel.

201 Zeta-Potential in mV von 500 pg/mL HA-Partikel

synthetisiert in:
10 4

(i) PBS (ii) PBS (iii) PBS
+42 mM NaHCO,  + 10%FBS
- g | 28+0,3 33403 222408

10 4

Zeta-Potential / mV
o

-20 1

R )

Abb. 9.12: Resultate der Zeta-Potential-Messung als grafische Darstellung (links) und tabellarische Angabe
der Mittelwerte mit Standardabweichung (rechts) von 500 pg/mL HA-Partikel in 1 mM KCI. (i) HA-Partikel
aus der Synthese nach Standardvorschrift in PBS, (ii) HA-Partikel aus der Synthese in PBS mit 42 mM
NaHCO; und (iii) HA-Partikel aus der Synthese in PBS mit 10% FBS.

Zur Quantifizierung der an die HA-Partikel gebundenen Proteine wurde eine Desorption, mittels
einer TRIS/HCI gepufferten 2%-igen Natriumdodecylsulfat (SDS: sodium dodecy! sulfate) -Losung,
durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration wurde durch Verwendung eines Pierce Assays mit
0,4 mg/mL + 0,1 mg/mL bestimmt.

Anhand der Fliissigchromatographie gekoppelten Massenspektroskopie (LC-MS: [liguid-
chromatography mass-spectroscopy) wurden die desorbierten Proteine identifiziert und quantifiziert.
Zum Vergleich erfolgte auch eine Identifizierung und Quantifizierung der in FBS vorliegenden
Proteine. Die Resultate der identifizierten Proteine mit einer Haufigkeit von > 1% sind in Abb. 9.13
aufgefiihrt. Eine detaillierte Auflistung aller nachgewiesenen Proteine mit genauen Prozentangaben
sind dem Anhang A, Abschnitt 11.6, Tab. 11.5 zu entnehmen. Als desorbierte Proteine wurden die
beiden haufigsten Serumproteine Albumin und Fetuin (A/pha-2-HS-glycoprotein) mit einem Anteil
von ~ 9% und ~ 33% nachgewiesen. Im reinem FBS liegt Albumin mit einem héheren Anteil von

~ 46% vor, im Vergleich zu Fetuin mit einem Anteil von ~ 19%.
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% Angaben der Proteine
mit einem Anteil > 1% (a)HA  (b) FBS

Adiponectin _ 30%

Alpha-1-antiproteinase
Alpha-2-HS-glycoprotein
Alpha-2-macroglobulin
Apolipoprotein A-1
Apoptosis facilitator protein
Complement C3

Complement factor B

Factor Xlla inhibitor 10%

Fetuin-B

Glucosamine-6-phosphate isomerase
Hemoglobin fetal subunit beta
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
Keratin, type Il cytoskeletal
Lactotransferrin

Pigment epithelium-derived factor
Plasma serine protease inhibitor
Serotransferrin

Serum albumin

Thyroxine 5-deiodinase

Transthyretin

0%

Vitamin D-binding protein

Abb. 9.13: Resultate der mittels LC-MS identifizierten und quantifizierten Serumproteine in FBS und der an
die HA-Partikel adsorbierten Serumproteine aus der Synthese in PBS mit 10% FBS, dargestellt in Form einer
wheat map*.
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9.3.3 Zytotoxizitits-Tests

Die nach Standardvorschrift synthetisierten Hydroxylapatit (HA) —Partikel wurden auf mogliche
zytotoxische Effekte und Einfliisse auf die Zell-Viabilitit der Osteoblasten-Zelllinie MG-63
untersucht. Die MG-63 Zellen wurden mit HA-Partikelkonzentrationen von 50 pg/mL, 100 pg/mL
und 500 pg/mL iiber einen Zeitraum von bis zu 72 Stunden behandelt. Die mitochondriale Funktion,
als Nachweis fiir die Vitalitdit der MG-63 Zellen, wurde mittels eines MTS-Assays zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (24 h, 48 h und 72 h) bestimmt. In Abb. 9.14a sind die Ergebnisse des
MTS-Assays graphisch dargestellt. Bei allen getesteten HA-Konzentrationen konnte kein
signifikanter Unterschied in der mitochondrialen Aktivitit der MG-63 Zellen im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen nachgewiesen werden. Zu allen untersuchten Zeitpunkten wurden dhnliche
Ergebnisse, unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen, erzielt. Eine tabellarische
Auflistung der Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei Experimenten mit jeweils drei

technischen Replikaten ist in Tab. 9.2 zusammengestellt.
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Abb. 9.14: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Zytotoxizitétstests nach 24 h, 48 h und 72 h Stimulation
der MG-63 Zellen mit 50 pg/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL HA-Partikel, synthetisiert nach
Standardvorschrift. (a) MTS-Assay und (b) LDH-Assay. Die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei
Experimenten, mit jeweils 3 technischen 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.

Mit einem zweiten Testverfahren, dem LDH-Assay, wurde die Integritit der Zellmembran nach
der HA-Partikel-Exposition iiberpriift. Zur Kontrolle wurden unbehandelte MG-63 Zellen lysiert,
wodurch eine 100%ige Freisetzung der Laktatdehydrogenase (LDH) erfolgte. Die Ergebnisse sind
in Abb. 9.14b graphisch dargestellt. Die Menge an LDH, die im Medium nach der HA-Partikel-
Exposition in unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen wurde, korreliert mit den
Ergebnissen des MTS-Assays. Nach 24 und 48 Stunden konnte bei allen untersuchten
Konzentrationen ein physiologisch niedriger Gehalt an LDH im Zell-Uberstand festgestellt werden.
Die Werte sind vergleichbar mit dem LDH Gehalt von unbehandelten MG-63 Zellen. Erst nach

72 Stunden Exposition wurde in Anwesenheit der hoheren HA-Partikelkonzentrationen (100 pg/mL
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und 500 pg/mL) eine signifikant hohere Menge an LDH nachgewiesen. Somit konnten keine
zytotoxischen Effekte der synthetisierten HA-Partikel in Konzentrationen von bis zu 50 pg/mL in
einer Stimulationszeit von bis zu 72 Stunden auf MG-63 Zellen nachgewiesen werden. Geringfiigige
zytotoxische Effekte, anhand der LDH-Freisetzung, traten erst nach 72 Stunden Stimulationszeit und

bei erhohten Konzentrationen auf.

Tab. 9.2: Darstellung der Ergebnisse der Zytotoxizititstests (MTS und LDH) nach 24 h, 48 h und 72 h
Stimulation der MG-63 Zellen mit 50 pg/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL HA-Partikel, synthetisiert nach
Standardvorschrift. Die Mittelwerte (MW) £ Standardabweichung (SD) aus drei Experimenten, mit jeweils
3 technischen Replikaten pro Stimulation, sind dargestellt. Die Angabe der statistischen Signifikanz erfolgte
durch einen Student T-Test, Typ 3, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.

MTS-Assay 24 h LDH-Assay 24 h
MW SD T- MW SD T-
% % Test % % Test
LZ -- -- -- 100,0 0,0 --
uz 100,0 0,0 -- 1,2 0,3 --
50 pg/mL V 100,3 44 0,92 1,1 0,3 0,99
100 pg/mL V 99,0 7,1 0,83 1,5 04 036
500 pg/mL V 81,5 10,4 0,09 1,6 04 026
MTS-Assay 48 h LDH-Assay 48 h
MW SD T- MW SD T-
% % Test % % Test
LZ -- -- -- 100,0 0,0 --
uz 100,0 0,0 -- 1,0 0,4 --
50 pg/mL V 95,5 52 0,28 1,5 0,7 042
100 pg/mL V 93,2 4,5 0,12 1,8 0,7 0,19
500 pg/mL V 93,9 6,8 0,26 1,5 0,9 048
MTS-Assay 72 h LDH-Assay 72 h
MW SD T- MW SD T-
% % Test % % Test
LZ -- -- -- 100,0 0,0 --
uz 100,0 0,0 -- 0,9 0,5 --
50 pg/mL V 97,2 3,5 0,29 2,4 1,2 0,16
100 pg/mL V 96,5 51 035 2,4 0,5 0,02
500 pg/mL V 97,9 48 0,54 2,6 0,6 0,02

9.3.4 Zell-Biokompatibilit:it

Zur Beurteilung der Zellvertraglichkeit (Zell-Biokompatibilitdt), der nach Standardvorschrift
synthetisierten HA-Partikel, wurde eine Reihe von in vitro Experimenten unter Verwendung des
membranpermeablen Calcein-AM Fluoreszenzfarbstoffs durchgefiihrt. Dadurch wurde sowohl die
Morphologie als auch das Proliferationsverhalten lebender Zellen in Anwesenheit der HA-Partikel
in unterschiedlichen Konzentrationen (50 pg/mL, 100 pg/mL und 500 pg/mL) in einem Zeitraum
von bis zu 7 Tagen analysiert. Diese Untersuchung erfolgte nicht nur an der Osteoblasten-Zelllinie
MG-63, sondern auch an primdren humanen Osteoblasten (pOB) und priméren humanen
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) von jeweils drei verschiedenen Spendern. Die

Fluoreszenzaufnahmen der MG-63 Zellen sind in Abb. 9.15 an ausgewihlten, repridsentativen
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Beispielen dargestellt. In allen untersuchten Fillen und einem Inkubationszeitraum von bis zu
7 Tagen zeigten die mit HA-Partikel exponierten MG-63 Zellen eine vergleichbare
Wachstumsverteilung mit dhnlicher Zellmorphologie, wie sie bei den unbehandelten Kontroll-Zellen

beobachtet wurde.

Kontrolle (MG-63) + 50 yg/mL HA + 100 pg/mL HA + 500 pg/mL HA

Abb. 9.15: Zell-Biokompatibilitdt der nach Standardvorschrift synthetisierten HA-Partikel. Getestet an der
Osteoblasten-Zelllinie MG-63 in einem Zeitraum von 24 h iiber 72 h bis hin zu 7 Tagen mit unterschiedlichen
Partikel-Konzentrationen. Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein
AM nachgewiesen. Der Mafistab entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 pm.

Der Abb. 9.16 sind die Fluoreszenzaufnahmen der pOB, am Beispiel eines reprisentativen
Spenders, zu entnehmen. Wie auch die MG-63 Zellen zeigten die pOB in allen untersuchten Fillen
und einem Inkubationszeitraum von bis zu 7 Tagen eine vergleichbare Wachstumsverteilung mit

ahnlicher Zellmorphologie, wie sie bei den unbehandelten Kontroll-Zellen beobachtet wurde.
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Kontrolle (pOB) + 50 pg/mL HA + 100 pg/mL HA + 500 pg/mL HA

Abb. 9.16: Zell-Biokompatibilitdt der nach Standardvorschrift synthetisierten HA-Partikel. Getestet an
primdren humanen Osteoblasten (pOB) in einem Zeitraum von 24 h iiber 72 h bis hin zu 7 Tagen mit
unterschiedlichen Partikel-Konzentrationen. Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen
Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Maf3stab entspricht in allen Abbildungen einer Linge
von 100 pm.

Die Fluoreszenzaufnahmen aus Abb. 9.17 zeigen die Ergebnisse der Biokompatibilitdt der nach
Standardvorschrift synthetisierten HA-Partikel an Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC),
am Beispiel eines reprasentativen Spenders. Abweichend zu den beiden anderen Zell-Typen konnten
Anderungen in der Zellmorphologie als auch in der Vitalitit der Zellen beobachtet werden. Bereits
nach 24 Stunden Stimulation der Zellen mit einer HA-Partikelkonzentration von 100 pg/mL konnte
eine verminderte Zellzahl, im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-Zellen, beobachtet werden.
Mit zunehmender Partikelkonzentration von 500 pug/mL war die Zellzahl deutlich geringer.
Gleichfalls wurde eine verinderte Zellmorphologie mit langen Zellfortsitzen beobachtet. Uber den
weiteren Kultivierungszeitraum bis hin zu 7 Tagen wurden diese Beobachtungen fortwahrend
gemacht. Vor allem nach 7 Tagen Exposition der HUVEC mit 500 pg/mL HA-Partikelkonzentration

konnten kaum noch vitale Zellen nachgewiesen werden.
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Kontrolle (HUVEC) + 50 yg/mL HA ~+100 pg/mL HA +500 pug/mL HA
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e

Abb. 9.17: Zell-Biokompatibilitdt der nach Standardvorschrift synthetisierten HA-Partikel. Getestet an
primédren humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) in einem Zeitraum von 24 h iiber 72 h
bis hin zu 7 Tagen mit unterschiedlichen Partikel-Konzentrationen. Vitale Zellen wurden mit dem
membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Malistab entspricht in allen
Abbildungen einer Lange von 100 pm.

Eine ndhere Betrachtung der Zellmorphologie der mit 100 pg/mL HA-Partikel stimulierten
HUVEC ist in Abb. 9.18, im Vergleich zu den unbehandelten HUVEC, dargestellt. Es zeigte sich

eine deutlich verdnderte Zellmorphologie mit einem verringerten Zellvolumen (s. Abb. 9.18b).

Abb. 9.18: VergroBerte Aufnahme der priméren humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC)
nach 24 h Inkubationszeit. (a) Unbehandelte Zellen und (b) mit 100 pg/mL HA-Partikel (nach
Standardvorschrift synthetisiert) inkubierte Zellen. Der Maf3stab entspricht jeweils einer Lange von 100 pm.

Zusitzlich lieBen sich innerhalb der Zellen viele dunkle Stellen beobachten (angedeutet durch weille

Pfeile in Abb. 9.18b). Anhand der Charakterisierung der synthetisierten HA-Partikel aus Abb. 9.4¢
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und Abb. 9.5 (unten) geht hervor, dass es sich um nanoskopische HA-Partikel handelt. Diese Nano-
Partikel konnen leicht von Endothelzellen aufgenommen werden. Dies konnte eine Erklarung der
dunklen Stellen innerhalb der Zellen sein.

Dieser morphologische Aspekt wurde néher untersucht. Hierfiir wurden HUVEC mit den groBeren
HA-Partikel-Aggregaten aus der Synthese in PBS mit 42 mM NaHCO; (s. Abb. 9.8) {iber einen
Zeitraum von bis zu 7 Tagen stimuliert. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind in Abb.

9.19a zusammengestellt.

Kontrolle (HUVEC) + 50 yg/mL HA ) + 100 pg/mL HA N + 500 pg/mL HA

+50 pg/mL HA _ +500 ug/mL HA

B
7
y @

s

Abb. 9.19: Zell-Biokompatibilitit der HA-Partikel (a) aus der Synthese in PBS mit 42 mM NaHCO; und (b) aus
der Synthese in PBS mit 10% FBS. Getestet an priméren humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene
(HUVEQC) in einem Zeitraum von 24 h bis 7 Tagen mit unterschiedlichen Partikel-Konzentrationen. Vitale
Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Mafistab
entspricht in allen Abbildungen einer Lidnge von 100 upum. Die Durchfilhrung und die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen erfolgten durch _, am Institut fiir Pathologie der
Universitidtsmedizin Mainz.
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Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen wurden auch hierbei wieder eine verminderte vitale
Zellzahl mit verdnderter Morphologie festgestellt, vor allem bei hohen HA-Partikel-Konzentrationen
von 500 ug/mL. Eine geringfiigige, aber keine wesentliche Steigerung der Zell-Biokompatibilitit der
HA-Partikel konnte bei geringeren Partikelkonzentrationen beobachtet werden. Dieses Resultat ldsst
darauf schlieen, dass die Morphologie der HA-Partikel keinen entscheidenden Einfluss auf die Zell-
Biokompatibilitdt mit den HUVEC ausiibt. In einem weiteren in vitro Experiment wurde die Zell-
Biokompatibilitit der HA-Partikel mit adsorbierten Serumproteinen an HUVEC untersucht. Anhand
der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen aus Abb. 9.19b lie} sich eine deutlich verbesserte
Biokompatibilitdt der Protein-gebundenen HA-Partikel beobachten, mit dhnlicher Zellzahl und
Morphologie wie sie bei den unbehandelten Zellen nachgewiesen wurde. Lediglich bei hohen
Partikelkonzentrationen von 500 pg/mL wurde nach 7 Tagen Stimulationszeit eine verminderte
Zellzahl mit verdanderter Morphologie festgestellt.

Die verdnderte Morphologie der Zellen bzw. die langen Zellfortsdtze deuten auf eine mangelnde

Zelladhdrenz hin und fiihrt letztlich zum Absterben der Zellen.

9.3.5 Differenzierung von Osteoblasten

Um die Knochenregeneration bei Knochendefekten zu fordern und somit den Einsatz von HA-
Partikeln als Knochenersatz-Material zu gewéhrleisten, sollten die hergestellten Partikel eine gute
Osteoinduktivitdt aufweisen. In einem ersten Test wurde hierfiir die Differenzierung der
Osteoblasten-Zelllinie MG-63 in  Anwesenheit der HA-Partikel in unterschiedlichen
Konzentrationen bis hin zu 500 pg/mL untersucht. Nach Kultivierungen von 7, 14 und 21 Tagen
wurde die Expression der alkalischen Phosphatase (ALP) durch die MG-63 Zellen mit Hilfe eines
kommerziell erworbenen Testverfahrens (s. Kapitel 7, Abschnitt 7.2.3), durch Detektion eines
Azofarbstoffes, nachgewiesen. Wie in Kapitel 5, Abschnitt 5.3 bereits beschrieben, dient der
Nachweis der ALP als osteogener Differenzierungsmarker. In Abb. 9.20 sind die Resultate
zusammengestellt.

Bereits nach 7 Tagen Kultivierung der MG-63 Zellen in osteogenem Differenzierungs-Medium
(ODM) in Anwesenheit von HA-Partikeln konnte eine ALP-Aktivitit beobachtet werden. Wéhrend
der weiteren Kultivierungsphase, bis hin zu 21 Tagen, lie} sich eine kontinuierliche Zunahme der
Farbintensitdt und damit der ALP-Aktivitit nachweisen. Unabhéingig von der eingesetzten
Partikelkonzentration, konnte im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-Zellen bei den mit HA-
behandelten Zellen, kein signifikanter Unterschied im Nachweis der ALP-Aktivitit festgestellt
werden. Alle untersuchten Proben zeigten nach einheitlicher Inkubationszeit eine vergleichbare
Farbung. Um eine fehlerhafte Farbreaktion durch Anwesenheit der HA-Partikel auszuschlieBen,
wurden die entsprechenden HA-Konzentrationen in Abwesenheit der MG-63 Zellen iiber die
entsprechenden Zeitrdume inkubiert und ebenfalls eine ALP-Farbung durchgefiihrt. Die Resultate
sind am Beispiel der 21 Tage Proben in Abb. 9.21 aufgefiihrt. Es konnte bei keiner HA-
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Konzentration eine Farbung nachgewiesen werden, sodass die Farbungen in Anwesenheit der MG-63

Zellen ausschlieBlich auf die Aktivitit der exprimierten ALP zuriickzufiihren ist.

Abb. 9.20: Nachweis der Differenzierung der Osteoblasten-Zelllinie MG-63 durch Fiarbung der alkalischen
Phosphatase (ALP) in Anwesenheit der nach Standardvorschrift synthetisierten HA-Partikel in
unterschiedlichen Konzentrationen nach Inkubationszeiten von 7, 14 und 21 Tagen. Der Mafistab entspricht in
allen Abbildungen einer Lange von 100 um.

50 pg/mL HA 500 pg/mL HA

Abb. 9.21: Negativ-Kontrolle der ALP-Farbung nach 21 Tagen. Inkubation der HA-Partikel in
unterschiedlichen Konzentrationen in osteogenem Differenzierungs-Medium ohne MG-63 Zellen. Der
Malstab entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 300 pum.
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9.4 Diskussion

Gegenstand dieses Kapitels ist die Synthese von Hydroxylapatit (HA) ausgehend von Vaterit-
Partikeln in einer wissrigen phosphathaltigen Salzlosung (PBS) und dessen potentielle Anwendung
als Biomaterial. Hierbei wurde der Fokus auf die Umsetzung und Charakterisierung der entstandenen
HA-Spezies gelegt und diverse einflussnehmende Effekte wie die Reaktionstemperatur,
Anwesenheit von Magnesium- und Carbonat-lonen sowie von Proteinen untersucht. Die Umsetzung
wurde potentiometrisch und photometrisch mittels einer Ca®* -Ionenselektiven Elektrode (ISE), einer
pH-Elektrode und einer Triibheitselektrode verfolgt. Die Zunahme und Abnahme der gelosten
Ca*"-Ionenkonzentration, resultierend aus dem Signal der ISE, ldsst auf eine Umsetzung der Vaterit-
Partikel in eine HA-Spezies auf der Grundlage von Auflosungs- und Rekristallisationsvorgingen
schlieBen.

In zahlreichen Arbeiten wurde die amorphe Calciumphosphat- (ACP) Phase als Intermediat des
kristallinen HA nachgewiesen und die Phasenumwandlung in wissriger Losung ausfiihrlich

rt [120,215,216,219-222

diskutie I Bis heute liegt allerdings kein eindeutiger Mechanismus vor. Vielmehr

konnte gezeigt werden, dass die Phasenumwandlung von zahlreichen Faktoren, wie Temperatur,
pH-Wert, Fremdionen und organischen Molekiilen beeinflusst wird.*'2'!
Der stochiometrisch, chemisch reine HA, mit der Strukturformel Ca;o(PO4)s(OH),, stellt oberhalb

eines pH-Werts von 4,5 das stabile und damit am wenigsten 16sliche Calciumphosphat dar./"** In

friithen Arbeiten von Eanes er all'™

wurde bereits gezeigt, dass bei der Kristallisation der
Calciumphosphate kinetische Faktoren eine entscheidende Rolle spielen. So entsteht bei schnellen
Féllungsreaktionen aus stark liberséttigten Losungen und einem pH-Wert > 7 zunéchst das kinetisch
bevorzugte ACP!'***'®! oder in einigen Fillen auch das Octacalciumphosphat (OCP)****. Hingegen

182191 posner et al'** haben in ihren

fillt aus Losungen mit niedriger Ubersittigung direkt HA aus.!
Untersuchungen des ACP die Summenformel Cay(PO,)s abgeleitet. Allerdings konnte auch gezeigt
werden, dass die chemische Zusammensetzung der ACP-Phase stark von Féllungsbedingungen, wie
pH-Wert, Ca®>*- und PO,> -Tonenkonzentration, abhingig ist und daher in der Literatur oftmals auch
mit der Summenformel Ca,(PO4), - nH,O beschrieben wird.!"! Im wassrigen Milieu findet eine
Phasenumwandlung der ACP-Phase in den thermodynamisch stabileren, nichtstochiometrischen,
Calcium-defizitiren Hydroxylapatit (CDHA) statt.”**'>*'®l Bei Fillungen im neutralen oder
basischen Milieu tritt bevorzugt die CDHA-Phase auf. Hierbei werden neben den PO,” -Ionen auch
HPO,” -lonen in den Kristall eingebaut, wodurch formell Ca*'-lonen ersetzt werden
(Ca1x(HPO,)(PO4)sx(OH),y, mit 0<x<1).'"***"*] Weiterhin ist die Struktur so flexibel, dass auch
andere Ionen wie beispielsweise Na® und Mg®" anstelle der Ca*'-Ionen eingebaut werden

(33171 Die meisten synthetisch und auch biologisch vorkommenden HA-Spezies besitzen

konnen.
eine nichtstochiometrische Zusammensetzung mit kleinen KristallitgroBen. Daraus resultiert die

bessere Loslichkeit gegeniiber dem stochiometrischen, kristallinen HA.["**'¥"2""] Heughebaert und
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Montel™"”! beschrieben die Kristallisation von ACP mit der Hydrolyse von PO,> -Ionen, gemiB GI.
9.1.

Cag(PO4)6 + HQO 4 Cag(HPO4)(PO4)5OH Gl. 9.1

Mit der Zeit (Alterung des Niederschlags) nidhert sich die Stochiometrie der von defektfreiem HA

an. Tung und Brown™'®

verfolgten die Phasenumwandlung von ACP in einen
nichtstéchiometrischen HA mittels Potentialmessungen (pH-Wert und Ca®*-Ionenkonzentration in
Losung).

In diesem Kapitel wurde die Umsetzung der metastabilen Vaterit-Partikel in ein Calciumphosphat
in einer phosphathaltigen Salzlosung (PBS) mittels Potentialmessungen verfolgt. Bei der
Durchfiihrung der Reaktion unter Umgebungsbedingungen bei 24 °C lieB sich der Reaktionsverlauf
anhand der freien Ca*'-Ionenkonzentration in vier Phasen einteilen (s. Abb. 9.1a und b). Im
Nachfolgenden wird ein moglicher Ablauf der Umsetzung der Vaterit-Partikel in eine HA-Spezies,
anhand der Potentialmessungen, postuliert. In der ersten Phase stieg die Ca®"-Ionenkonzentration auf
einen Wert von ~ 0,9 mM an und impliziert die teilweise Auflosung der metastabilen Vaterit-Partikel.
In der darauffolgenden zweiten Phase wurde diese Konzentration iiber einen Zeitraum von etwa einer
Stunde konstant gehalten. Vermutlich findet in dieser Zeit die Fallung des ACP, als metastabile leicht
losliche Calciumphosphat-Phase, statt. Gleichzeitig erfolgt eine weitere Auflosung der Vaterit-
Partikel. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass in das Loslichkeitsprodukt die Konzentration von PO,
-Ionen eingeht. Diese ist aufgrund des Protolyse-Gleichgewichts stets niedriger als die Gesamt-

Phosphat-lonenkonzentration.

H;PO, = H +H,PO, = 2H +HPO,/” = 3H +PO,” Gl 9.2
mit den entsprechenden pK,-Werten von links nach rechts:
pKa =2,14, pKyp = 7,21, pKy3 = 12,35
Durch das Auflosen der Vaterit-Partikel werden neben den Ca®" -lonen auch COs;* -Ionen
freigesetzt, gemiB Gl. 9.3. Bei einem neutralen pH-Wert liegen die CO;” -Ionen als HCO5™ vor,
gemal Gl. 9.4, wodurch der pH-Wert erhoht wird. Allerdings wird durch das simultane Freisetzen
der CO32' -lonen und dem Verbrauch der PO,* -lonen der pH-Wert zunichst konstant gehalten. Ist
geniigend CaCO; umgesetzt, so liegen dreimal mehr HCO; -lonen im Vergleich zu den
HPO,> -Tonen in Lsung vor und damit steigt der pH-Wert geméB GI. 9.5 an. Dies konnte auch im

Reaktionsverlauf beobachtet werden (dritte Phase).

CaCO; — Ca*" + COy”" GL 9.3
CO;* + H,0 — HCO;y + OH" Gl. 9.4
9 CaCO; + 6 HPO4 + 3 H,0 — Cag(PO,)s + 9 HCO; + 3 OH Gl 9.5
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Beim Ubergang in die dritte Phase wurde eine Abnahme der freien Ca>" -Ionenkonzentration
festgestellt. Somit werden mehr Ca*"-Ionen in die neu gebildete Phase eingebaut, als von den
verbliebenen Vaterit-Partikeln in Losung gehen. Dieses Resultat deutet auf die Bildung einer
stabileren, weniger 16slichen HA-Phase hin und damit auf die Phasenumwandlung des ACP in die
CDHA-Phase. Anhand von Rontgenbeugungsuntersuchungen (XRD) konnten neben den Reflexen
der Vaterit-Phase erste Reflexe der HA-Phase zugeordnet werden, wodurch das Vorliegen einer
kristallineren HA-Spezies, gegeniiber dem rdongtenamorphen ACP, gestiitzt wird. Mit der
kontinuierlichen Abnahme der freien Ca®" -Ionenkonzentration wurde eine stetige Zunahme der
Intensitdten der HA-zugeordneten Reflexe als auch der asymmetrischen P-O Streckschwingung der
PO,> -Gruppe bei ~ 1030 cm™ nachgewiesen (s. Abb. 9.1c und d).

Mit dem Anstieg des pH-Werts wurde gleichzeitig auch der Anstieg des Spannungsignals der
Triibheitselektrode beobachtet. Dadurch wird eine Anderung in der PartikelgroBe zu deutlich
kleineren Partikeln signalisiert, was auf die Bildung der nanoskopischen CDHA-Partikel
zuriickzufiihren ist. Aufgrund der Metastabilitdt der ACP-Phase und dem simultanen Vorliegen der
~ 500 nm Vaterit-Partikel, trat erst im spiteren Reaktionsverlauf eine Anderung im Signal der
Triibheitselektrode auf. Sowohl die mikroskopischen Aufnahmen (REM, TEM) als auch die
Bestimmung der KristallitgroBe anhand der XRD-Daten bestitigen das Vorliegen nanoskopischer,
polykristalliner Pldttchen am Ende der Reaktionszeit (Phase vier). Die Verbreiterung der
Reflexprofile der XRD-Untersuchungen ist typisch fiir die Bildung eines nichtstochiometrischen HA

311691 Somit konnte,

mit geringerer Kristallinitit, verglichen zum stochiometrischen kristallinen HA.
innerhalb einer Reaktionszeit von 10 Stunden in PBS bei Raumtemperatur, eine nahezu vollstindige
Umsetzung der Vaterit-Partikel in plattchenformige CDHA-Partikel geringerer Kristallinitét
nachgewiesen werden. Die Umsetzung erfolgte vermutlich iiber ACP als Intermediat.

Aufgrund der thermodynamischen Metastabilitdt der ACP-Modifikation findet, gemi3 der
Ostwald’schen Stufenregel, eine schnellere Phasenumwandlung des ACP in eine thermodynamisch
stabilere Calciumphosphat-Modifikation statt.*'>***! Aus frithen Arbeiten von Boskey und Posner***
wurde die Temperaturabhingigkeit bei einem pH-Wert von 8 untersucht. Dabei konnten sie
feststellen, dass die Phasenumwandlung bei 10 °C erst nach 3 Tagen beginnt. Hingegen findet die
Phasenumwandlung bei einer Temperatur von 37 °C bereits nach weniger als 30 Minuten statt.
Weitere Untersuchungen von Eanes und Meyer®! bestitigten diese Temperaturabhingigkeit.

Yl beschrieben die Phasenumwandlung bei erhéhter Temperatur als

Heughebaert und Montel*
simultanen  endothermen Losungsvorgang des ACP mit AH>0 und exothermen
Kristallisationsvorgang des CDHA mit AH<0.

Eine deutlich schnellere Umsetzung der Vaterit-Partikel konnte bei einer erhohten Temperatur
von 50 °C festgestellt werden (s. Abb. 9.3). Die Temperaturerhohung bewirkt keine schnellere

Auflésung der Vaterit-Partikel,"*”! fithrt allerdings zu einer deutlichen Reduzierung des

Loslichkeitsprodukts des HA.**! Als Resultat miissen weniger Ca**-Ionen in Losung gehen, um eine
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Ubersittigung und damit verbunden eine Kristallisation des HA zu bewirken. Anhand der Messung
der freien Ca’’-Ionenkonzentration konnte dies mit einem Nachweis von 0,6 mM an freien
Ca**-Ionen bestitigt werden. Zusitzlich fithrt eine Erhéhung der Temperatur zur vermehrten
Keimbildung mit der Folge kleinerer PartikelgroBen. Anhand der Messungen mit der
Triibheitselektrode konnte, verglichen mit dem Signal bei 24 °C, ein deutlich hoherer Anstieg des
Spannungssignals beobachtet werden. Uber den weiteren Reaktionsverlauf flachte das
Spannungssignal wieder ab. Gleichzeitig wurde die freie Ca*-Ionenkonzentration mit ~ 0 mM
bestimmt. Anhand dieser Resultate kann auf eine vollstindige Umsetzung der Ca*"-Ionen aus den
Vaterit-Partikeln in einen nahezu stochiometrischen und vergleichsweise defektarmen HA
geschlossen werden, gemaB Gl. 9.6. Die Bestimmung des PO4” zu CO5* Ionenverhiltnisses, anhand
der Untersuchung mittels FT-IR-Spektroskopie am Ende der Reaktionszeit, untermauerte die
Bildung eines nahezu defektfreien HA. Die gebildeten Kristallite unterliegen hierbei einem
Alterungsprozess, wobei groflere Kristallite auf Kosten kleinerer Kristallite wachsen
(Ostwaldreifung)."! Dennoch wurden Kristallite im Nanometerbreich erhalten, wodurch auch die
Verbreiterung des Reflexprofils resultierte. Ein weiterer Effekt der Temperaturerhdhung zeigte sich
in der Morphologie der resultierenden HA-Partikel. Bei 24 °C wurde anhand der Vollprofilanpassung
der XRD-Daten ein Aspektverhdltnis von ~ 6 bestimmt, wodurch eine eher stibchenartige
Morphologie mit elongierter c-Achse der Kristallite beschrieben wird. Durch die Erhohung der
Reaktionstemperatur auf 50 °C resultierte ein Aspektverhiltnis von ~ 3, wodurch die Breite der
Kristallite zunahm. Solche temperaturabhiingigen Anderungen in der Morphologie der HA-Partikel

22725 Kumar et al.”*" untersuchten die Morphologie des HA in

sind aus der Literatur bekann
Abhidngigkeit der Reaktionstemperatur bei 40 °C, 80 °C und 100 °C. Dabei konnten sie eine
Reduzierung des Aspektverhiltnisses nachweisen und eine Anderung der Morphologie der HA-

Partikel zu anndhernd sphérischen Strukturen.

10 CaCO; + 10HPO,” + 4H,0 — Ca;o(PO,)(OH) + 4HPO,” + 10HCO; + 20H Gl. 9.6

In weiterfithrenden Reaktionen wurden die Effekte von zusdtzlichen Ionen in der Reaktionslosung
untersucht. Der Fokus lag auf Hydrogencarbonat-Ionen (HCO5") und Magnesium-Ionen (Mg>"). Vor
allem sollte die Untersuchung zu einem besseren Verstindnis der Umsetzung von Vaterit-Partikeln
in die HA-Spezies in der simulierten Korperfliissigkeit (SBF) aus Kapitel 8 beitragen.

Das zusitzliche Einbringen von HCO5' -Ionen in die Reaktionsldsung (PBS) zeigte keinen Effekt
auf die Auflosung der Vaterit-Partikel. Es resultierte ein vergleichbarer Anstieg der freien
Ca”" -Tonenkonzentration wie bei den Reaktionen in reinem PBS. Allerdings konnte eine stark
verzdgerte Abnahme in der freien Ca*" -Tonenkonzentration beobachtet werden (s. Abb. 9.6). Dieser
Effekt lasst sich damit erkléaren, dass die zusétzlich in Losung befindlichen HCOj;™ -Ionen die Bildung

eines stochiometrischen HA unterbinden. Einerseits fungieren die HCO;™ -lonen als stirkere Sdure
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im Vergleich zu den HPO,> -Ionen. Dadurch liegen die PO,> -lonen bzw. die HPO,> -Ionen
bevorzugt in der protonierten Form vor und fiihren zur Bildung eines nichtstochiometrischen HA
Caox(PO4)sx(HPO4)(OH),.«. Andererseits konnen die HCO;™ -Ionen auch selbst in den HA-Kristall
eingebaut werden. Folglich entsteht ein nichtstochiometrischer Carbonat-haltiger Hydroxylapatit
(HCA) mit einem gréBeren Loslichkeitsprodukt. Der Einbau der COs;” -Ionen anstelle der
PO,” -lonen filhrt zum HCA vom B-Typ und wird mit der Strukturformel
Ca0x(PO4)6x(CO3)(OH),« beschrieben, wobei 0<x<1 ist. 138400 Bg st bekannt, dass in Losung
befindliche Carbonat-Ionen (COs”) die Loslichkeit des HA erhohen.””"***? Betts er al
beschrieben bereits 1981 in ihrer Arbeit die erhohte Loslichkeit des HCA als Resultat der Besetzung
der tetraedrischen PO,> -Ionen Position durch das trigonal planare COs> -Ion, mit der Folge einer
verringerten Gitterenergie. Kiirzlich bestitigten Kubota ez al."*"! dies durch Aufklirung der atomaren
Struktur des HCA. Allerdings ist die Substitution der CO5> -Ionen auch von der Temperatur abhingig
und nimmt mit steigender Temperatur ab.”*”***) Anhand der Bestimmung des PO,” zu CO;”
Ionenverhéltnisses, mittels FT-IR-Spektroskopie am Ende der Reaktionszeit, wurde die Bildung
eines HCA bestitigt. Es konnte ein deutlich niedrigeres PO, zu CO32' Ionenverhéltnis von 6,7
ermittelt werden, im Vergleich zu dem PO," zu COs* Verhiltnisses von 9,4 des kommerziell
erworbenen HA. Das verbreiterte Reflexprofil ist demnach nicht nur auf die nanokristalline Struktur
zuriickzufithren, sondern auch auf den Einbau von Carbonat-Ionen in den HA-
Kristall,P73%4¢1081923] \yeiterhin lieB sich, in Anwesenheit der zusitzlich in Losung befindlichen
HCOj5™ -lonen, eine morphologische Anderung der gebildeten HCA-Partikel beobachten. Es konnte
eine Aggregation der gebildeten plattchenformigen Partikel zu groferen, sphérischen Strukturen mit
einem Durchmesser von 1-2 um beobachtet werden. Diese Strukturen zeigten eine vergleichbare
»Wiistenrosen-dhnliche* Morphologie wie die HCA-Partikel, die aus der Inkubation in SBF erhalten
wurden (s. Kapitel 8). Demnach bewirken zusitzliche in Losung befindlichen HCO;™ -lonen nicht
nur die Bildung des HCA, sondern auch eine morphologische Anderung. Bereits LeGeros et al.>*"
konnten in ihrer Arbeit von 1967 solch einen morphologischen Effekt beobachten und beschrieben
die entstehende Morphologie als ,,clusters of equiaxed crystals“. Der Effekt der Aggregation zu
grofleren ,,Wiistenrosen-dhnlichen Strukturen ist nicht vollstindig geklart. Es wird davon
ausgegangen, dass diese Zusammenlagerung auf die verringerte Loslichkeit des HCA im Vergleich
zum HA zuriickzufiihren ist. Durch den Einbau der COs> -Ionen in den HA-Kristall wird die Bindung
im Kristall geschwicht und damit die Loslichkeit verbessert.”*” Als Folge davon findet eine
verzdgerte Keimbildung statt, wobei erste Keime die Bildung weiterer Kristallisationskeime fordern
und als Templat dienen. Somit findet kein klassisches Kristallwachstum durch Ostwaldreifung statt,
sondern es erfolgt eine orientierte Anlagerung zu den ,,Wiistenrosen-dhnlichen* Strukturen. Diese
Annahme steht im Einklang mit den Resultaten der Bildung der ,,Wiistenrosen-dhnlichen® Apatit-
Strukturen in SBF aus Kapitel 8. Die stark verzdgerte Abnahme der freien Ca®* -Ionenkonzentration

in Anwesenheit von in Losung befindlichen HCO;5™ -lonen stiitzt den in Kapitel 8 postulierten
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Mechanismus der Umsetzung der Vaterit-Partikel in SBF (s. Abb. 8.28a). Dadurch wird impliziert,
dass erste Kristallisationskeime des HCA mit einem hohen Anteil an CO;” -Ionen gebildet werden.

3] zeigten, dass mit hdherem Anteil an CO5> -Ionen sowohl eine geringere Kristallitgrofe

Liao et al.!
als auch eine geringere Kristallinitét resultiert. Weiterhin untersuchten sie den Einfluss des Anteils
an CO;” -lonen auf die Morphologie der entstehenden HCA-Partikel. Sie beschrieben die
plattchenformigen HCA-Kristallite als polykristallin. Hierbei konnten sie eine Abhédngigkeit der
Polykristallinitit vom Anteil an COs> -Ionen feststellen, wodurch sich auch eine Anderung in der
Morphologie bis hin zu sphirischen Partikeln ergab. Eine dhnliche Polykristallinitit konnte bei den
Pliattchen der ,,Wiistenrosen-dhnlichen Strukturen anhand der TEM-Aufnahmen aus Abb. 9.8
beobachtet werden. Diese Beobachtung korreliert mit der Bestimmung der geringen Kristallitgrofle
und einem Aspektverhiltnis von 3 anhand der Vollprofilanpassung der XRD-Daten.

Das zusitzliche Einbringen von Mg®" -Ionen in die Reaktionslésung (PBS) zeigte einen deutlich
inhibierenden Effekt auf die Umsetzung der Vaterit-Partikel (s. Abb. 9.9). Aus der Literatur ist
bekannt, dass Mg>" -Tonen einen Einfluss auf die Bildung der CaCO; —Modifikationen ausiiben und
stabilisierend auf die metastabilen Phasen wirken.!"'”""*!! Einen dhnlichen Effekt zeigen Mg®" -Ionen
auch auf die Calciumphosphate, indem sie eine konzentrationsabhéngige, inhibierende Wirkung auf
die Bildung und das Wachstum von HA und anderen Calciumphosphate bewirken.'! Die
Anwesenheit der Mg*" -Tonen wirkt stabilisierend auf die amorphe Calciumphosphat (ACP) -Phase,
indem sie die Loslichkeit von ACP herabsetzen.”'** %! Der genaue Effekt der stabilisierenden
Wirkung der Mg*" -Tonen auf die ACP-Phase ist bis heute noch umstritten und nicht vollstindig
geklirt. In friihen Arbeiten von Bett ef al.”) und Abbona e al'"*! wird die Stabilisierung des ACP
durch den Ersatz der Ca*" -Ionen durch Mg®" -Ionen beschrieben. Sie begriinden die Stabilisierung
mit dem Auftreten einer kompakteren Umgebung der Ionen, aufgrund des kleineren lonenradius des
Mg®" -Tons und der verringerten Bindungslinge mit Sauerstoff. Zusitzlich wurde eine Abhingigkeit
vom Mg>" zu Ca®" Ionenverhiltnis beschrieben. Liegt ein Verhiltnis groBer als 0,2 vor, so wird die
Umwandlung von ACP in eine kristallinere Calciumphosphat-Modifikation wirksam

. 43,1
verhindert.>#1%

'Im Gegensatz dazu schlagen Yang et al.”*® anhand ihrer Untersuchungen vor, dass
in Gegenwart von Mg”>" -Ionen die Bildung von Mg”-PO,"-Ionenpaaren die thermodynamisch
treibende Kraft der Nukleation und die Phasenumwandlung in den HA reduzieren. Aus den
Ergebnissen der Umsetzung von Vaterit-Partikeln in HA in Anwesenheit unterschiedlicher
Mg -Ionenkonzentration resultierte einerseits eine Stabilisierung der Vaterit-Partikel. Andererseits
konnte anhand der Resultate der FT-IR-Spektroskopie eine stark verbreiterte Bande der
PO,’ -Gruppe nachgewiesen werden. Dieses Resultat deutet auf die Bildung einer ACP-Phase hin,
die in Gegenwart der Mg”>" -Ionen stabilisiert wird. Anhand dieser Untersuchung konnte der

angenommene Effekt der Mg>" -Ionen in SBF aus Kapitel 8 belegt werden, wobei das Mg>™ zu

Ca”" -Ionenverhiltnis eine entscheidende Rolle zu spielen scheint.
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Bereits im vorherigen Kapitel 8 wurde der Effekt von Serumproteinen auf die Umsetzung der
Vaterit-Partikel in einem Zellkulturmedium unter Zusatz von 10% fetalem Rinderserum (FBS: fetal
bovine serum) untersucht. Hierbei wurde eine deutlich geringere Umsetzung der Vaterit-Partikel in
die Apatit-Spezies festgestellt. Aufgrund der komplexen Zusammensetzung des Zellkulturmediums
wurde in diesem Kapitel der Effekt des FBS anhand der Reaktion von Vaterit-Partikel in PBS bei
Raumtemperatur (24 °C) niher untersucht. Der Reaktionsverlauf wurde mittels Ca*" -ISE und
pH-Elektrode verfolgt (s. Abb. 9.11). Eine deutlich verzogerte Freisetzung von Ca>" -Ionen aus den
Vaterit-Partikeln wurde beobachtet und lisst sich aufgrund der energetischen Stabilisierung der
Vaterit-Partikel durch die Proteinadsorption begriinden (vgl. Resultate aus Kapitel 8, Abschnitt 8.6).
Im Vergleich zu der Reaktion von Vaterit-Partikel in PBS ohne FBS bei 24 °C wurde eine deutlich
verringerte freie Ca®" -lonenkonzentration nachgewiesen. Es wird angenommen, dass die
Serumproteine einen Teil der freigesetzten Ca>” -Ionen komplexieren. Vor allem Albumin und
Fetuin, als héufigste Vertreter der Proteine im FBS, sind als Inhibitoren der Mineralisierung von

2022040 Eolglich liegen weniger Ca™" -Ionen in Losung vor und eine

Calciumphosphaten bekannt.!
Ubersittigung mit anschlieBender Kristallisation der HA-Spezies tritt erst verzogert, mit
fortschreitender Auflésung der Vaterit-Partikel, ein. Nach ~ 60 Stunden Reaktionszeit konnte ein
starker Abfall der freien Ca®" -Tonenkonzentration iiber einen Zeitraum von ~ 12 Stunden beobachtet
werden, der auf die Kristallisation der HA-Spezies hindeutet. Im darauffolgenden Reaktionszeitraum
von ~ 72 Stunden bis ~ 92 Stunden erfolgte erneut ein geringer Anstieg der freien
Ca”" -Tonenkonzentration. Dies konnte auf eine Freisetzung der von Albumin und Fetuin
komplexierten Ca®" -Ionen hinweisen. Vermutlich resultiert die Freisetzung der Ca*" -Ionen aufgrund
der erhohten Affinitdit des Fetuins zum Knochenmineral als auch zu synthetischen

23724 . . . . 2+ . .
(2372401 1y weiteren Verlauf nimmt die freie Ca®" -lonenkonzentration auf ein

Calciumphosphaten.
Minimum von 0,0 - 0,1 mM ab, wodurch die vollstindige Umsetzung in die HA-Spezies signalisiert
wird. Mittels FT-IR-Spektroskopie wurde durch das verringerte PO,’” zu CO5” Ionenverhiltnis auf
die Bildung des HCA hingewiesen. Anhand von Zetapotential-Messungen konnte die Adsorption
von Proteinen an die HA-Spezies gestiitzt werden. Weitere Untersuchungen mittels
Fliissigchromatographie gekoppelten Massenspektroskopie (LC-MS: liquid-chromatography mass-
spectroscopy) bestitigten die Adsorption von Fetuin mit einem Anteil von ~ 33% und von Albumin
mit einem Anteil von ~ 9%. Als Folge der Proteinadsorption konnte eine Anderung der Morphologie
der erhaltenen HCA-Partikel festgestellt werden. Es wurden Aggregate mit einem Durchmesser von
200 — 500 nm erhalten, die sich aus nanoskopischen Plattchen zusammensetzen. Die Pléttchen sind
vermutlich polykristallin und bestehen aus deutlich kleineren Kristalliten, als sie in den vorherigen
Versuchen beobachtet wurden. Der komplexe Einfluss der Serumproteine und ihr amphoterer
Charakter erschwert die Interpretation des Signals der pH-Wert Messung. Dennoch ldsst sich,

vergleichbar zu den vorherigen Reaktionen, der grundlegende Trend einer Zunahme des pH-Werts
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iiber den Reaktionszeitraum feststellen, der vermutlich auf die Freisetzung der CO;> -Ionen

zuriickzufiihren ist.

Abschlieend wurden in vitro Zell-Tests durchgefiihrt, um eine erste Beurteilung zur Toxizitét
und Zell-Biokompatibilitdt der synthetisierten HA-Spezies zu treffen. Hierbei wurden bei den Zell-
Kompatibilitits-Untersuchungen deutliche Unterschiede in der Proliferation als auch in der Vitalitét
der untersuchten Zellen festgestellt. Wahrend die Osteoblasten-Zelllinie MG-63 sowie die priméren
Osteoblasten (pOB) in Anwesenheit der HA-Partikel eine durchweg physiologische Morphologie,
Proliferationsrate und Vitalitit zeigten, konnte dies bei den Endothelzellen der Nabelschnurvene
(HUVEQC) nicht beobachtet werden. Bereits nach 24 Stunden Inkubationszeit lieBen sich bei erhohter
Konzentration, der nach Standardvorschrift synthetisierten, HA-Partikel verminderte Zellzahlen und
Veranderungen in der Zellmorphologie feststellen (s. Abb. 9.17). Die Resultate deuteten darauf hin,
dass die Endothelzellen die HA-Partikel, aufgrund ihrer nanoskopischen GréBe, unkontrolliert
aufnehmen. In zahlreichen in vitro Studien wurden bereits zur Aufnahme von Nanopartikeln an
Endothelzellen durchgefiihrt, mit dem Resultat eines konzentrations- und gréBenabhéngigen

146241242 11y Unterschied zu den in Kapitel 7 getesteten Vaterit-Partikel konnte bei

toxischen Effekt.!
den HA-Partikeln keine Agglomeration der Partikel im Zellkulturmedium beobachtet werden.
Vielmehr bewirkten sie eine konzentrationsabhingige, homogene Bedeckung des Bodens der
Zellkultur-Platte (s. Abb. 9.21). Auch die HA-Partikel mit der sphéirischen ,,Wiistenrosen-ahnlichen*
Struktur aus der Synthese in PBS mit 42 mM NaHCOj;, zeigten trotz verdnderter Morphologie keine
wesentliche Steigerung der Zell-Biokompatibilitdt der HUVEC. Dieses Resultat deutet darauf hin,
dass nicht nur die Morphologie die Zell-Biokompatibilitdt der HUVEC beeinflusst. Im Vergleich mit
den Ergebnissen der Vaterit-Partikel wurde ein weiterer essentieller Unterschied in der
Oberflachenladung  festgestellt. =~ Widhrend bei den  Vaterit-Partikeln  ein  positives
Oberflachenpotential von ~ +12 mV bestimmt wurde, resultierte aus den Zeta-Potential-Messungen
der HA-Partikel ein negatives Oberflichenpotential von ~ -3 mV (s. Abb. 9.12). Es wird
angenommen, dass die Oberflichenladung der HA-Partikel einen starken Effekt auf die Adhirenz
der HUVEC ausiibt. Vermutlich kénnen durch die negative Oberflichenladung weniger
Matrixproteine binden, wodurch eine mangelnde Zell-Adhédrenz resultiert. Hinzu kommt, dass sich
die HA-Partikel konzentrationsabhéngig homogen am Boden der Zellkultur-Platte verteilen und
damit eine Adhdrenz am Boden der mit Fibronektin-beschichteten Zellkultur-Platte unterbinden. Als
Folge der fehlenden Adhdrenz gehen die HUVEC in die Apoptose iiber. Es ist geldufig, das
Endothelzellen Matrixproteine (wie z. B. Fibronektin) bendtigen, um auf Oberflichen zu

[152,153

adhérieren. ' Im Gegensatz dazu zeigen Osteoblasten zu HA auch ohne vermittelnde Proteine

104

eine adhirente Eigenschaft.!"" Eine deutliche Steigerung der Vitalitit und Proliferation der HUVEC

konnte in Anwesenheit von Serumprotein-gebundenen HA-Partikeln festgestellt werden.
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9.5 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel wurden grundlegende Faktoren beziiglich der Umsetzung der Vaterit-Partikel
innerhalb einer phosphathaltigen Salzlosung (PBS) in eine Calciumphosphat (CaP) -Spezies
aufgeklart. Der Reaktionsverlauf wurde anhand von potentiometrischen Messungen verfolgt und lief3
sich in vier Phasen einteilen. In Abb. 9.22 ist eine schematische Darstellung des moglichen
Reaktionsverlaufs illustriert. Die erste Phase stellt die Aufldsungs-Phase dar, in der ein Teil der
Vaterit-Partikel in Losung geht und zur Freisetzung der Ca®” - und COs> -Ionen fiihrt. Die zweite
Phase wird als Nukleations-Phase postuliert. Wahrend der weiteren Auflosung der Vaterit-Partikel
findet eine simultane Bildung einer amorphen CaP-Intermediat-Phase statt, wodurch die freie in
Losung befindliche Ca®* -Ionenkonzentration konstant gehalten wird. Die dritte Phase zeichnet sich
durch eine Abnahme in der freien Ca’" -lonenkonzentration aus und impliziert die Bildung einer
stabileren, weniger 16slichen Hydroxylapatit (HA) -Phase, vermutlich die des nichtstochiometrischen
Calcium-defizitiren Hydroxylapatits (CDHA). In der vierten Phase wird abhingig von den
Reaktionsbedingungen ein Alterungsprozess durchlaufen, in Folge dessen sich eine Reifung der

gebildeten Kristallite zu groBBeren Kristalliten oder aber lonen-Substitutionen vollziehen.

c(Ca?")
in Lésung

M o (i)

(IV) v, Vaterit-
* Partikel

ACP-
Intermediat

@ HAKristallite

» Reaktionszeit
| Temperatur |

| I

| Serumprotéine |

Abb. 9.22: Schematische Darstellung des Reaktionsverlaufs anhand der freien in Losung befindlichen
Ca’®" -Tonen iiber die Reaktionszeit mit Angabe der auf die Reaktion einflussnehmenden Faktoren. Einteilung
in vier Phasen: (I) Auflésung von Vaterit-Partikel, (II) simultane Auflosung von Vaterit-Partikel und Bildung
des amorphen Calciumphosphat- (ACP) Intermediats, (IIT) vollstindige Auflosung der Vaterit-Partikel und
Kristallisation einer stabileren HA-Phase und (IV) Alterungs- / Reifephase.

Es wurde festgestellt, dass diverse Faktoren, wie die Reaktionstemperatur und Additive in der

Reaktionslosung einen erheblichen Einfluss auf die Bildung und Eigenschaften der einzelnen Phasen
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ausiliben. Es konnte gezeigt werden, dass eine Erhohung der Reaktionstemperatur um nahezu das
Doppelte eine Reduktion der Reaktionszeit in der zweiten und dritten Phase um das Sechsfache
bewirkt. Gleichzeitig flihrt die erhohte Temperatur zu der Bildung eines anndhernd
stochiometrischen, defektfreien HA. Das Einbringen von Additiven, wie Mg*" -Ionen, HCO3 -Ionen
und Serumproteinen in die Reaktionslosung wirkte sich vor allem auf die zweite Phase des
Reaktionsverlaufs aus. Hierbei wurde sowohl der inhibierende Einfluss der Mg”" -Ionen auf die
Kristallisation der CaP-Phase als auch der stabilisierende Einfluss auf die Vaterit-Partikel
beobachtet. Ein weiterer interessanter Effekt ergab sich aus dem zusétzlichen Einbringen von HCO5
-Ionen in die Reaktionslosung. Die Ergebnisse deuteten auf einen Einbau der COs> -Ionen in die
entstehende CaP-Phase hin, wodurch die Bildung eines nichtstochiometrischen Carbonat-haltigen
Hydroxylapatits (HCA) hervorgerufen wird. Zusitzlich konnte eine Anderung in der Morphologie
zu den ,,Wiistenrosen-dhnlichen* Strukturen beobachtet werden. Diese Struktur ist im Hinblick auf
die Anwendung als Knochenersatzmaterial von grolem Vorteil, indem eine definierte Struktur mit
einer gewissen Porositit erhalten wird. Dadurch wird nicht nur ein besserer Stoffaustausch
ermdglicht, sondern auch die Funktion eines Templats fiir die knochenbildenden Zellen erbracht.
Durch die Anwesenheit der Serumproteine konnte zwar ein stark verzogerter Effekt beziiglich der
Umsetzung in den ersten drei Phasen des Reaktionsverlaufs festgestellt werden, die auf Adsoptionen
von Proteinen zuriickzufiihren sind. Allerdings begiinstigten die Serumproteine auch eine Anderung
in der Morphologie zu ,,Erdnuss-artigen” 200 — 500 nm groBen HCA-Partikeln, bestehend aus
polykristallinen Plittchen mit hoher Ahnlichkeit zu den biologischen Apatit-Kristalliten. Desweitern
wurde eine deutliche Steigerung in der Zell-Biokompatibilitit mit den primédren humanen
Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC), verglichen mit den ,,nackten” HA-Partikeln,

erhalten.

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Synthesevarianten der HA-Partikel, ausgehend von
Vaterit-Partikeln, bringen interessante und vorteilhafte Eigenschaften mit. Wie beispielsweise (i)
eine gezielte und kontrollierbare Kristallisation der HA-Spezies, durch die in situ Freisetzung von
Ca”" -Ionen, (ii) Bildung einer spezifischen HA-Spezies mit Fremdionen in Abhingigkeit der
Reaktionsbedingungen, (iii) HA-Kristallite mit dhnlicher KristallitgroBBe wie die biologischen HA-
Kristallite aufweisen, (iv) eine sehr gute Zell-Kompatibilitdt mit der Osteoblasten-Zelllinie MG-63
als auch mit den priméren humanen Osteoblasten und (v) eine physiologische Differenzierung der
MG-63 Zellen wird ebenfalls gewéhrleistet.

Aufgrund der hohen Nachfrage an Knochenersatzmaterialien und dem groB3en Bestreben ein
synthetisches Material mit vergleichbaren chemischen, biologischen und physikalischen
Eigenschaften wie das physiologische Knochenmineral zu finden, wurde mit dieser Syntheseroute
eine vielversprechende Grundlage fiir ein solches Material geschaffen. Aufgrund dessen besteht

grofles Interesse die gebildeten HA-Spezies weiter zu untersuchen und die Synthese im Hinblick auf
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die Morphologie zu optimieren, sodass groBlere pordse Strukturen gebildet werden, die aus
nanoskopischen HCA-Plattchen bestehen. In diesem Zusammenhang ist zu noch zu kléren, welchen
Einfluss Na' -Ionen auf die Bildung der HA-Spezies ausiiben, da im Reaktionsmedium (PBS) eine
hohe Konzentration an Na“ -lonen vorliegt. In weiterfiithrenden in vitro Experimenten sollte die
verminderte Zell-Biokompatibilitdt mit Endothelzellen aufgeklart werden. Aufgrund der sehr guten
Zell-Biokompatibilitit der Osteoblasten mit den HA-Partikeln wére der Einsatz einer Co-Kultur aus
Osteoblasten und Endothelzellen sinnvoll. So konnten die Osteoblasten Matrixproteine bilden, die
die Adhirenz der Endothelzellen fordern. Damit wird iberpriift, ob die mangelnde Zell-

Biokompatibilitit aufgrund der fehlenden Zelladhérenz hervorgerufen wird.

157






Kompositmaterialien aus PEG-basierten Hydrogelen

10

Kompositmaterialien aus

PEG-basierten Hydrogelen
Transportform fiir Vaterit-Partikel

Die Ergebnisse dieses Kapitels sind teilweise Gegenstand der nachfolgenden Manuskripte.
»lransformation of vaterite nanoparticles to hydroxycarbonate apatite in a hydrogel scaffold:
relevance to bone formation* erschienen in Journal of Materials Chemistry B 2015, 3, 35,
7079 — 7089.1'%

»Vaterite particles are a biomaterial for rapid bone regeneration eingereicht bei Journal of

Tissue Engineering and Regenerative Medicine.'"”

10.1 Einleitung

In den vergangenen 50 Jahren wurde sich mit einer Vielzahl von Knochenersatzmaterialien
beschiftigt. Neben den rein keramischen, auf Calciumphosphat-basierten Materialien,!'*>!'""**!
deren Nachteil in der hohen Sprodigkeit und geringen Elastizitdt liegt, erlangten
Kompositmaterialien grofe Aufmerksamkeit. Durch die Kombination aus anorganischen und
organischen Komponenten wird nicht nur eine ausreichende Hérte, sondern auch eine gewisse

*31 Als organische Komponente sind Hydrogele von groem Interesse, da sie

Elastizitit geschaffen.!
aufgrund ihrer Konsistenz eine physikochemische Ahnlichkeit zur nativen extrazelluliren Matrix
(EZM) besitzen.””?**2*] Dje am héufigsten verwendeten Hydrogele sind physikalische oder

sogenannte natiirliche Gel-Systeme. Diese basieren auf Polysacchariden wie Agarose, Alginat,

67,245,247-252 253]

Xanthan und Cellulose oder Proteinen wie Kollagen oder Gelatine." I Kituchi et all
entwickelten beispielsweise ein Kompositmaterial aus Kollagen und Hydroxylapatit (HA), das durch
zusitzliche Verlinkung der Kollagen-Fasern mit Glutaraldehyd eine verbesserte mechanische
Eigenschaft und ein gutes biologisches Verhalten in vitro aufweist.

In den letzten Jahren riickten die synthetischen Polyethylenglykol- (PEG) basierten Hydrogele
immer mehr in den Fokus der Knochenersatzmaterial-Forschung. Aufgrund der kontrollierbaren und
reproduzierbaren Eigenschaften sind sie den natiirlichen Gelen iiberlegen. Dabei lassen sie sich in
spezifischen Molekulargewichten, Blockstrukturen, abbaubaren Einheiten und in verschiedenen

69,74]

Vernetzungsarten herstellen.! Weitere Materialeigenschaften sind durch die Transparenz,

Formbarkeit, Biokompatibilitit und die Durchlissigkeit fir Gase und Nihrstoffe gegeben.*

10

159



Teil II:

160

Experimentelles

Aufgrund dessen sind PEG-basierte Hydrogele bereits in der biomedizinischen Anwendung weit
verbreitet. Typische Beispiele sind kiinstliches Gewebe, Transportmaterialien fiir die kontrollierte

[69.234257] Aufgrund der ausgezeichneten

Freisetzung von Stoffen, Wundverbande und Kontaktlinsen.
Loslichkeit in wissrigen und organischen Ldsungen, der sehr niedrigen akuten und chronischen
Toxizitdt und der Flexibilitdit der Riickgrat-Kette wird PEG als der ,Gold Standard“
bezeichnet.”***) Die PEG-Polymerisation kann unter milden, nicht-toxischen Bedingungen mittels

[74,260-262]

Photo-Polymerisation oder durch Mischen reaktiver, funktionalisierter PEG-

(263 erfolgen. Dadurch wird sowohl das Einbringen von metastabilen Polymorphen,

Komponenten
wie zum Beispiel die Vaterit-Partikel, als auch das Einschleusen von Zellen ermdoglicht. Eines der
gingigsten und leicht herstellbaren Hydrogele basiert auf dem Polyethylenglykol-Diacrylat
(PEG-DA) Makromonomer.?>*20%-262264203] Bine modifizierte, bioabbaubare Variante wurde kiirzlich

von Pohlit et al.**

! durch den Einbau von siurelabilen Acetal- Gruppen in ein Polyethylenglykol-
Dimethacrylat (PEG-DMA) Makromonomer vorgestellt. Im Vergleich zur Hydrolyse der
Esterbindungen der PEG-DA Hydrogele ist durch die sdurelabilen Acetal-Gruppen der Vorteil eines
schnelleren Abbaus gegeben. Von besonderem Interesse ist der Einsatz eines solchen bioabbaubaren
Hydrogels in einer Umgebung mit einem sauren pH-Wert. So untersuchten Pohlit ez al.*% die
Abbaubarkeit von nano-Hydrogelkapseln fiir den Allergen-Transport und der gezielten Freisetzung
in Endolysosomen bei einem pH-Wert von 4,5 — 5,0. Diese Bioabbaubarkeit des Polyethylenglykol-
acetal-Dimethacrylat (PEG-a-DMA) Hydrogels ist ein entscheidender Vorteil fiir den Einsatz an
Knochendefektstellen, an denen beispielsweise der Knochenabbau gegeniiber dem Knochenaufbau
iberwiegt. Ein bekanntes Beispiel ist die Osteoporose. Die Idee dahinter ist, dass ein
Kompositmaterial geschaffen werden soll, dass fiir eine gezielte und lokalisierte
Knochenregeneration sorgt. Dabei sollen die in dieser Arbeit vorgestellten Vaterit-Partikel in ein
Transportsystem eingebracht werden, welches fiir eine schnelle und lokale Wirkung der Vaterit-
Partikel an der Defektstelle sorgt. Von enormem Vorteil wire dabei ein bioabbaubares System, das
problemlos iiber die Niere ausgeschieden werden kann und damit nicht dauerhaft im Korper
verbleibt. Ziel ist es die natiirliche Knochenregeneration durch die Vaterit-Partikel anzutreiben und
gleichzeitig die Produktion eines natiirlichen Knochenminerals durch die Umsetzung der Vaterit-
Partikel in ein Knochen-dhnliches Mineral zu steigern. Auf dieser Grundlage bietet die Kombination
der Bioaktivitdt und Osteokonduktivitdt der Vaterit-Partikel mit der Flexibilitdt und Abbaubarkeit
des Hydrogels vielversprechende Voraussetzungen fiir die Entwicklung eines neuen

Transplantatmaterials fiir die Knochenregeneration.

Ziel dieses Kapitels war sowohl das PEG-DA als auch das PEG-a-DMA Hydrogel als mogliche
Transportform fiir die Vaterit-Partikel zu untersuchen. Im Fokus dabei stand die Umsetzung der
Vaterit-Partikel innerhalb eines solchen Transportsystems zu verfolgen. Anschliefend sollten erste

in vitro Zell-Experimente an diesen Kompositmaterialien durchgefiihrt werden.
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10.2 Materialien und Methoden

Fir die nachfolgenden Synthesen wurden die synthetisierten und charakterisierten Vaterit-
Partikel aus Kapitel 7 verwendet.

Die Synthese und Charakterisierung der modifizierten Polyethylenglykol- (PEG)

Makromonomere erfolgte von _, aus der Arbeitsgruppe von _

am Institut fiir Organische Chemie der JGU Mainz.

10.2.1 Reagenzien / Chemikalien

Die verwendete simulierten Korperfliissigkeit (SBF: simulated body fluid) wurde nach
Kokubo et al.'®! frisch hergestellt. Die genaue Vorgehensweise ist dem Kapitel 8, Abschnitt 8.2.1,

zu entnehmen.

Synthese der modifizierten PEG-Makromonomere
Die Synthese des Polyethylenglykol-acetal-Dimethacrylat- (PEG-a-DMA) Makromonomers

%61 Dije Synthese des Polyethylenglykol-Diacrylat-

erfolgte nach der Vorschrift von Pohlit et al.
(PEG-DA) Makromonomers erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Pohlit ez al.**). Eine
Kurzbeschreibung beider Synthesen sind dem Anhang A, Abschnitt 11.8 zu entnehmen. Als

Ausgangssubstanz diente jeweils PEG mit einer molaren Masse von 8000 g/mol.

Synthese der PEG-basierten Hydrogele

Es wurde eine 8%-ige oder 10%-ige (w/v) Losung aus dem entsprechenden PEG-Makromonomer
in einer Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS: phosphate buffered saline, D8537 Sigma Aldrich)
hergestellt. Zur Polymerisation wurden 0,2% (v/v) des Photo-Initiators
2-Hydroxy-2-methylpropiophenon (C,oH,0,, Sigma Aldrich, 97,0%) zugesetzt. Hierzu wurde eine
10%-ige (v/v) Stammldsung des Initiators in 70%-igem Ethanol hergestellt. Fiir die Vaterit-
inkorporierten Hydrogele wurden 1% (w/v) Vaterit-Partikel in der Polymerlosung fiir 10 Minuten
mittels Ultraschall suspendiert. Die Synthese erfolgte in 24- oder 48-Well Zellkulturplatten (Greiner
bio-one, Cellstar®) mit einem Volumen von 250 pL oder 100 uL pro Well. Zur Unterdriickung von
Luftblasen oder Kapillareffekten wurde die Polymer-(Vaterit-) Mischung mit gleichem Volumen an
2-Propanol (C;H;30, Sigma Aldrich, 299,7%) tiberschichtet. Die Polymerisation verlief radikalisch
durch UV-Strahlung bei 365 nm fiir 15 Minuten mittels eines kommerziell erhéltlichen UV-
Nageltrockner-Gerdt mit 4 x 9 W Lampen. Der Mechanismus der UV-induzierten radikalischen
Polymerisation ist in Abb. 10.1 am Beispiel des PEG-a-DMA dargestellt.

Zur Aufarbeitung wurden die erhaltenen Hydrogele in eine nichst groBere 12- oder 24-Well
Zellkulturplatte transferiert und mehrfach mit PBS und bei den Zell-Experimenten noch zusétzlich

mit entsprechendem Zellkulturmedium gewaschen.
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Fiir die in vitro Verwendung der Hydrogele wurde auf den Einsatz von sterilen Reagenzien und

keimfreien Reaktionsgefdfie besonderen Wert gelegt.

1 2 S S
2 )ﬁ(o\/\o/\ + HOA/{O\/i\OH 4’40\/\0)\0%0%0)\0/\/0% — e
(0] n-1 o 1 o £

M = 156 g/mol M = 8000 g/mol M = 8312 g/mol

(i) Initiatisierung:
(0]

OH
(360 nm) \r

(ii) Start:
Aoy T ooy

(iii) Wachstum:

Agrmaharfparcohons fhpo oo focdobonagh
l
AJO\/\O/LO/\J[O%“?J\O/\/O%O\/\OJ\O% vi\oj\o/\/oj(g — w

Abb. 10.1: Mechanismus der radikalischen Polymerisation am Beispiel des PEG-a-DMA Makromonomers,
mit n = 181. Schritt 1: Synthese des Makromonomers ausgehend von PEG8000 und 2-(Vinyloxy)-Ethyl-
Methacrylat. Schritt 2: Radikalische UV-induzierte Polymerisation mit (i) Initialisierung: heterolytischer
Zerfall des Photo-Initiators mittels UV-Strahlung, (ii) Start: Angriff der endstindigen Methylengruppe des
PEG-a-DMA durch das reaktive Radikal des Initiators und (iii)) Wachstum: Quervernetzung durch
Kettenwachstum zum dreidimensionalen Polymernetzwerk. Die Terminierung erfolgt durch Rekombination
zweier Radikaleinheiten.

Quellverhalten der PEG-basierten Hydrogele

Das Quellverhalten im Gleichgewichtsquellzustand wurde gravimetrisch bestimmt. Die
synthetisierten Hydrogele wurden mehrfach gewaschen, kurz im untersuchten Medium quellen
gelassen und bis zur Massenkonstanz gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Gele wurden fiir
6 Stunden und 24 Stunden in dem untersuchten Medium bei 37 °C im Inkubator bei 150 U/min
quellen gelassen. Der Quellgrad Q wurde nach Formel ( 10.1 ) berechnet. Alle untersuchten
Hydrogele wurden in vierfacher Ausfithrung hergestellt und der Mittelwert der Quellgrade mit
Standardabweichung berechnet.

m m, —m
g=—w_Ta_ Tt (10.1)

my my
Mit my = Menge an adsorbiertem Wasser des Hydrogels, m, = Masse der Hydrogels im gequollenen

Zustand und m, = Masse des Hydrogels im getrockneten Zustand.*"!
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10.2.2 Chemische Charakterisierungsmethoden

Die synthetisierten Hydrogele wurden mittels der Rasterelektronenmikroskopie (REM)
morphologisch untersucht. Durch energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX: energy dispersive
X-ray spectroscopy) wurden Elementanalysen durchgefiihrt. Mit Hilfe der Pulver-
Rontgendiffraktometrie (XRD: X-ray diffraction) erfolgte eine Phasenanalyse. Die Fourier-
Transformation-Infrarot-  (FT-IR) und  Raman-Spektroskopie = wurden als  weitere
Charakterisierungsmethode zur Identifizierung der COs> - und PO,” -Gruppen der Vaterit- und HA-
Partikel im Hydrogel verwendet. Detaillierte Angaben zu den Messmethoden bzw. Geridteparametern
sind dem Abschnitt 11.1 zu entnehmen.

Alle Inkubationsreaktionen ohne Zellen wurden auf einem Heidolph Unimax 1010 Schiittler mit

Inkubatormodul 1000 bei 37 °C und leichtem Schiitteln (150 U/min.) durchgefiihrt.

10.2.3 Biologische Methoden — in vitro Studien

Die verwendeten PEG-basierten Makromonomere wurden sowohl auf die Anwesenheit von
Endotoxin als auch inflammatorische Effekte untersucht. Hierzu wurde die Expression von
E-Selektin durch primire humane Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC: human umbilical
vein endothelial cells) nach Exposition mit den PEG-basierten Makromonomer und den Hydrogelen
verfolgt. Der Nachweis erfolgte durch eine Immunfluoreszenz-Farbung von E-Selektin und mittels
des Zelladhdsionsmolekiil-Enzym-Immun-Assays (CAM-EIA: cell adhesion molecule — enzyme
immunoassay) wie in Kapitel 7, Abschnitt 7.2.3, beschrieben.

Die Zell-Biokompatibilitdt der verwendeten PEG-basierten Makromonomere wurde an einer
humanen Osteoblasten-Zelllinie MG-63 und an primdren humanen Osteoblasten (pOB), sowie an
primdren humanen Endothelzellen (HUVEC) untersucht.

Die Zell-Adhérenz und Viabilitit der MG-63 Zellen und der pOB auf den Hydrogelen wurde
ebenfalls untersucht. Hierzu wurden 100.000 MG-63 Zellen pro Well auf je einem Hydrogel in einer
12-Well Zellkulturplatte (Greiner bio-one Cellstar”) ausgesit. Es wurde jeweils eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt und zwei unterschiedlichen Zell-Passagen getestet. 50.000 pOB
wurden pro Well auf je ein Hydrogel in einer 24-Well Zellkulturplatte (Greiner bio-one Cellstar”)
ausgesit. Dabei wurden pOB von drei verschiedenen Spendern verwendet. Die Kultivierung erfolgte
iber einen Zeitraum von 24 und 72 Stunden bis hin zu 7 Tagen.

Zusétzlich wurde noch die Differenzierung der Osteoblasten untersucht. Die Vorgehensweise ist
dem Kapitel 7, Abschnitt 7.2.3, zu entnehmen. Abweichend davon wurden 50.000 primare humane
Osteoblasten (pOB) pro Well einer 24-Well Zellkulturplatte auf die synthetisierten Vaterit-haltigen
und Vaterit-freien Hydrogele ausgesét. Als Negativ-Kontrollen wurden die Hydrogele ohne pOB im
osteogenen Differenzierungs-Medium (ODM) inkubiert. Nach einem Zeitraum von 7, 14 und
21 Tagen wurden die Hydrogele mit einem sterilen Skalpell halbiert. Eine Hélfte wurde in eine neue

24-Well Zellkulturplatte transferiert, viermal mit je 1 mL destilliertem Wasser (dH,O, Braun)
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gewaschen, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und gefriergetrocknet. Diese Hydrogel-Stiicke
wurden mittels FT-IR-Spektroskopie untersucht. An ausgewédhlten Proben erfolgte zusétzlich eine
XRD-Untersuchung. Die verbliebene Hydrogel-Hilfte wurde erneut halbiert. An einem Viertel
wurde mit einem kommerziell erworbenen Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit (ALP, Sigma
Aldrich, 86R) die Produktion der alkalischen Phosphatase (ALP) der Osteoblasten untersucht
(s. Kapitel 7, Abschnitt 7.2.3). Am zweiten Hydrogel-Viertel erfolgte der Nachweis der Adhirenz
von vitalen pOB mittels Calcein AM (AM: Acetoxymethylester, Thermo Fisher Scientific).

Die Kultivierungs- und Wachstumsbedingungen der verwendeten Zellen, sowie die genauen

Durchfiihrungen der in vitro Studien sind dem Kapitel 7, Abschnitt 7.2.3, zu entnehmen.
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10.3 Ergebnisse

Fir den Einsatz der Vaterit-Partikel in der Knochenregeneration ist ein geeignetes,
biokompatibles Transportsystem ndtig. Damit soll gewéhrleistet werden, dass die Partikel einerseits
gezielt an die Defektstelle gebracht werden und andererseits dort eine lokale Wirkung hervorrufen.
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Polyethylenglykol (PEG) -basierte Hydrogele
untersucht, die Polyethylenglykol-Diacrylat (PEG-DA) und die bioabbaubaren Polyethylenglykol-
acetal-Dimethacrylat (PEG-a-DMA) Hydrogele. Mit beiden Hydrogelen wurden vergleichbare
Ergebnisse erhalten. Aufgrund der Literaturbekanntheit der PEG-DA Hydrogele!>>**%*262204265] \yird
im Nachfolgenden auf die Ergebnisse der PEG-a-DMA Hydrogele nidher eingegangen. Eine kurze
Zusammenstellung der wichtigsten Ergebnisse zu den PEG-DA Hydrogelen ist dem Anhang A,

Abschnitt 11.9, zu entnehmen.

10.3.1 Charakterisierung der PEG-a-DMA Hydrogele und Umsetzung der Vaterit-Partikel

in einen Knochen-ihnlichen Hydroxylapatit innerhalb der Hydrogele

Die UV-induzierte radikalische Polymerisation der PEG-a-DMA Makromonomere liefert
formstabile und homogene Hydrogele, deren Form sich aus dem Reaktionsgefaf3 ergibt. Abb. 10.2
zeigt digitale Aufnahmen der synthetisierten und gequollenen Hydrogele. Die reinen PEG-a-DMA
Hydrogele ohne Vaterit-Partikel zeigen farblose, klare Gele (Abb. 10.2a). Im Gegensatz dazu sind
die Vaterit-inkorporierten PEG-a-DMA Hydrogele milchig triib. Die Seitenansicht des Vaterit-
beladenen Hydrogels (s. Abb. 10.2b, rechts) zeigt eine einheitliche Triibung, weshalb von einer
homogenen Verteilung der Vaterit-Partikel innerhalb des Gels ausgegangen werden kann. Fiir die
weitere chemische Charakterisierung der Hydrogele und den Nachweis der Vaterit-Partikel, sowie
deren Umsetzung in einen Knochen-&dhnlichen Hydroxylapatit (HA), wurden die Hydrogele mittels
flissigem Stickstoff schockgefroren, in kleine Stiicke zerschlagen und lyophilisiert. In Abb. 10.2¢
sind solche gefriergetrockneten Stiicke des Hydrogels dargestellt.

Abb. 10.2: Digitale Aufnahmen der synthetisierten 10%-ige PEG-a-DMA Hydrogele im gequollenen Zustand
(a) ohne Vaterit-Partikel und (b) mit 1% Vaterit-Partikel. (c¢) gefriergetrocknete Hydrogel-Stiicke fiir die
chemische Charakterisierung. Der Mafistab entspricht einer Lange von 0,5 cm.

Das Quellverhalten wurde durch Bestimmung des Quellgrades der synthetisierten PEG-a-DMA
Hydrogele sowohl in der simulierten Koperfliissigkeit (SBF) aus auch in der Phosphat-gepufferten

Salzlosung (PBS) untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 10.3 zusammengestellt und zeigen
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prinzipiell nach 6 Stunden und 24 Stunden keinen signifikanten Unterschied im Quellgrad. Daraus
resultiert, unabhidngig vom Medium in dem die Quellung stattfand, dass der Zustand maximaler
Quellung (Gleichgewichtsquellzustand) bereits nach maximal 6 Stunden erreicht ist. In Anwesenheit
von 1% Vaterit-Partikeln im Hydrogel konnte tendenziell ein verringerter Quellgrad bestimmt
werden. Aus dem Vergleich der 10%-igen mit den 8%-igen PEG-a-DMA Hydrogelen geht eine

starkere Quellung bei geringerem Anteil an Markomonomer hervor.

18
16 5
144 Quellgrad (Q)
124 10%-iges HG 10%-iges HG 8%-iges HG  8%-iges HG
o i +1%V +1%V
© 104 14,5+1,6 12,3+0,6 16,5+0,7 13,3+0,9
[=)] 4
T:.; 8 13,8+0,8 11,3+0,6 15,2£0,9 12,8+0,9
o 6 13,3+0,1 11,6+0,8 15,6+0,8 12,8+1,2
4 - 12,9+0,6 12,2+0,8 15,3£1,6 13,2+1,4
2
0-

10%-iges HG 10%-iges HG 8%-iges HG  8%-iges HG
+ 1%V +1% V

Abb. 10.3: Resultate der Bestimmung des Quellgrades (Q) von 10%-igen und 8%-igen PEG-a-DMA
Hydrogelen ohne (HG) und mit 1% Vaterit-Partikeln (V) in SBF und PBS nach 6 und 24 Stunden. Graphische
Darstellung (links) und tabellarische Darstellung (rechts) der Mittelwerte mit Standardabweichung.

Die Morphologie und die Eigenschaft zur Mineralisierung der PEG-a-DMA Hydrogele wurde im
lyophilisierten Zustand untersucht. Abb. 10.4 =zeigt Rasterelektronenmikroskopie- (REM)
Aufnahmen der Hydrogele unmittelbar nach der Synthese. Beide Aufnahmen zeigen ein
dreidimensionales Polymer-Netzwerk. Bei dem Vaterit-beladenen Hydrogel aus Abb. 10.4b lassen
sich zusdtzlich noch ellipsoide Partikel erkennen, die der Morphologie der Vaterit-Partikel
entsprechen (vgl. Kapitel 7, Abb. 7.2).

ﬁ‘u I e 3 TLE ‘ A’:

Abb. 10.4: REM-Aufnahmen der PEG-a-DMA Hydrogele unmittelbar nach der Synthese im lyophilisierten
Zustand. (a) Hydrogel ohne Vaterit-Partikel, (b) Hydrogel mit Vaterit-Partikel.
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Anhand der Rontgenbeugungs- (XRD) Untersuchungen und der FT-IR-Spektroskopie konnten
die Reflexe und Schwingungsmoden der CO;> -Gruppe (vgl. Kapitel 7, Tab. 7.1) des Vaterits
innerhalb des Hydrogels nachgewiesen werden (s. Abb. 10.8iii und Abb. 10.9iii).

Weiterhin wurde die Umsetzung der Vaterit-Nanopartikel in einen Knochen-dhnlichen
Hydroxylapatit (HA) innerhalb des Hydrogels untersucht. Hierzu wurden die Hydrogele sowohl in
einer simulierten Korperfliissigkeit (SBF) als auch in einer Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS)
bei 37 °C inkubiert. In Abb. 10.5 sind REM-Aufnahmen der PEG-a-DMA Hydrogele ohne Vaterit-
Partikel nach 24 Stunden Inkubation in SBF und PBS dargestellt. Im Vergleich mit der REM-
Aufnahme unmittelbar nach der Synthese (s. Abb. 10.4a) zeigte sich weder nach der Inkubation in
SBF noch in PBS eine morphologische Verdnderung. Neben dem Polymergeriist konnte keine
Mineralisierung der in den Inkubationsmedien enthaltenen Salze auf der Oberfliche des

Polymergeriists beobachtet werden.

(a) SBF und (b) PBS im gefriergetrockneten Zustand.

Im Gegensatz dazu konnte bei den Vaterit-beladenen Hydrogelen nach 24 Stunden Inkubation
sowohl in SBF als auch in PBS eine deutliche Anderung in der Morphologie beobachtet werden
(s. Abb. 10.6). Die nach der Synthese im Netzwerk enthaltenen ellipsoiden Vaterit-Partikel lieBen
sich nicht mehr erkennen. Hingegen konnten plattchenformige Strukturen auf der Oberflache des
Polymergeriists nachgewiesen werden. Bei nidherer Betrachtung der adsorbierten Partikel in Abb.
10.6a2 und b2 lasst sich eine vergleichbare Morphologie feststellen, wie sie zuvor bei der Umsetzung
der Vaterit-Partikel in einen Knochen-dhnlichen HA in Kapitel 8, Abb. 8.6 und Abb. 8.7, beobachtet
wurden. Die Elementaranalyse der gebildeten plattchenformigen Strukturen durch energiedispersive
Rontgenspektroskopie (EDX) mit Hilfe des REMs ergab das Vorliegen von Kohlenstoff (C),
Sauerstoff (O), Calcium (Ca) und Phosphor (P). Die Ergebnisse sind in Abb. 10.7 dargestellt.
Zusétzlich konnten Spuren von Natrium (Na) und nach der Inkubation in SBF noch Spuren von
Magnesium (Mg) nachgewiesen werden. Die Detektion von Silicium (Si) und Silber (Ag) ist auf die

Probenpréparation zuriickzufiihren (s. Abschnitt 11.1). Anhand der Quantifizierung von Ca und P
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wurde das Ca : P Verhéltnis ermittelt. Es ergab sich durch die Inkubation des Vaterit-beladenen

Hydrogels in SBF ein Ca : P Verhéltnis von 1,4 und in PBS ein Ca : P Verhiltnis von 1,7.

(a) 24 h Inkubation in SBF

(b) 24 h Inkubation in PBS

Abb. 10.6: REM-Aufnahmen der Vaterit-inkorporierten PEG-a-DMA Hydrogele nach 24 h Inkubation in
(a) SBF und (b) PBS im gefriergetrockneten Zustand.

(a) SBF (b) PBS

Counts a
iE:2

Element | Wt% At% Element | Wt% At%

C(K) 19,93 32,00
0o(K) 37,83 45,59
P(K) 14,81 9,22
Ca(K) 27,43 13,19

1.00 2.00 3.00 4.00 keV 1.00 2.00 3.00 4.00 keV

C(K) | 24,61 42,01
o(K) |2201 2820
P(K) | 16,58 10,98
calk) |36,80 18,82

Abb. 10.7: Ergebnisse der REM-EDX-Messung der nach 24 h Inkubation in (a) SBF und (b) PBS entstandenen
plattchenférmigen Strukturen auf der Oberfldche der PEG-a-DMA Hydrogele.

Die weitere Charakterisierung erfolgte anhand von XRD-Untersuchungen und FT-IR- sowie

Raman-Spektroskopie. Die Ergebnisse sind in Abb. 10.8, Abb. 10.9 und Abb. 10.10 présentiert.
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Abb. 10.8: Diffraktogramme (i) des eingesetzten PEG-a-DMA Makromonomers, der synthetisierten Hydrogele
(ii, rot) ohne und (iii, rot) mit Vaterit-Partikeln unmittelbar nach der Synthese (0 h) und nach 24 h Inkubation
der Hydrogele ohne (ii, schwarz) und mit Vaterit-Partikeln (iii, schwarz) in (a) SBF und (b) PBS. Mit
Kennzeichnung der Reflexe des Vaterits (V)**) und der beiden Reflexe des Hydroxylapatits (HA)! 7.

Bei den Vaterit-freien Hydrogelen konnte, unabhingig vom Inkubationsmedium, nach
24 Stunden Inkubation das gleiche Reflexprofil nachgewiesen werden, wie unmittelbar nach der
Synthese des Hydrogels (s. Abb. 10.8ii). Ebenso wurde ein vergleichbares Bandenmuster der IR-
Spektren vor und nach 24 Stunden Inkubation in den beiden Medien festgestellt werden (s. Abb.
10.9i1). Weiterhin zeigten die Hydrogele ein vergleichbares Reflexprofil und Bandenmuster wie bei
das PEG-a-DMA Makromonomer. Folglich fand eine dreidimensionale Vernetzung der PEG-a-
DMA Makromonomere statt (vgl. Abb. 10.1).

Der Vergleich der Vaterit-beladenen Hydrogele vor und nach 24 Stunden Inkubation lieferte
deutliche Unterschiede. Sowohl nach 24 Stunden Inkubation der Hydrogele in der SBF als auch in
der PBS konnten keine Reflexe und Schwingungsmoden der CO;” -Gruppe des Vaterits
nachgewiesen werden (s. Abb. 10.8iii, Abb. 10.9iii). Zusétzlich traten Reflexe bei 260 ~ 26° (002)
und 26 ~ 32° (211) auf, die dem HA zuzuordnen sind (s. Abb. 10.8iii).!'*” ! Ebenso lieBen sich
mittels der spektroskopischen Methoden zusitzliche Schwingungsbanden bei 1024 cm™, 962 cm’
und 447 cm™ identifizieren (s. Abb. 10.9iii und Abb. 10.10iii), die den Schwingungsmoden der PO,
-Gruppe entsprechen (vgl. Kapitel 8 Abschnitt 8.3.1).l'"7"72

Diese Ergebnisse bestdtigen die morphologischen Beobachtungen und zeigen, dass eine
vollstindige Umsetzung der Vaterit-Partikel in einen Knochen-dhnliche HA innerhalb von

24 Stunden in einem PEG-basierten Hydrogel-Geriist stattgefunden hat.
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Abb. 10.9: IR-Spektren (i) des eingesetzten PEG-a-DMA Makromonomers, der synthetisierten Hydrogele (ii,
rot) ohne und (iii, rot) mit Vaterit-Partikeln unmittelbar nach der Synthese (0 h) und nach 24 h Inkubation der

Hydrogele ohne (ii, schwarz) und mit Vaterit-Partikeln (iii, schwarz) in (a) SBF und (b) PBS. Mit
[140]
und der

Kennzeichnung der Banden der Schwingungsmoden der CO;* -Gruppe des Vaterits

asymmetrischen P-O Streckschwingung der PO,> -Gruppe des Hydroxylapatits (HA)!*'7"],

Abb. 10.10: Raman-Spektren (i) des eingesetzten PEG-a-DMA Makromonomers und der Hydrogele nach 24 h
Inkubation in (a) SBF und (b) PBS (ii) ohne und (iii) mit Vaterit-Partikeln. Mit Kennzeichnung der Banden
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10.3.2 Nachweis von E-Selektin Expression durch primire humane Endothelzellen

Fiir den klinischen Einsatz muss ein synthetisches Material nicht nur steril sein, sondern auch frei
von Endotoxin und sollte keine inflammatorischen Effekte auf Zellen, speziell primiren
Endothelzellen, hervorrufen. Wie bereits in Kapitel 7, Abschnitt 7.3.3 beschrieben, exprimieren
Endothelzellen in Gegenwart von Endotoxin oder Entziindungs-stimulierenden Faktoren E-Selektin.
Mit Hilfe der Antikdrper-basierten Immunfluoreszenz-Féarbung erfolgte ein optischer Nachweis von
E-Selektin in Anwesenheit von unterschiedlichen Konzentrationen des PEG-a-DMA
Makromonomer-Ausgangsmaterials (50 pg/mL, 100 pug/mL und 500 pg/mL). Die Ergebnisse sind
in Abb. 10.11 zusammengestellt. Bei keiner der getesteten Konzentration an PEG-a-DMA
Makromonomer konnte eine E-Selektin Antikdrper-Farbung nachgewiesen werden (s. Abb. 10.11d,
e, f). Weiterhin konnten die Zellkerne, in vergleichbarem Ausmal} wie bei den unbehandelten Zellen
(s. Abb. 10.11a), durch eine blaue Farbung mittels Hochst Dye beobachtet werden. Als Positiv-
Kontrollen wurden Endothelzellen mit niedriger Konzentration (0,1 pug/mL, s. Abb. 10.11b) und
hoher Konzentration (1 pg/mL, s. Abb. 10.11¢) an Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert, wodurch eine
entsprechende Menge E-Selektin von den HUVEC exprimiert und mittels Antikorper-Farbung

detektiert wurde.

Abb. 10.11: Nachweis von E-Selektin durch Antikdrper-basierte Immunfluoreszenz-Fiarbung, getestet an
primdren humanen Endothelzellen (HUVEC). (a) Negativ-Kontrolle: unbehandelte HUVEC, (b) Positiv-
Kontrolle 1: mit 0,1 pg/mL LPS stimulierten HUVEC, (c) Positiv-Kontrolle 2: mit 1,0 pg/mL LPS stimulierten
HUVEC, (d) mit 50 ng/mL PEG-a-DMA Makromonomer, (¢) mit 100 pg/mL PEG-a-DMA Makromonomer
und (f) mit 500 pg/mL PEG-a-DMA Makromonomer stimulierten HUVEC. Die Zellkerne wurden mit Hochst
Dye 33342 angefarbt und E-Selektin mittels Antikdrperfarbung griin markiert.
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Mittels der quantitativen Methode des Zelladhdsionsmolekiil-Enzym-Immun-Assay (CAM-EIA,
Cell Adhesion Molecule Enzym Immunoassay) wurde das negative Ergebnis bestétigt. Die Resultate
sind in der Abb. 10.12 dargestellt. Zusétzlich wurden noch Vaterit-freie und Vaterit-beladene
Hydrogele mit dieser Methode getestet. Bei allen untersuchten Proben konnten lediglich
physiologisch niedrige Mengen an E-Selektin nachgewiesen werden, wie sie auch in den

unbehandelten Zellen detektiert wurden.

1,6

1,4

°D492 nm

Negativ-  Positiv-  + PEG- +HG +HG+V
Kontrolle Kontrolle  a-DMA

Abb. 10.12: Ergebnisse des Zelladhdsionsmolekiil-Enzym-Immun-Assays (CAM-EIA) durch optische Dichte-
(OD) Messungen der stimulierten HUVEC mit 500 pg/mL PEG-a-DMA Makromonomer und PEG-a-DMA
Hydrogelen ohne Vaterit (HG) und mit Vaterit (HG+V). Mit unbehandelten HUVEC als Negativ-Kontrolle
und mit 1 pg/mL LPS stimulierten Zellen als Positiv-Kontrolle.
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10.3.3 Zell-Biokompatibilitit des Makromonomers PEG-acetal-DMA

Im néchsten Schritt wurde die Zellvertraglichkeit und Zell-Biokompatibilitidt des PEG-a-DMA
Makromonomers in vitro, unter Verwendung des membranpermeablen Calcein-AM
Fluoreszenzfarbstoffs, getestet. Die Untersuchung erfolgte in unterschiedlichen Konzentrationen des
PEG-a-DMA Makromonomers an der Osteoblasten-Zelllinie MG-63, den primédren humanen
Osteoblasten (pOB) und den priméaren humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) iiber
einen Zeitraum von 24 Stunden bis zu 7 Tagen. Hierbei wurde die Morphologie als auch das
Proliferationsverhalten der untersuchten Zellen verfolgt. Die Ergebnisse der MG-63 Zellen sind in
Abb. 10.13 an ausgewéhlten, reprasentativen Beispielen dargestellt. In allen untersuchten Féllen und
einem Inkubationszeitraum von 24 Stunden bis zu 7 Tagen zeigten die mit PEG-a-DMA
Makromonomer exponierten MG-63 Zellen eine vergleichbare Wachstumsverteilung mit d&hnlicher

Zellmorphologie, wie sie bei den unbehandelten Kontroll-Zellen beobachtet wurde.

Kontrolle (MG-63) + 50 yg/mL PEG-a-DMA  + 100 pg/mL PEG-a-DMA  + 500 pyg/mL PEG-a-DMA

i

Abb. 10.13: Zell-Biokompatibilitit verschiedener Konzentrationen an PEG-a-DMA Makromonomer getestet
an der Osteoblasten-Zelllinie MG-63 in einem Zeitraum von 24 h iiber 72 h bis hin zu 7 Tagen. Vitale Zellen
wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Malstab
entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 pm.
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Die Abb. 10.14 und Abb. 10.15 zeigen die Ergebnisse der pOB und der HUVEC am Beispiel

eines reprasentativen Spenders. Es wurden insgesamt drei verschiedene Spender getestet.

Kontrolle (pOB) + 50 yg/mL PEG-a-DMA  + 100 pyg/mL PEG-a-DMA  + 500 pug/mL PEG-a-DMA

Abb. 10.14: Zell-Biokompatibilitit verschiedener Konzentrationen an PEG-a-DMA Makromonomer getestet
an der priméren humanen Osteoblasten (pOB) in einem Zeitraum von 24 h iiber 72 h bis hin zu 7 Tagen. Vitale
Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Maf3stab
entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 pm.

Anhand der Fluoreszenzfarbungen der primaren humanen Zellen (pOB und HUVEC) konnte eine
vergleichbare Wachstumsverteilung mit &dhnlicher Zellmorphologie, wie bei den unbehandelten
Zellen (Kontrolle), beobachtet werden. Diese Beobachtungen wurden bei allen untersuchten Zellen,

unabhéngig von der getesteten Polymer-Konzentration und dem Inkubationszeitraum, festgestellt.
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Kontrolle (HUVEC) + 50 pg/mL PEG-a-DMA  + 100 pg/mL PEG-a-DMA  + 500 pg/mL PEG-a-DMA

o

Abb. 10.15: Zell-Biokompatibilitit verschiedener Konzentrationen an PEG-a-DMA Makromonomer getestet
an primiren humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) in einem Zeitraum von 24 h iiber 72 h
bis hin zu 7 Tagen. Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM
nachgewiesen. Der Mafistab entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 pum.

10.3.4 Zellenadhérenz und Viabilitit in Anwesenheit der PEG-basierten Hydrogele

Anhand der vorherigen chemischen Untersuchungen wurde das Einbringen der Vaterit-Partikel
in ein PEG-basiertes Hydrogel beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die Hydrogel-Matrix ein
vorteilhaftes dreidimensionales Geriist darstellt, indem es die Umsetzung der Vaterit-Partikel in
einen Knochen-dhnlichen Hydroxylapatit (HA) beschleunigt (vgl. Kapitel 8, Abschnitt 8.3). Bereits
in Kapitel 7 konnte gezeigt werden, dass von den Vaterit-Partikeln keinerlei zytotoxische Effekte
hervorgehen und diese die osteogene Differenzierung anregen. Weiterhin wurde in Kapitel 9
nachgewiesen, dass auch von der aus Vaterit-Partikeln entstandenen HA-Spezies keine
zytotoxischen Effekte hervorgehen. Weiterhin konnten keine zytotoxischen Effekte des eingesetzten
PEG-a-DMA Makromonomers nachgewiesen werden. Somit sollte in anschlieBenden in vitro
Experimenten die Zelladhérenz und Viabilitit der Osteoblasten-Zelllinie MG-63 und der priméren
humanen Osteoblasten (pOB) auf den Hydrogelen untersucht werden.

Wie der Abb. 10.16 zu entnehmen ist, zeigten die PEG-a-DMA Hydrogele auch nach der

Inkubation in Zellkulturmedium eine stabile und gut handelbare Form.
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Abb. 10.16: Digitale Aufnahmen der synthetisierten 10%-ige PEG-a-DMA Hydrogele nach Quellung im
Zellkulturmedium (a) ohne Vaterit-Partikel und (b) mit 1% Vaterit-Partikel. Der Mallstab entspricht einer
Lange von 0,5 cm. Die rotliche Farbung der Hydrogele resultiert aus der Quellung in Phenolrot-haltigem
Zellkulturmedium.

MG-63 Zellen wurden sowohl auf 10%-ige als auch auf 8%-ige Hydrogele ausgesit. Hierbei
wurde der Effekt einer starkeren Quellung durch geringere Polymerkonzentration auf die Adhédrenz
und Viabilitdt der Zellen untersucht. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der 10%-igen

Hydrogele sind in Abb. 10.17 und die der 8%-igen Hydrogele sind in Abb. 10.18 zusammengestellt.

Kontrolle (MG-63)
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MG-63 auf HG +V

Abb. 10.17: Zelladhdrenz und Viabilitdt der Osteoblasten-Zelllinie MG-63 auf 10%-igen PEG-a-DMA
Hydrogelen ohne (HG) und mit 1% Vaterit-Partikeln (HG+V) nach 24 h, 72 h und 7 Tagen. Vitale Zellen
wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Mafstab
entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 300 um.
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Trotz unterschiedlicher Anteile an Polymer zeigten beide Hydrogele einen deutlichen Trend
beziiglich der Zelladhirenz und folglich der Viabilitdt. Bei den Vaterit-haltigen Hydrogelen konnten
nach 24 Stunden Kultivierung einige wenige Zellen nachgewiesen werden. Uber einen Zeitraum von
bis zu 7 Tagen lieB sich eine deutliche Proliferation der Zellen auf den Hydrogelen beobachten. Im
Vergleich dazu zeigten die Vaterit-freien Hydrogele nahezu keine adhirenten Zellen. Die
Morphologie der Zellen auf den Vaterit-haltigen Hydrogelen ist vergleichbar mit der Morphologie
der Kontroll-Zellen und ldsst auf einen vitalen Zustand der Zellen schlie3en. Hierbei muss allerdings
beachtet werden, dass die Morphologie der Zellen abhidngig vom Untergrund ist, auf dem sie
adhérieren und proliferieren. Ein Hydrogel besitzt aufgrund des Polymernetzwerks Unebenheiten
mit kleinen Liicken (Netzwerk-Maschen) und keine durchgéngige, ebene Flache wie sie bei den Zell-
Kulturplatten vorzufinden ist. Beim Vergleich der unterschiedlichen Polymer-Anteile der Hydrogele
fallt auf, dass das geringer konzentrierte Vaterit-beladene Hydrogel eine deutlich hohere Zellzahl

aufweist.
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MG-63 auf HG

MG-63 auf HG +V

Abb. 10.18: Zelladhdrenz und Viabilitdt der Osteoblasten-Zelllinie MG-63 auf 8%-igen PEG-a-DMA
Hydrogelen ohne (HG) und mit 1% Vaterit-Partikeln (HG+V) nach 24 h, 72 h und 7 Tagen. Vitale Zellen
wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Mafstab
entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 300 um.
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Der Abb. 10.19 sind die Ergebnisse der Kultivierung der pOB auf 10%-igen PEG-a-DMA
Hydrogelen zu entnehmen. Wie auch mit den MG-63 Zellen zeigten die pOB einen vergleichbaren
Trend mit einer hoheren Zellmenge auf den Vaterit-haltigen Hydrogelen. Allerdings lie sich keine
signifikante Zunahme in der Zellmenge iiber den Kultivierungszeitraum feststellen. Auch bei den
pOB der Kontrolle konnte keine so eindeutige Proliferationsrate wie bei den MG-63 Zellen
beobachtet werden. Vor allem der Vergleich der Anzahl an vitalen Zellen nach 72 Stunden und
7 Tagen lisst keine Zunahme erkennen. Weiterhin konnten Unterschiede in der Morphologie der
pOB auf den Hydrogelen im Vergleich zu den Kontroll-Zellen beobachtet werden. Wahrend die pOB
der Kontrolle eine typisch adhidrente Morphologie mit Zellfortsdtzen aufwiesen, zeigten die pOB auf
den Vaterit-beladenen Hydrogelen eher eine abgerundete Form und liegen in Zell-Anhdufungen vor.

Erst nach 7 tagiger Kultivierung lieBen sich vermehrt Zellen mit Zellfortsdtzen beobachten.
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pOB auf HG

pOB auf HG + V

Abb. 10.19: Zelladhirenz und Viabilitdit von primdren humanen Osteoblasten (pOB) auf 10%-igen
PEG-a-DMA Hydrogelen ohne (HG) und mit 1% Vaterit-Partikeln (HG+V) nach 24 h, 72 h und 7 Tagen.
Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der
Malstab entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 300 pum.

Eine Problematik dieser Untersuchung lag im Aufschwimmen der Hydrogele im

Zellkulturmedium, sodass sich die Zellen bevorzugt am Boden der Zellkulturplatte absetzen. Eine
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Losung dieses Problems bestand darin bei der Aussaat der Zellen das Volumen des
Zellkulturmediums bei der Aussaat der Zellen um die Hailfte zu minimieren. Fiir eine 24-Well
Zellkulturplatte wurden beispielsweise nur 250 pL Zellkulturmedium pro Well verwendet. Dadurch
konnten die Hydrogele nicht aufschwimmen. Nach 4 stiindiger Kultivierung der Zellen auf den
Hydrogelen wurde das Zellkulturmedium auf das doppelte Volumen aufgefiillt, um eine
ausreichende Néhrstoffkonzentration fiir die Zellen zu gewéhrleisten. Vermutlich war die Zeitspanne
von 4 Stunden fiir die Adhédrenz der pOB am Hydrogel nicht ausreichend. Im Vergleich zu den
Resultaten der MG-63 Zellen konnte dies ein moglicher Grund fiir die verringerte Zellmenge auf den
Vaterit-beladenen Hydrogelen sein. In Abb. 10.20 sind, am Beispiel des Vaterit-beladenen
Hydrogels, fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der pOB unter dem Hydrogel am Boden der
Zellkulturplatte dargestellt. Uber den gesamten Kultivierungszeitraum bis hin zu 7 Tagen lieB sich
eine vergleichbare Morphologie und Proliferation der pOB wie bei den Zellen der Kontrolle
beobachten. Folglich geht keine toxische Wirkung von den Hydrogelen hervor, lediglich bei der
Adhérenz der Zellen auf den Hydrogelen lieBen sich Unterschiede feststellen. Hierbei ist noch zu
klaren, ob dies mit der Beschaffenheit des Hydrogels oder der oben genannten Préparation

zusammenhangt.

Kontrolle (pOB)

>
+
Q
I
—
2
c
>
m
o
Qo

Abb. 10.20: Morphologie und Viabilitét von primdren humanen Osteoblasten (pOB) unter dem PEG-a-DMA
Hydrogel mit 1% Vaterit-Partikel (HG+V) am Boden der Zellkulturplatte nach 24 h, 72 h und 7 Tagen. Vitale
Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Maf3stab
entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 pm.
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10.3.5 Differenzierung von Osteoblasten

In einem ersten Experiment wurde die Umsetzung der Vaterit-Partikel innerhalb der PEG-a-DMA
Hydrogel-Matrix im Zellkulturmedium untersucht. Hierfiir wurde das osteogene Differenzierungs-
Medium (ODM) verwendet. Die Untersuchungen fanden im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO,, 95%
Luftfeuchtigkeit und ohne Bewegung iiber einen Zeitraum von bis zu 21 Tagen statt. Zusitzlich
wurde die Umsetzung auch in Anwesenheit der primiren humanen Osteoblasten (pOB) verfolgt. Die
Charakterisierung der Umsetzung erfolgte mittels der FT-IR-Spektroskopie. Die Ergebnisse sind in
Abb. 10.21 dargestellt.
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Abb. 10.21: IR-Spektren (i) des eingesetzten PEG-a-DMA Makromonomers, (a) der synthetisierten Vaterit-
freien Hydrogele (HG) und (b) der synthetisierten Vaterit-haltigen Hydrogele (HG+V) nach Inkubation in
osteogenem Differenzierungs-Medium (ODM) fiir (ii) 7 Tage, (iii) 14 Tage und (iv) 21 Tage. Schwarze
Spektren sind Inkubationen der Hydrogele ohne primire humane Osteoblasten (pOB) und rote Spektren sind
Inkubationen mit pOB. Mit Kennzeichnung der Banden der Schwingungsmoden der CO;” -Gruppe des
Vater[iltzs;l:;(j]] und der asymmetrischen P-O Streckschwingung der PO, -Gruppe des Hydroxylapatits
(HA) =
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Anhand der IR-Spektren der Vaterit-freien Hydrogele lieB sich iiber den gesamten
Inkubationszeitraum, sowohl in An- als auch in Abwesenheit der pOB, keine Anderung im
Bandenmuster erkennen (s. Abb. 10.21). Die Banden sind dem PEG-a-DMA Makromonomer
zuzuordnen. Im Gegensatz dazu konnte bei den Vaterit-beladenen Hydrogelen neben den
Schwingungsmoden der CO;” -Gruppe (vgl. Kapitel 7, Tab. 7.1) des Vaterits noch eine weitere
Bande bei 1024 cm™ beobachtet werden. Wie auch bei den Inkubationen in SBF und PBS (vgl.
Abschnitt 10.3.1) entspricht diese Bande der asymmetrischen P-O Streckschwingung der PO, -
Gruppe des Hydroxylapatits. Die Betrachtung des PO, zu COs> Ionenverhiltnisses, anhand der
asymmetrischen P-O und C-O Streckschwingungen der IR-Spektren, zeigt einen Anstieg iiber den
Inkubationszeitraum (s. Abb. 10.22). Auffillig ist vor allem das deutlich héhere PO4” zu COs™

Ionenverhéltnis in Anwesenheit der pOB gegeniiber der Inkubation in reinem ODM.

7z ohne pOB
mm mit pOB

CO4*)

lonenverhaltnis (PO,% :

7 14
Inkubationszeit/ Tage

Abb. 10.22: Graphische Darstellung des PO4> zu COs> lonenverhiltnisses anhand der Extinktionen der
asymmetrischen P-O und C-O Streckschwingungen der IR-Spektren der Vaterit-beladenen Hydrogele nach 7,
14 und 21 Tagen Inkubation in osteogenem Differenzierungs-Medium (ODM) (weil3 schraffiert) ohne priméire
humane Osteoblasten (pOB) und (blau) mit pOB.

Eine Kontrolle der Mineralisierung und vorliegenden Phase erfolgte nach 14 Tagen anhand der
Rontgenbeugungs- (XRD) Untersuchung (s. Abb. 10.23). Vergleichbar mit den Resultaten der
FT-IR-Spektroskopie konnte bei den Vaterit-freien Hydrogelen, unabhéingig von der An- oder
Abwesenheit der pOB, das Reflexprofil des PEG-a-DMA Makromonomers nachgewiesen werden.
Die Vaterit-haltigen Hydrogele zeigten neben den Reflexen des Vaterits noch zwei weitere Reflexe
bei 20 ~ 26° (002) und 260 ~ 32° (211), die dem HA zuzuordnen sind (s. Abb. 10.8iii).""'*! Dabei
ist die Intensitit des (211) Reflexes bei dem mit pOB behandelten Vaterit-beladenen Hydrogel
deutlich stirker ausgeprigt und spiegelt die Ergebnisse der FT-IR-Spektroskopie wieder.
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Abb. 10.23: Diffraktogramme (i) des eingesetzten PEG-a-DMA Makromonomers, der synthetisierten
Hydrogele (ii) ohne und (iii) mit Vaterit-Partikeln nach 14 tégiger Inkubation in osteogenem Differenzierungs-
Medium (ODM) (schwarz) ohne primére humane Osteoblasten (pOB) und (rote) mit pOB. Mit Kennzeichnung
der Reflexe des Vaterits (V)*! und der beiden Reflexe des Hydroxylapatits (HA)!' ™.

Folglich deuten die Resultate der FT-IR-Spektroskopie und der XRD-Untersuchung auf eine
beschleunigte Umsetzung der Vaterit-Partikel in eine HA-Spezies durch Anwesenheit der pOB hin.
Ein moglicher Grund kénnte durch die Differenzierung der pOB gegeben sein. Dadurch erfolgt die
Expression der alkalischen Phosphatase und somit die Bereitstellung zusétzlicher Phosphat-lonen
(s. Kapitel 5, Abschnitt 5.3.1 GIl. 5.1). Aufgrund dessen wurde nach 14 Tagen Kultivierung mittels
eines kommerziell erworbenen Testverfahrens die Expression der alkalischen Phosphatase durch die
pOB untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 10.24 dargestellt. Anhand der digitalen Aufnahmen der
einzelnen Wells der Zellkulturplatte konnte in Anwesenheit der pOB eine deutliche Farbung und
damit ALP-Aktivitit beobachtet werden (s. Abb. 10.24a-c). Im Vergleich dazu zeigen die
lichtmikroskopischen Aufnahmen der Hydrogel-Oberflachen nur vereinzelt eine Farbung. Dies ldsst
auf eine verminderte Zelladhdrenz auf den Hydrogelen schlieBen und konnte auch anhand der
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen aus Abb. 10.25 bestitigt werden. Diese Ergebnisse
korrelieren mit den Resultaten der in vitro Untersuchungen aus dem vorherigen Abschnitt 10.3.4. Im
Vergleich zu der 7 Tage-Kultivierung (s. Abb. 10.19) wiesen die pOB auf den Vaterit-haltigen
Hydrogelen jedoch nach 14 Tagen eine adhidrentere Morphologie mit Zellfortsdtzen auf.

Die rot-violette Farbung am Wellboden impliziert allerdings eine physiologische ALP-
Produktion wie sie auch bei den unbehandelten Zellen nachgewiesen wurde. Die ungefarbten Stellen
am Wellboden der Hydrogele sind auf die Probenpréaparation zuriickzufiihren (s. Abb. 10.24b und c,

digitale Aufnahmen), indem mit einem Skalpell die Hydrogele halbiert wurden und damit eine
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Beschidigung der Zellschicht resultierte. Um eine fehlerhafte Farbreaktion durch die Anwesenheit
der Hydrogele auszuschlieBen, wurden die entsprechenden Hydrogele auch in Abwesenheit der pOB
auf eine ALP-Aktivitdt untersucht. Dabei konnte keine Fiarbung nachgewiesen werden (s. Abb.

10.24d und e), sodass die Farbung in Anwesenheit der pOB ausschlieBlich auf die Aktivitit der

exprimierten ALP zuriickzufiihren ist.

Abb. 10.24: Nachweis der Differenzierung von priméren humanen Osteoblasten (pOB) durch Féarbung der
alkalischen Phosphatase (ALP) nach 14 Tagen Kultivierung. Lichtmikroskopische Aufnahme und digitale
Aufnahme des entsprechenden Wells. (a) Kontrolle: unbehandelte pOB, (b) PEG-a-DMA Hydrogel mit pOB,
(c) Vaterit-haltiges PEG-a-DMA Hydrogel mit pOB, (d) PEG-a-DMA Hydrogel ohne pOB, (e) Vaterit-haltiges
PEG-a-DMA Hydrogel ohne pOB.

Abb. 10.25: Zelladhdrenz und Viabilitdit von primdren humanen Osteoblasten (pOB) nach 14 Tagen
Kultivierung in ODM. (a) Kontrolle: unbehandelte pOB, (b) PEG-a-DMA Hydrogel mit pOB, (c) Vaterit-
haltiges PEG-a-DMA Hydrogel mit pOB. Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen
Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen.
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10.4 Diskussion

In diesem Kapitel wurde sich mit der Synthese eines Kompositmaterials, dessen chemische
Charakterisierung und der ersten in vitro Untersuchungen befasst. Fiir einen gezielten Einsatz der in
dieser Arbeit synthetisierten und ausgiebig untersuchten Vaterit-Partikel wurden diese in eine
Polyethylenglykol- (PEG) basierte Hydrogele-Matrix eingebracht. Aufgrund der zahlreichen
Eigenschaften wie hohe Wasseraufnahmekapazitit, Biokompatibilitdt, schnelle und nicht-toxische
Abbauprodukte sind PEG-basierte Hydrogele die am héufigsten genutzten synthetischen

. . 256,262,2
Biomaterialsysteme.*>*20%2¢]

In dieser Arbeit wurden zwei PEG-basierte Hydrogele untersucht, das literaturbekannte
Polyethylenglykol-Diacrylat (PEG-DA)>*2002622642651 ynq das bioabbaubare Polyethylenglykol-
acetal-Dimethacrylat (PEG-a-DMA) Hydrogel. Beide Hydrogele lieBen sich durch eine einfache und
milde UV-initiierte radikalische Polymerisation der Acrylat-Gruppen herstellen. Diese milde
Bedingung der Polymerisation ermdglichte das Einbringen der thermodynamisch metastabilen
Vaterit-Partikel. Bei einer thermischen Gelbildung, wie beispielsweise bei den Agarose- und

Gelatine-basierten Gelen!®”**")

, ist die Einbringung von Vaterit-Partikeln erschwert und eine
Phasenumwandlung in die thermodynamisch stabileren Calciumcarbonat-Phasen ist nicht
auszuschlieBen. Weiterhin wurde durch die UV-Behandlung die Sterilitdt der synthetisierten
Hydrogele gewéhrleistet, was eine der ersten Voraussetzungen fiir eine biomedizinische Anwendung
darstellt.® Beide Hydrogele unterscheiden sich in der Langzeit-Stabilitit. Aus den Untersuchungen
von Pohlit ez. al** an PEG-a-DMA-basierten Nano-Hydrogelkapseln geht ein Abbau nach mehreren
Wochen unter physiologischen Bedingungen hervor. Der Abbau ist auf die sdurelabilen Acetal-

Gruppen zuriickzufithren. Die dabei resultierenden PEG-Fragmente liegen unterhalb der

Ausscheidungsgrenze (30.000 g/mol) der Niere und kdénnten auf diesem Weg aus dem Korper

[266] J261]

entfernt werden. Jingste Arbeiten von Pohlit et. a stellten ein Polyethylenglykol-
Dimethacrylat (PEG-DMA) Hydrogel mit labilen Ketal-Gruppen vor, das bei physiologischem
pH-Wert innerhalb weniger Tage abbaut. Im Vergleich dazu ist das Poly(ether)-Riickgrad

[262,264,267

hydrolysestabil und die PEG-DA Hydrogele sind biostabilere Systeme. I Dennoch ist

bekannt, dass auch die PEG-DA Hydrogele in vivo anfillig fiir einen langsamen Abbau sind.?****!
Damit ist gewéhrleistet, dass beide Hydrogele nicht permanent im Korper verbleiben und somit

lediglich als Transportform fiir die Vaterit-Partikel dienen wiirden.

Eine erste Beurteilung der synthetisierten Hydrogele erfolgte iiber die Bestimmung des
Quellgrads (Q). Hierbei wurde durchschnittlich eine verminderte Quellfiahigkeit der PEG-basierten
Hydrogele in Anwesenheit von Vaterit-Partikeln festgestellt. Dies kann mit einer limitierten
Flexibilitdt der Polymerketten durch eine Koordination an die Vaterit-Partikel begriindet werden. Als

Folge resultiert eine verminderte Wasseraufnahmekapazitéit und ein geringerer Quellgrad. Zusitzlich
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beeintrachtigen Wechselwirkungen zwischen den Vaterit-Partikeln, den gelosten Ionen und den
Polymerketten die Wasseraufnahmekapazitit. Dabei spielen sowohl Ion-lon-Wechselwirkungen als
auch Ion-Dipol-Wechselwirkungen eine Rolle. Des Weiteren hat der Anteil an eingesetztem
Makromonomer einen erheblichen Einfluss auf den Quellgrad. So untersuchten bereits

234 in ihrer Arbeit den Einfluss unterschiedlicher PEG-DA Konzentrationen auf die

Hagel et al
Eigenschaften des resultierenden Hydrogels. Dabei konnten sie zeigen, dass die Makromonomer-
Konzentrationen einen grof3en Einfluss auf die Vernetzungsdichte und damit auch auf den Quellgrad
auslibt. In der vorliegenden Arbeit konnte bei einem geringeren Anteil an Makromonomer von 8%
(w/v) eine stiarkere Quellung nachgewiesen werden. Somit bewirkt eine geringere Konzentration an
Makromonomer eine Verringerung der Vernetzungsdichte im Polymernetzwerk. Dadurch kdnnen
sich verstiarkt Wassermolekiile einlagern, was eine Zunahme des Quellgrads und damit der Porositit
bzw. der PorengroBe zur Folge hat. Die Porositdt des Polymernetzwerks ist nicht nur fiir den
Stoffaustausch und damit fiir die Umsetzung der Vaterit-Partikel essentiell, sondern stellte sich auch
fiir die Adhérenz der Osteoblasten auf den Vaterit-beladenen Hydrogelen als vorteilhaft heraus.
Wihrend der in vitro Untersuchungen an Osteoblasten konnte nahezu keine Adhdrenz auf der
Oberfliche der Vaterit-freien Hydrogelen nachgewiesen werden. Aufgrund der fehlenden
zelladhdrenten Eigenschaften sowie der intrinsischen Resistenz gegen Proteinadsorptionen PEG-

(258.2692711 ist dieser Befund nicht ungewdhnlich. Diese bioinerte Eigenschaft der

basierter Materialien
synthetisierten PEG-basierten Hydrogelen war besonders geeignet, um eine erste Beurteilung der
Vaterit-Partikel, deren Umsetzung und in vitro Effekte innerhalb eines dreidimensionalen
Transportsystems anzustellen.

Im Gegensatz zu den Vaterit-freien Hydrogelen konnte bei den Vaterit-haltigen Hydrogelen eine
deutlich ausgepriagte Adhédrenz der Osteoblasten beobachtet werden. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass eine verringerte Polymerkonzentration und damit eine geringere Vernetzungsdichte
einen besseren Kontakt der Zellen mit den Vaterit-Partikeln im Polymernetzwerk ermoglicht. Wie
bereits in Kapitel 7 beobachtet und diskutiert wurde, zeigen die Osteoblasten eine verstirkte
adharente Eigenschaft zu den Vaterit-Partikeln, die eine positive Oberflachenladung aufweisen (vgl.
Kapitel 8, Abschnitt 8.2.3 Abb. 8.32). Dieser Effekt konnte auch innerhalb der PEG-basierten
Hydrogele bestitigt werden. Weiterhin ist bekannt, dass positiv geladene Oberflichen die
Differenzierung der Osteoblasten als auch die Proliferation der Endothelzellen erhhen !>
Dennoch konnte im Vergleich zu den unbehandelten Zellen der Kontrolle eine verminderte Adhérenz
der Zellen, vor allem der primdren humanen Osteoblasten (pOB), auf den Hydrogelen festgestellt

258,269-271 ;
[238, I zu begriinden

werden. Dies ist einerseits mit der bioinerten Eigenschaft der PEG-Matrix
und andererseits spielt vermutlich die Probenpriparation eine nicht unerhebliche Rolle, mit der ein
Aufschwimmen der Hydrogele im Zellkulturmedium nicht unterbunden werden konnte. Dennoch
konnte gezeigt werden, dass die verminderte Zell-Adhdrenz auf den Hydrogelen keine

Auswirkungen auf die Vitalitdt, Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten im gleichen
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Kultivierungsgefall (Well) hat. Somit ist davon auszugehen, dass kein toxischer Effekt von den

synthetisierten Hydrogelen ausgeht.

Im Fokus dieser Untersuchung stand vor allem die Beurteilung der Reaktivitdt der Vaterit-Partikel
und deren Umsetzung in einen Knochen-dhnlichen Hydroxylapatit (HA) innerhalb einer Hydrogel-
Matrix. Aus diesem Grund war es zunéchst essentiell, dass die verwendeten Hydrogele nicht nur
bioinert sind, sondern auch eine chemische Inertheit aufweisen und keine Mineralisierung in
Abwesenheit der Vaterit-Partikel stattfindet. In den vergangenen Jahren wurden Hydrogele oft fiir

[67,265

Biomineralisierungen eingesetzt. I Von Bedeutung sind dabei synthetische Hydrogele, die

ionische Wechselwirkungen ermoglichen. Typische Bestandteile sind Acrylsdure, Acrylamid und

67265281 Ein Beispiel fiir ein sogenanntes natiirliches Gel-System ist Collagen, das die

Allylamin.!
Nukleation von Apatit induziert.”'®** Diese natiirlichen Gel-Systeme basieren auf
Polysacchariden, wie zum Beispiel Alginat, Agarose, Hyaluronsidure und Chitosan, die entweder
Bestandteile der extrazelluldiren Matrix (EZM) sind oder vergleichbare makromolekulare

[67.91 Eolglich besitzen diese Gele gute zelladhirente Eigenschaften.

Eigenschaften aufweisen.

Vergleichbar zu den Untersuchungen aus Kapitel 8 wurden die frisch synthetisierten PEG-
basierten Hydrogele in einer simulierten Korperfliissigkeit (SBF) und einer phosphathaltigen
Salzlésung (PBS) bei 37 °C inkubiert. Anhand von Rontgenbeugungs- und spektroskopischen
Untersuchungen wurde die Umsetzung der Vaterit-Partikel in einen Knochen-dhnlichen HA verfolgt.
Im Vergleich zu der Umsetzung der frei vorliegenden Vaterit-Partikeln aus Kapitel 8, konnte eine
signifikant rapidere Umsetzung der Vaterit-Partikel innerhalb der Hydrogele festgestellt werden.
Bereits nach 24 Stunden Inkubation war die Umsetzung in einen Knochen-&hnlichen HA sowohl in
SBF als auch in PBS abgeschlossen. Die rapidere Umsetzung im Hydrogel kann mit der groBeren
Reaktionsoberfliche aufgrund der Kompartimentierung und den funktionellen Carbonyl-Gruppen
begriindet werden. Es ist bekannt, dass funktionelle Gruppen von Polymergeriisten mit den geldsten
Calcium-Ionen des Vaterits wechselwirken und somit die Keimbildung des HA induzieren oder

vielmehr  beschleunigen.”"’>*”!  Die

Vaterit-freien =~ Hydrogele  zeigten  keinerlei
Mineralisierungseigenschaften und blieben sowohl in den phosphathaltigen Lésungen (SBF und
PBS) als auch wihrend den in vitro Untersuchungen chemisch inert. Aufgrund dessen ist die Bildung
des HA ausschlieBlich auf die Umsetzung der Vaterit-Partikel innerhalb der Hydrogele

zurickzufiihren.

In ersten Untersuchungen zur Differenzierung der Osteoblasten in Anwesenheit von PEG-a-DMA
Hydrogelen konnte eine physiologische Aktivitét der alkalischen Phosphatase (ALP) und damit eine
Differenzierung der Osteoblasten nachgewiesen werden. Weiterhin wurden erste Hinweise gegeben,
dass die differenzierten Osteoblasten durch die Produktion der ALP und damit die Bereitstellung

weiterer freier Phosphat-lonen die Umsetzung der Vaterit-Partikel vorantreiben. In der Arbeit von
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Douglas et al.**!

wurde der Effekt der ALP auf die Calciumphosphat-Mineralisierung innerhalb
einer Hydrogel-Matrix verfolgt. Sie konnten zeigen, dass eine Mineralisierung innerhalb der ALP-
inkorporierten Hydrogelen in einer Losung bestehend aus Calcium-Ionen und Glycerolphosphat
stattfindet. Dabei fungierte Glycerolphosphat als Substrat fiir die ALP, wodurch freie Phosphat-

Ionen fiir eine Reaktion mit den Calcium-Ionen bereitgestellt wurden.
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10.5 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem abschlieBenden Kapitel der vorliegenden Arbeit konnten nochmals die vorteilhaften
Eigenschaften der Vaterit-Partikel fiir die Anwendung im Bereich der Knochenregeneration bestétigt
werden. Es wurde gezeigt, dass die synthetisierten Vaterit-Partikel auch innerhalb eines chemisch
und biologisch inerten Transportsystems die nétige Aktivitdt fiir eine Umsetzung in einen Knochen-
dhnlichen Hydroxylapatit (HA) beibehalten. Der Einbau der Vaterit-Partikel in ein
dreidimensionales, pordses Polymernetzwerk bietet die Mdglichkeit, die Partikel gezielt an einer
Defektstelle zu platzieren. Auf diese Weise wird eine lokale Knochenregeneration ermdglicht.
Hierbei wurde eine starke Interaktion der Vaterit-Partikel mit dem Polymernetzwerk festgestellt,
wodurch eine deutlich rapidere Umsetzung in die HA-Spezies erfolgte. Basierend auf der Elastizitét
des organischen Hydrogels und der Harte der, aus den anorganischen Vaterit-Partikeln entstehenden,
HA-Spezies wird eine der wichtigsten Eigenschaften des natiirlichen Knochens simuliert.

Wesentliche Vorteile gegeniiber anderen Kompositmaterialien liegen (i) in einem gezielten und
individuell anpassungsfdhigen Aufbau eines natiirlichen Knochenminerals durch die Vaterit-
Partikel, (ii) in der fehlenden Notwendigkeit von zusétzlichen Knochenaufbau-férdernden
Komponenten, aufgrund der osteokonduktiven und osteoinduktiven Wirkung der Vaterit-Partikel,
(ii1) langerfristig gesehenen in der natiirlichen Knochenregeneration ohne Fremdkdrper, da sich die
Vaterit-Partikel in ein natlirliches Knochenmineral umsetzen und durch Verwendung von
abbaubaren PEG-basierten Hydrogelen das Transportnetzwerk iiber die Zeit abgebaut und renal
ausgeschieden werden kann.

Aufgrund dessen wurde mit dem sédurelabilen Polyethylenglykol-acetal-Dimethacrylat
(PEG-a-DMA) Hydrogel das Fundament fiir ein solches Transportsystem gelegt. Die einfache und
milde Synthese durch UV-initiierte Polymerisation der PEG-basierten Hydrogele ist eine ideale
Methode um die metastabilen Vaterit-Partikel einzubringen. In ersten in vitro Experimenten konnte
gezeigt werden, dass die Makromonomere sowie die Hydrogele frei von Endotoxin sind und keine
inflammatorische Effekte auf humane Endothelzellen ausiiben. Weiterhin wurde gezeigt, dass die
Hydrogele kompatibel mit Osteoblasten sind und in Anwesenheit von Vaterit-Partikeln die Adhérenz
der Zellen auf den Hydrogelen signifikant gesteigert wird. Erste Ergebnisse zur Differenzierung der
Osteoblasten deuten, aufgrund der Bereitstellung zusétzlicher Phosphat-Ionen, auf eine
Unterstiitzung der Umsetzung der Vaterit-Partikel in einen Knochen-dhnlichen HA hin. Folglich
bietet das vorgestellte Kompositmaterial aus einem Vaterit-beladenen PEG-basierten Hydrogel
entscheidende Anforderungen eines Biomaterials fiir die Knochenregeneration. Die Knochenzellen
konnen adhérieren, proliferieren und differenzieren, wodurch die Knochenneubildung angeregt wird.
Durch die Porositidt des Hydrogels wird ein Transport der Nahr- und Abfallstoffe in und aus dem
Netzwerk ermdglicht, was vor allem fiir die Umsetzung der Vaterit-Partikel essentiell ist. Das
dreidimensionale Netzwerk bietet am Transplantationsort dem umliegenden Gewebe zusétzlich die

Moglichkeit einzuwachsen. Die Wahl des sdurelabilen PEG-a-DMA Hydrogels erméglicht ein
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schnelles Abbauen der Hydrogel-Matrix ohne toxische Abbauprodukte. Interessant ist dies vor allem
an Defektstellen an denen der Knochenabbau iiberwiegt und folglich ein geringerer pH-Wert
vorherrscht, wie beispielsweise bei der Osteoporose. Zugleich wiirde durch die Anwesenheit der
Vaterit-Partikel das gestorte Gleichgewicht zwischen Knochenabbau und —aufbau wieder reguliert
und zusitzlich neues Knochenmineral gebildet werden. In diesem Zusammenhang wire es durchaus
spannend die in vitro Umsetzung der Vaterit-Partikel bei unterschiedlichen pH-Werten zu verfolgen.
Eine weitere mogliche Strategie in der Knochenregeneration konnte der Einbau von Osteoblasten
und Endothelzellen in die Vaterit-beladenen Hydrogele sein. Dadurch wiirde eine Anlagerung der
Osteoblasten an das Hydrogel und ein Einschluss der Endothelzellen in das Hydrogel erfolgen,
sodass nach der Implantation ein schnelleres Knochenwachstum und eine schnellere
Vaskularisierung erfolgen konnte. Ein erster Ansatz hierfiir wird durch eine spannungsgesteuerte

Polymerisationsmethode gegeben (s. Abschnitt 10.7).

Abschlieend ist festzuhalten, dass mit den getesteten chemisch inerten PEG-basierten
Hydrogelen eine schnellere Umsetzung der Vaterit-Partikel innerhalb des Gelsystems nachgewiesen
wurde. Somit stellen Vaterit-beladene Hydrogele einerseits ein geeignetes Mineralreservoir und
andererseits auch ein Geriist fiir die natiirliche Knochenregeneration durch Osteoblasten dar. Mit den
beiden getesteten Hydrogelen, basierend auf dem PEG-a-DMA und dem Polyethylenglykol-
Dimethacrylat (PEG-DA) Makromonomer konnte die Aktivitit der Vaterit-Partikel untersucht und
nachgewiesen werden. Denkbar wire fiir die Zukunft ein bioaktives Hydrogel, dass die Adhirenz

der Knochenzellen zusétzlich fordert, wie beispielsweise eine Kollagen-Matrix oder aber durch das

278,279] [74]

276,277 . .
(276277 oder Fibrinogen in das

Einbringen von RGD-Sequenzen Fibronektin!

Polymernetzwerk.
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10.6 Exkurs A: Polyphosphorester-basierte Hydrogele

Eine weitere interessante Alternative zu den PEG-basierten Hydrogelen ist durch die
Polyphosphorester- (PPE) basierten Hydrogele gegeben. In der Vergangenheit bestand das Interesse
an phosphorhaltigen Polymeren nur wegen ihrer flammenhemmenden Eigenschaften, aber heute

(280.281) 11y der Natur

wecken sie grof3es Interesse in der klinischen und pharmazeutischen Anwendung.
sind Polymere mit einer wiederholenden Phosphorester-Bindung im Riickgrat eine dominierende
Materialklasse und die Quelle des Lebens, indem sie Bestandteile der Nukleinsduren (DNA und
RNA) sind.?® Nicht nur die strukturelle Ahnlichkeit mit den natiirlichen Biomakromolekiilen ist
vielversprechend, sondern auch die Biokompatibilitit, die Himokompatibilitdt und die Abbaubarkeit
der PPE durch Hydrolyse und enzymatischen Verdau mittels der Phosphodiesterase 1 oder der

alkalischen Phosphatase.?*2%32%!

Im Vergleich zu anderen bioabbaubaren Polymeren ist die
molekulare Funktionalisierung der PPE einfacher. Der entscheidende Vorteil liegt in der inhdrenten
Fihigkeit der Phosphate Triester zu bilden.”****! Aufgrund des fiinfwertigen Phosphoratoms ist die
Einfiihrung von funktionellen Gruppen und bioaktiven Molekiilen an jeder Wiederholungseinheit
entlang des Polymergeriistes moglich.?*>**>**  Mit der chemischen Variabilitit des
Phosphorzentrums schaffen die PPE, gegeniiber den konventionellen aliphatischen Polyestern, eine
erhebliche strukturelle Vielfalt. Dadurch wird eine hohe Varianz der physikalischen und chemischen
Eigenschaften der resultierenden Endprodukte gegeben. Diese Flexibilitdt bei der Anpassung der
Struktur macht die PPE zu einem vielversprechenden alternativen Material in der biomedizinischen
Anwendung, wie beispielsweise in der Geweberegeneration ,tissue engineering™ und in der
zahnmedizinischen Anwendung.”*'**” Eine weitere einzigartige Eigenschaft einiger Polyphosphate
ist die untere kritische Losungstemperatur (LCST: lower critical solution temperature).”™ Von
Vorteil ist vor allem die chemische Anhaftung der Phosphoester am Knochenmineral, bzw. an den
Calcium-Tonen.”*® Aufgrund dieser aussichtsreichen Eigenschaften stellen die PPE eine interessante
Polymermatrix fiir die Vaterit-Partikel, im Hinblick auf eine Anwendung in der
Knochenregeneration, dar. Bisher sind nur wenige Untersuchungen zu Hydrogelen mit einem

Phosphat-Riickgrad im Polymernetzwerk beschrieben. %!

Zum Beispiel berichteten
Wang et al.”* von der Photo-initiierten Synthese eines nanoskopischen Hydrogels ,,Nanogel*
basierend auf Block-Copolymeren aus PPE und PEG fiir die Anwendung in der gezielten
Medikamentenfreigabe ,,drug delivery”. In Anlehnung an diese Arbeit und aufgrund der
aussichtsreichen Eigenschaften, vor allem der Bioabbaubarkeit unter physiologischen Bedingungen,

wurde die Synthese eines Vaterit-beladenen PPE-basierten Hydrogels in ersten Versuchen getestet.

Hierzu wurde ein Polymethylethylenphosphate-Dimethacrylat- (PMEP-DMA) Makromonomer
mit einer molaren Masse von 12000 g/mol synthetisiert. Die Strukturformel ist der Abb. 10.26 zu

entnehmen. Die Synthese erfolgte von _, aus der Arbeitsgruppe Von_
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- unter Projektleitung Von_ am MPIP in Mainz und ist dem Anhang

A, Abschnitt 11.10 zu entnehmen.
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Abb. 10.26: Strukturformel des PMEP-DMA Makromonomers.

Die Synthese des Hydrogels erfolgte wie zuvor in Abschnitt 10.2.1 beschrieben mittels UV-
induzierter radikalischer Polymerisation. Aufgrund des hoheren Molekulargewichts, verglichen zu
den PEG-basierten Hydrogelen, wurden Gele mit einem 10%-igen und 15%-igen (w/v) Anteil an
PMEP-DMA Makromonomer in einer Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS: phosphate buffered
saline, D8537 Sigma Aldrich) hergestellt. Wie zuvor beschrieben wurden auch hierbei 1% (w/v)
Vaterit-Partikel in die Makromonomerlosung eingebracht. In der Abb. 10.27 sind die ersten Resultate
der synthetisierten PMEP-DMA Hydrogele dargestellt. Wie auch bei den PEG-a-DMA und PEG-DA
Makromonomeren konnte mit dem PMEP-DMA Makromonomer ein formstabiles Hydrogel in
variabler Dicke hergestellt werden. Dabei zeigten die Hydrogele mit einem geringeren
Makomonomer-Anteil von 10% (s. Abb. 10.27b) eine leicht labilere Form gegeniiber den 15%-igen
Gelen (s. Abb. 10.27¢). Die Verteilung der Vaterit-Partikel im Hydrogel scheint homogen zu sein
(s. Abb. 10.27 obere Aufnahmen). Vermutlich wechselwirken die Phosphoester mit den Calcium-

Ionen des Vaterits.

Abb. 10.27: Digitale Aufnahme der synthetisierten PMEP-DMA Hydrogele unmittelbar nach der Synthese (a)
200 uL 10%-ige Makromonomerlosung pro Well einer 48-Well Zellkulturplatte, (b) 100 uL 10%-ige
Makromonomerldsung pro Well einer 48-Well Zellkulturplatte und (c) 100 pL 15%-ige Makromonomerlosung
pro Well einer 48-Well Zellkulturplatte. Die oberen Aufnahmen zeigen die Vaterit-enthaltenen PMEP-DMA
Hydrogele und die unteren Aufnahmen die Vaterit-freien PMEP-DMA Hydrogele.

Eine erste Charakterisierung der PMEP-DMA Hydrogele erfolgte mittels FT-IR-Spektroskopie
im gefriergetrockneten Zustand. Die Spektren sind in Abb. 10.28 dargestellt. Es lieBen sich die
charakteristischen Banden des PMEP-Makromonomers in den Hydrogelen nachweisen, sodass von
einer Polymerisation der Acrylat-Gruppen ohne eine Verdnderung des Polymerriickgrates
ausgegangen werden kann. Dabei konnten die Banden bei ~ 1266 cm™ und bei ~ 958 cm™ der P=0

und P-O-C Steckschwingung der Phosphoester-Gruppen identifiziert werden.”*"! Die Betrachtung
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des IR-Spektrums des Vaterit-beladenen PMEP-DMA Hydrogels (s. Abb. 10.28iii) 1dsst zusétzliche
Banden erkennen, die den Schwingungsmoden der CO;” -Gruppe des Vaterits entsprechen (vgl.

Kapitel 7, Abschnitt 7.3.1 Tab. 7.1).

Intensitat / a.u.

(i) PMEP-DMA

N

1 P-O-C
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30002000 1800 1600 1400 1200 1000 800
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Abb. 10.28: IR-Spektren (i) des eingesetzten PMEP-DMA Makromonomers, (ii) des synthetisierten Vaterit-
freien Hydrogels und (iii) des synthetisierten Vaterit-haltigen Hydrogels. Mit Kennzeichnung der Banden der
Schwingungsmoden der CO5> -Gruppe des Vaterits''*”! und der charakteristischen Banden des Phosphoesters.

Im Vergleich zu den PEG-basierten Hydrogelen konnte bei den synthetisierten und
gefriergetrockneten PMEP-DMA Hydrogele eine weitere Eigenschaft, die des Klebens, festgestellt
werden. In Abb. 10.29a ist zu erkennen, dass das gefriergetrocknete Vaterit-beladene PMEP-DMA
Hydrogel in der Lage ist ein Schnappdeckel-Glaschen (Fassungsvolumen von 5 mL) mit einem
Mikrospatel zu fixieren und dieses problemlos anzuheben. Weiterhin konnte nach ~ 16 Tagen
Inkubation in PBS bei einem pH-Wert von ~ 7,4 ein vollstdndiges Auflosen der Hydrogele mit und
ohne Vaterit-Partikel beobachtet werden (s. Abb. 10.29b). Vermutlich erfolgte die Auflésung der
Polymermatrix durch Hydrolyse der Phosphoester-Bindungen.*******!l Mgglich wire auch eine

Hydrolyse der Urethan-Bindung zum Acrylat.

(a)

(S o)

(.=
Bz

Abb. 10.29: Digitale Aufnahme (a) des Vaterit-enthaltenen PMEP-DMA Hydrogel im gefriergetrockneten
Zustand und (b) nach ~ 16 Tagen Inkubation der PMEP-DMA Hydrogele ohne (links) und mit Vaterit-Partikeln
(rechts) in PBS.
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In einem ersten in vitro Zell-Experiment wurde die Osteoblasten-Zelllinie MG-63 auf die etwas
stabileren 15%-igen PMEP-DMA Hydrogele ausgesdt. Das Experiment wurde analog zum
Experiment in Abschnitt 10.2.3 durchgefiihrt. Die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen sind in Abb. 10.30 zusammengestellt. Hierbei konnte ein vergleichbarer Trend wie bei
PEG-basierten Hydrogelen beobachtet werden. Wahrend bei den Vaterit-haltigen PMEP-DMA
Hydrogelen iiber einen Zeitraum von bis zu 7 Tagen Kultivierung eine deutliche Zunahme an
adhérenten Zellen festgestellt wurde, lieBen sich den Vaterit-freien Hydrogelen durchweg nur wenige

Zellen nachweisen.
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MG-63 auf HG

MG-63 auf HG +V

Abb. 10.30: Zelladhdrenz und Viabilitit der Osteoblasten-Zelllinie MG-63 auf 15%-igen PMEP-DMA
Hydrogelen ohne (HG) und mit 1% Vaterit-Partikeln (HG+V) nach 24 h, 72 h und 7 Tagen. Vitale Zellen
wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Mafstab
entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 100 pm.

Abschlielend ist festzuhalten, dass die hier vorgestellten PMEP-DMA Hydrogele durch ihre
schnelle Abbaubarkeit und die klebende Wirkung vorteilhafte Eigenschaften fiir eine Anwendung
als Transportform der Vaterit-Partikel fiir die Knochenregeneration mitbringen. Folglich wurde eine
weitere mogliche alternative Transportform zu den PEG-basierten Hydrogelen vorgestellt, die

allerdings noch weitere detaillierte Untersuchungen erfordert.
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10.7 Exkurs B: Mikrogel-Kapseln durch Mikrofluidik-Technik

In den vergangenen Jahren haben mikrometergroe Hydrogel-Kapseln ,,Mikrogel-Kapseln®,
hergestellt durch die tropfenbasierte Mikrofluidik-Technik, zunehmend an Aufsehen erregt. Diese
Methode ermdglicht die Herstellung monodisperser Tropfen mit einer genau einstellbaren Gro3e und
Form. Durch einen anschlieBenden Gelierungsprozess bleibt die Uniformitit erhalten und
monodisperse Mikrogel-Kapseln resultieren.*'! Das Konzept dieser Methode besteht darin, ein
Mikrogel-Vorstufenfluid in einem Mikrokanal durch Flussfokussierung mit einer Tragerfliissigkeit

8182291 Die Flussfokussierung ist dabei

zu bilden, welches im Anschluss zu einem Mikrogel geliert.!
durch leicht handhabbare Parameter wie die Grenzflichenspannung, die Viskositit und die
Flussgeschwindigkeit der Fluide bestimmbar, kontrollierbar und damit reproduzierbar.*"! Aufgrund
dessen ist, gegeniiber herkommlichen Emulgierverfahren, mit der tropfenbasierten Mikrofluidik eine
héhere Produktionseffizienz und Monodispersitit gegeben.”” Mit Hilfe dieser Technik kénnen
»~mafgeschneiderte” Reaktionsrdume bzw. Transportformen fiir diverse Anwendungen angefertigt
werden. Vor allem in der medizinischen Anwendung sind die Mikrogel-Kapseln vielversprechend,
da sie injizierbar sind und damit schnell und ohne groflen Aufwand an einem gewiinschten Wirkort

platziert werden koénnen.*"!

(263.291293] 71m Beispiel

Ein weiterer Vorteil liegt in der Moglichkeit vitale Zellen zu verkapseln.
entwickelten Steinhilber et al.”**! pH-sensitive Mikrogele, um lebende Zellen zu verkapseln. Dabei
fungierten ein Polyethylenglykol-Dicyclooctin und ein dentritisches Polyglycerinazid als bioinerte
Makromonomere, deren Vernetzung {iiber eine milde spannungsgesteuerte Azid-Alkin-
Cycloaddition (SPAAC: strain-promoted azide-alkyne cycloaddition) verlief und das Einbringen von
Zellen ermoglichte. Durch den Einbau von unterschiedlich substituierten Benzacetal-Linker in das
dentritische Polyglycerinazid wurde ein Abbau der Mikrogel-Kapseln im pH-Bereich von 4,5 — 7,4
erreicht. Auf diese Weise wurde eine pH-kontrollierte Freisetzung der verkapselten Zellen mit einer
Uberlebensrate von ~ 96% erzielt.*¥

Diese Art von Mikrogelen stellt eine vielversprechende Methode dar, um vitale Zellen auch
innerhalb eines Polymernetzwerks zu untersuchen. Damit konnte ein entscheidender Fortschritt
geschaffen werden die Effekte der Vaterit-Partikel auf humane Osteoblasten und Endothelzellen
auch innerhalb einer Polymer-Matrix zu untersuchen. Weiterhin wire durch eine Anlagerung der
Osteoblasten an das Hydrogel und durch den Einschluss der Endothelzellen in das Mikrogel das

Potential fiir ein schnelleres Knochenwachstum und eine schnellere Vaskularisierung gegeben

(s. Abb. 10.31).

294 293,295]

In Anlehnung an die Arbeiten von Steinhilber ez al.”** und Rossow et al.t wurde in ersten
Experimenten die Verkapselung von Vaterit-Partikeln und Zellen mittels der Mikrofluidik-Technik

getestet. Dies erfolgte in Kooperation mit _ aus dem Arbeitskreis von
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_ der JGU Mainz und _ aus dem Arbeitskreis von
I - U Main:

\@ invitgy \\S é(

= Vaterit-Partikel

Abb. 10.31: Schematische Darstellung des potentiellen Einsatzes der Vaterit-Partikel- und Zell-beladenen
Mikrogel-Kapseln in der Knochenregeneration.

10.7.1 Durchfithrung

Es wurde ein nicht-sensitives Polymersystem hergestellt, dass auf einem Cyclooctin-
funktionalisierten Polyethylenglykol (PEG-DIC: Polyethylenglykol-Dicyclooctin) und einem
vierarmigen Azid-funktionalisierten Polyethylenglykol (Stern-PEG-Azid) basiert und als
Grundgeriist fiir nachfolgende Arbeiten dient. Die kovalente Vernetzung der beiden
Makromonomere erfolgte durch SPAAC wie in Abb. 10.32 dargestellt. Die Synthesen der
Makromonomere erfolgte von _ Das PEG-DIC wurde nach den Vorschriften von
Rossow et al.*** und Steinhilber et al.*** mit einer molaren Masse von 10.000 g/mol hergestellt und
die Synthese des Stern-PEG-Azid mit einer molaren Masse von 12.000 g/mol erfolgte nach der
Vorschrift von Rossow und Seiffert™”. Im Vergleich zu den PEG-DA und PEG-a-DMA
Makromonomeren bietet die Verwendung des Stern-PEG-Azids den Vorteil einer homogeneren

Verteilung der Netzwerkmaschen.

" J’LN[OV}J’L 8
ON r @7” N U _seaac, ° oTn

(a) Stem-PEG-Azid (b) PEG-DIC ()
M = 10000 g/mol M = 12000 g/mol

w

Abb. 10.32: Reaktionsgleichung der spannungsgesteuerten Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC) des
(a) Azid-funktionalisierten Polyethylenglykols und des (b) Cyclooctin-funktionalisierten Polyethylenglykols
zur Verkapselung der Vaterit-Partikel und der Osteoblasten-Zelllinie MG-63.
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Die Herstellung der Vaterit-Partikel- und Zell-beladenen Mikrogele erfolgte mittels eines
Polydimethylsiloxan (PDMS) Mikrokanal-Systems (Durchmesser von 150 um) mit insgesamt vier
Einlass-Kanilen (1-4) und einem Auslass-Kanal (5) (s. Abb. 10.33b). Als wissriges Medium fiir die
Makromonomere und die Suspension der Zellen wurde das Zellkulturmedium Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM - high glucose, Sigma Aldrich) mit 10% fetalem Rinderserum (FBS: fetal
bovine serum, Sigma Aldrich), 2 mM Glutamax [ und 100 U / 100 pg/mL Penicillin/Streptomycin
(P/S, Gibco® Thermo Fisher Scientific) verwendet. Ein Ol-Stabilisator-Gemisch aus diinnfliissigem
98 wt% Paraffindl (Roth), 1 wt% ABIL EM 90 (Evonik) und 1 wt% Grindsted PGPR90 Kosher
(Danisco) fungierte als nicht-mischbare, kontinuierliche Phase. Nach Steinhilber et al.** geht von
dem Gemisch keine toxische Wirkung auf Zellen aus. Die Dosierung der einzelnen
Reaktionslosungen erfolgte durch Verwendung von Spritzenpumpen (Harvard Apparatus, Modelle
PHD ULTRA™ und Pump 11 Elite). Mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops (Nikon, Eclipse
TS100-F), ausgestattet mit einer digitalen Kamera (ABS UK1155), wurde die Tropfenbildung
iiberwacht. In Abb. 10.33a ist eine schematische Darstellung des verwendeten Mikrokanal-Systems

gezeigt.

..................

@ |

® MG-63 Zellen (GFP)
Z Stern-PEG-Azid
Vaterit-Partikel

Pra-Mikro-Kapseln 6(

Polymerisierte -~ PEG-DIC
Mikrogel-Kapseln Medium
ol

s=( N ﬁ\-fa*-*

Abb. 10.33: Tropfenbasierte Mikrofluidik zur Synthese von Vaterit-Partikel- und Zell-beladenen Mikrogelen.
(a) Schematische Darstellung der Tropfenbildung an der Grenzfliche zweier nicht-mischbarer Fliissigkeiten.
(b) Digitale Aufnahme des Polydimethylsiloxan (PDMS) Mikrokanal-Systems mit einer vergroferten
Darstellung der Einldsse. (¢) Lichtmikroskopische Aufnahme der Mikrokanéle. (d) Aufbau der Mikrofluidik
mit den Spritzenpumpen (1-4) und dem Lichtmikroskop in einer Sterilbank.

Uber den Kanal (1) wurde das Ol-Stabilisator-Gemisch injiziert, dabei wurde eine Flussrate von

1000 pL/h eingestellt. Die Zellsuspension mit 10° Zellen pro mL wurde iiber den Kanal (2)

zugegeben. Es wurde die Osteoblasten-Zelllinie MG-63 verwendet, die mit einem

griinfluoreszierenden Protein (GFP) markiert und von _ zu Verfiigung gestellt

wurde. Die Kultivierungs- und Wachstumsbedingungen der verwendeten Zelllinie sind dem
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Kapitel 7, Abschnitt 7.2.3, zu entnehmen. Die Vorgehensweise des Abldsens der Zellen und die
Herstellung der Zellsuspension sind in dem Protokoll im Anhang A, Abschnitt 11.4 vorzufinden. Die
Zugabe der beiden Makromonomere erfolgte {iber die Kanile (3) und (4). Sowohl die Zellsuspension
als auch die Polymer-Losungen wurden mit einer Flussrate von 50 uL/h zugegeben. Hierzu wurde
eine 10 wt%-ige Stern-PEG-Azid Losung hergestellt, in der 200 pg/mL Vaterit-Partikel suspendiert
und mittels Ultraschallbehandlung kurz homogenisiert wurden. Das PEG-DIC wurde als 18 wt%-ige
Losung eingesetzt. Damit es weder bei den Zellen noch bei den Vaterit-Partikeln zu einer
inhomogenen Verteilung in der Spritze kommt, wurde mit Hilfe eines Magnetriihrers eine
kontinuierliche und langsame Durchmischung geschaffen. Die Durchfithrung erfolgte unter sterilen
Bedingungen, wobei auf den Einsatz von sterilen Reagenzien und keimfreien ReaktionsgefaBien

besonders geachtet wurde.

10.7.2 Ergebnisse und Diskussion

Zunichst wurde in einem ersten Durchlauf der Mikrofluidik die Verkapselung der Vaterit-Partikel
getestet. Hierfiir wurde ein PDMS-Mikrokanal-System mit einem Durchmesser von 50 um an der
Kreuzungsstelle der Kanéle verwendet. Die Tropfenbildung wurde mit Hilfe eines Lichtmikroskops
verfolgt und es konnten homogene Emulsionstropfen, das sogenannte Mikrogel-Vorstufenfluid,
beobachtet werden (s. Abb. 10.34a). Die lichtmikroskopische Aufnahme in Abb. 10.34b zeigt die

Vaterit-beladenen Mikrogel-Kapseln nach der Polymerisation.

Abb. 10.34: Mikroskopische Aufnahmen der Verkapselung von Vaterit-Partikeln. (a) Lichtmikroskopische
Aufnahmen wihrend des Mikrofluidik-Vorgangs, (b) lichtmikroskopische Aufnahmen polymerisierter
Kapseln und (¢) REM-Aufnahmen der getrockneten Mikrogel-Kapseln.

Fiir eine rasterelektronenmikroskopische (REM) Untersuchung wurden die Kapseln auf einen
Silicium-Trager pipettiert und an der Luft getrocknet. Die REM-Aufnahme aus Abb. 10.34¢ zeigt

die getrockneten Kapseln. Anhand einer Aufnahme mit hoherer VergroBBerung konnten ellipsoide
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Partikel innerhalb der Kapseln beobachtet werden. Diese Morphologie ist vermutlich auf die
Anwesenheit von Vaterit-Partikel zuriickzufiihren. Dies ist ein erster Hinweis, dass die Verkapselung

der Vaterit-Partikel zu monodispersen Mikrogel-Kapseln erfolgreich war.

Vor Beginn der Verkapselung der Zellen, wurden die eingesetzten Makromonomere auf die Zell-
Biokompatibilitdt mit der verwendeten Osteoblasten-Zelllinie MG-63 getestet. Die Vorgehensweise
verlief analog zu der Vorgehensweise in Kapitel 7, Abschnitt 7.2.3 beschrieben. Die Vitalitit und
Proliferation der Zellen in Anwesenheit von 500 pg/mL Makromonomer wurde iiber einen Zeitraum
von 24 und 72 Stunden mittels Fluoreszenzmikroskopie verfolgt. Die mikroskopischen Aufnahmen
sind in Abb. 10.35 dargestellt. Vergleichbar zu den unbehandelten Zellen (Kontrolle) konnte, in
Anwesenheit der geldosten Makromonomere, eine vitale Morphologie und eine physiologische

Proliferation der Zellen beobachtet werden.

Kontrolle (MG-63) + 500 pg/mL Stern-PEG-Azid + 500 pyg/mL PEG-DIC

Abb. 10.35: Zell-Biokompatibilitit der Makromonomere, Stern-PEG-Azid und PEG-DIC, getestet an der
Osteoblasten-Zelllinie MG-63 in einem Zeitraum von 24 h und 72 h. Vitale Zellen wurden mit dem
membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Malistab entspricht in allen
Abbildungen einer Lange von 100 pm.

Im Anschluss wurde die Zell-Biokompatibilitit der synthetisierten Vaterit-beladenen Mikrogel-
Kapseln auf die MG-63 Zellen iiber einen Zeitraum von 24 Stunden und 4 Tagen untersucht. Die
Vorgehensweise verlief wie bei den Hydrogelen in Abschnitt 10.2.3. Anhand der mikroskopischen
Aufnahmen aus Abb. 10.36 kann auf eine vitale Morphologie und Proliferation der Zellen in

Anwesenheit der Vaterit-beladenen Mikrogel-Kapseln geschlossen werden.
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Abb. 10.36: Zell-Biokompatibilitit der Vaterit-beladenen Mikrogel-Kapseln getestet an der Osteoblasten-
Zelllinie MG-63 in einem Zeitraum von (a) 24 h und (b) 4 Tage. Vitale Zellen wurden mit dem
membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. (al), (b1) sind Fluoreszenz-Aufnahmen
und (a2), (a3), (b2) sind Phasenkontrast-Aufnahmen. Der Malstab entspricht in allen Abbildungen einer Lénge
von 100 pm.

Da die Durchfiihrung der Mikrofluidik bei Raumtemperatur und Umgebungsbedingungen und
nicht unter Kultivierungsbedingungen (d.h. bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, Gehalt)
stattfand, wurde noch weitere Kontrollen durchgefiihrt. Zunédchst wurde die Zellsuspension durch
das System mit einer Flussrate von 50 pL/h gepumpt (Test 1). Damit sollte gepriift werden, ob das
System ein Uberleben der Zellen garantiert. Im Anschluss wurden die Zellen in eine 24-Well
Zellkulturplatte ausgesit und bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, Gehalt kultiviert. Als
zweite Kontrolle wurde die eingesetzte Zellsuspension nach Beendung der Mikrofluidik (nach
~ 5 Stunden) ausgesit und kultiviert (Test 2). Dabei sollte der Effekt der Umgebungsbedingung auf
die Vitalitdt und Proliferation der Zellen {iber den Zeitraum der Durchfithrung untersucht werden.
Zum Vergleich wurde ein Teil der eingesetzten Zellsuspension unmittelbar nach dem Abldsen wieder
ausgesit und kultiviert (Kontrolle). Die Morphologie und Proliferation der Zellen wurde mittels
Fluoreszenzmikroskopie iiber einen Zeitraum von 48 Stunden und 6 Tagen verfolgt. Die
mikroskopischen Aufnahmen sind in Abb. 10.37 dargestellt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die
Zellen nach 48 Stunden Kultivierung sowohl bei dem Test 1 als auch bei dem Test 2 eine vitale und
adharente Morphologie aufwiesen, wie sie auch bei der Kontrolle beobachtet wurde. Im Vergleich
zu den Aufnahmen nach 48 Stunden konnte nach 6 Tagen bei allen untersuchten Zellen eine deutliche
Zunahme der Zellzahl und damit eine Proliferation der Zellen festgestellt werden. Hierbei ist zu
beachten, dass bei den Tests 1 und 2 sowie der Kontrolle vermutlich keine identischen Zellzahlen
ausgesit wurden. Dies ist damit zu begriinden, dass es zu Anhaftungen der Zellen innerhalb des
Mikrofluidik-Systems kommen kann. Hierfiir stehen noch weitere Untersuchungen aus. Dennoch

wurde mit diesen Kontroll-Untersuchungen gezeigt, dass die Zellen einerseits das Mikrofluidik-
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System {iiberleben und andererseits auch den Umgebungsbedingungen iiber den Zeitraum der

Durchfiihrung standhalten.

Kontrolle

Abb. 10.37: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der eingesetzten GFP-markierten MG-63 nach 48 h und
6 Tagen Kultivierung. (Kontrolle) ausgesite Zellen unmittelbar nach dem Abldsen, (Test 1) ausgesite Zellen
nachdem sie das Mikrokanal-System mit 50 pL/h passiert hatten und (Test 2) ausgesite Zellen nach 5 Stunden
bei Raumtemperatur und Umgebungsbedingungen. Der Malistab entspricht in allen Abbildungen einer Lénge
von 100 pm.

In Abb. 10.38 sind die Resultate des ersten Mikrofluidik-Experiments zur simultanen
Verkapselung von Zellen und Vaterit-Partikel zusammengestellt. Anhand der Phasenkontrast-
Aufnahmen konnten sowohl nach 24 Stunden (Abb. 10.38al) als auch nach 4 Tagen (Abb. 10.38b1)
Kultivierung in Zellkulturmedium stabile Mikrogel-Kapseln nachgewiesen werden. Mit Hilfe des
Fluoreszenzkanals wurde die Anwesenheit der GFP-markierten MG-63 Zellen untersucht. Hierbei
lieBBen sich griinfluoreszierende Zellen nach 24 Stunden (Abb. 10.38a2) und auch noch nach 4 Tagen
(Abb. 10.38b2) beobachten. Die Abb. 10.38a3 und b3 zeigen Uberlagerungen der Phasenkontrast-
und der Fluoreszenz-Aufnahmen. Aufgrund der unterschiedlichen Fokussierungsebenen der
dreidimensionalen Kapseln und der Zellen konnte nicht eindeutig festgestellt werden, ob sich die

beobachteten Zellen auch wirklich in den Mikrogel-Kapseln befanden.
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Abb. 10.38: Mikroskopische Aufnahmen der Vaterit-Partikel- und GFP-markierten MG-63-beladenen
Mikrogel-Kapseln nach (a) 24 h und (b) 4 Tagen Kultivierung im Zellkulturmedium. (al) (bl) sind
Phasenkontrast-Aufnahmen. (a2), (b2) sind Fluoreszenz-Aufnahmen und (a3), (b3) zeigen eine Uberlagerung
der Phasenkotrast und der Fluoreszenz-Aufnahmen. Der MafBistab entspricht in allen Abbildungen einer Lange
von 100 pm.

10.7.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die Grundidee Vaterit-Partikel zusammen mit vitalen Zellen in eine Hydrogel-Kapsel
einzubringen wird mit dem System der Mikrofluidik ermdglicht. Hierbei ist noch zu priifen, ob die
Vaterit-Partikel zunéchst phasenrein vorliegen und ob eine Umsetzung in das Knochenmineral auch
innerhalb der Mikrogel-Kapseln erfolgt. Ein Problem stellt das verwendete Ol-Stabilisator-Gemisch
dar, welches durch die Aufreinigung mit wiassrigem Zellkulturmedium nicht vollsténdig entfernt
werden konnte und als eine Art inerte Hiille um die Mikrokapseln verblieb. Diese Ol-basierte Hiille
unterbindet einen Austausch von Néhr- und Abfallstoffen zwischen dem Zellkulturmedium
auBerhalb und innerhalb der Mikrogel-Kapseln. Der Austausch ist allerdings fiir die Vitalitit und
Proliferation der Zell und auch fiir die Umsetzung der Vaterit-Partikel essentiell. Daher ist es von
groflem Interesse eine geeignetere nicht-mischbare Phase zu finden, die eine leichtere Aufreinigung
mit dem verwendeten Zellkulturmedium ermoglicht. Basierend auf diesen ersten Resultaten wird ein
umfassendes Gebiet erdffnet auf das mit zahlreichen weiterfithrenden Untersuchungen aufgebaut
werden kann. Beispielsweise (i) die Verwendung eines moglicherweise leichter zu entfernenden
Perfluorooctanol-basierten Ol-Stabilisator-Gemischs, (ii) die Umsetzung der Vaterit-Partikel
innerhalb der Mikrogel-Kapseln, (iii) die Varianz im Polymersystem durch den Einbau von
steuerbaren Einheiten (durch pH, Temperatur), um ein sensitive-abbaubares System zu schaffen
sowie (iv) intensive in vitro und in vivo Untersuchungen zur besseren Beurteilung der Interaktionen

zwischen Vaterit-Partikeln und Zellen in einer Hydrogel-Matrix.
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Anhang A

11.1 Geritedetails und Messparameter

Festkorper-Kernmagnetresonanz-Spektroskopie

Die Messungen aller Festkorper-NMR-Experimente (ssSNMR: solid state nuclear magnetic
resonance spectroscopy) wurden an einem Bruker Avance DSX 400 NMR Spektrometer mit einer
3'P-Frequenz von 161,87 MHz durchgefiihrt. Es wurde ein Bruker Doppelresonanz-Messkopf
verwendet, der mit 2,5 mm Durchmesser groBen Rotoren betrieben wurde. Die Einzelpuls-
Anregungsexperimente (single pulse, SP) wurden mit einer Rotationsdrehzahl von 20kHz MAS
(magic angle spinning) und mit einem 90 ° Puls, mit einer jeweiligen Lange von 4 ps und einer
Wiederholungszeit von 600 s vermessen, um eine vollstdndige Relaxation zu gewihrleisten. Die
chemischen Verschiebungen der >'P-NMR-Messung wurden auf den externen Standard NH4H,PO;
bei 0,9 ppm kalibriert.

Die Messungen wurden von _, an der JGU Mainz, durchgefiihrt. Die

Auswertung, Interpretation und Darstellung der Ergebnisse erfolgte selbststindig in Riicksprache mit

_. Die Spektren wurden mit Hilfe der Programme Mestrenova 10.0.1,

1D-WIN-NMR (Bruker) und Origin 7 ausgewertet und dargestellt.

Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskopie

Die Messungen wurde mit einem invertierten Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop vom
Model Keyence BZ-9000E (Biorevo) der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. durchgefiihrt.

Alle Messungen wurden sowohl selbststandig durchgefiihrt, als auch analysiert, interpretiert und

prasentiert.

Infrarot-Spektroskopie

Die Fourier-Transformation Infrarot (FT-IR) -Spektroskopie erfolgte an einem Nicolet iS10
FT-IR Spektrometer mit Platinum-ATR (ATR: attenuated total reflection, abgeschwichte
Totalreflexion) der Firma Thermo Scientific. Die Spektren wurden in einem Bereich von 4000 cm™
bis 650 cm™ mit jeweils 16 Scans und einer Auflosung von 4 cm™ aufgenommen. Spektren in einem
Bereich von 4000 cm™ bis 400 cm™ wurden mit jeweils 16 Scans und einer Auflosung von 4 cm™ an

einem TENSOR 27 FT-IR Spektrometer mit Platinum-ATR der Firma Bruker aufgenommen. Die
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Proben wurden im getrockneten bzw. im gefriergetrockneten Zustand vermessen. Alle FT-IR
Spektren wurden mit Hilfe des Programms Origin 7 dargestellt.
Alle Messungen wurden sowohl selbststidndig durchgefiihrt, als auch analysiert, interpretiert und

présentiert.

Mikroplatten Reader

Die Auswertungen der Zytotoxizitéits-Tests und der Zelladhdsionsmolekiil-Enzym-Immun-Assay
erfolgten durch Absorptionsmessungen an einem Tecan GENios Mircoplate Reader der Firma Tecan
Trading AG.

Wenn nicht anders beschrieben, wurden alle Messungen sowohl selbststindig durchgefiihrt, als

auch analysiert, interpretiert und prasentiert.

Millipore Anlage
Wenn nicht abweichend beschrieben, wurden alle Reaktionen im wissrigen Medium mit Wasser

aus einer Millipore Anlage Synergy 185 (R = 18,2 MQ-cm bei 25°C) durchgefiihrt.

Raman-Spektroskopie

Die Messungen erfolgten an einem Horiba Jobin Yvon LabRAM HR (High Resolution) 800
Spektrometer mit einem Si-basierten Charge-Coupled Device (CCD)-Detektor (Peltier-gekiihlt),
einem integrierten Olympus BX41 Lichtmikroskop und einer automatisiert ausgestatteten
x-y-Biihne. Die Spektren wurden im Bereich von 1600 cm bis 150 cm™ aufgenommen. Die
getrockneten Partikel oder gefriergetrockneten Hydrogele wurden auf einen Glastriager gegeben und
mit einer 50-fachen VergroBerung, einer Spaltbreite von 100 um und einer Laserspot-Grofle von
2 x 2 um vermessen. Es wurde mit einem frequenzverdoppelten Nd-YAG-Laser (A = 632,817 nm)
jeweils zwei Mal gemessen. Alle Raman-Spektren wurden mit Hilfe des Programms Origin 7
dargestellt.

Alle Messungen wurden sowohl selbststdndig durchgefiihrt, als auch analysiert, interpretiert und

prasentiert.

Rasterelektronenmikroskopie (REM) und Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDS)

Die Messungen der Rasterelektronenmikroskopie (REM, SEM: scanning electron microscopy)
wurden mit einem Nova NanoSEM 630 der Firma FEI durchgefiihrt. Dabei wurde im Hochvakuum
mit einer Beschleunigungsspannung von 10 kV, einem Arbeitsabstand von 4 mm bis 7 mm und
einem vCD (low voltage high contrast detector) Detektor, als Sekundirelektronendetektor zur
Bildgebung, gearbeitet.

Die REM-Aufnahmen aus Kapitel 9, aufgenommen Von_ am MIPP in Mainz in der
Arbeitsgruppe von _, erfolgten an einem LEO Gemini 1530
Rasterelektronenmikroskop der Firma Zeiss. Dabei wurde im Hochvakuum mit einer
Beschleunigungsspannung von 3 kV, einem Arbeitsabstand von 1,5 mm bis 1,7 mm und einem Inlens

Detektor, als Sekundirelektronendetektor zur Bildgebung, gearbeitet.
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Zur Messung wurden die hergestellten Partikel in Ethanol suspendiert, 9 pL auf einen Silicium-
Wafer aufgetragen und luftgetrocknet. Der Silicium-Wafer wurde auf einem leitenden Kohlenstoff-
Pad fixiert. Die Hydrogele wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren, sofort in kleine Stiicke
zerbrochen, gefriertrocknet und auf einem leitenden Kohlenstoff-Pad aufgetragen. Diese
Probenprédparation war notig, um die natiirliche Morphologie der gequollenen Hydrogele zu
bewahren. Zur verbesserten Leitfahigkeit wurden alle untersuchten Proben mit Hilfe einer MED020
Kleinbedampfungsanlage der Firma Bal-Tec mit Gold in einer Schichtdicke von 7,5 nm gesputtert.

An ausgewdhlten Proben wurde eine Elementanalyse mittels energiedispersiver
Rontgenspektroskopie (EDS, EDX: energy disperive x-ray spectroscopy) mit einem EDAX-Genesis
Detektor durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Beschleunigungsspannung von 30 kV angelegt. Die
Proben fiir die EDX-Analyse wurden mit Silber in einer Schichtdicke von 7,5 nm gesputtert.

Alle Messungen wurden sowohl selbststdndig durchgefiihrt, als auch analysiert, interpretiert und

prasentiert.

Rasterelektronenmikroskopie (REM) mit fokussiertem lonenstrahl (FIB, focused ion beam)

Mit Hilfe eines Nova 600 Nanolab der Firma FEI wurde eine Lamelle fiir die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) durch einen fokussierten Ionenstrahl prapariert. Als
Ionenquelle diente eine Fliissigmetall-Ionen-Quelle mit Gallium-Ionen. Die Zweistrahl- (dual beam)
Anlage ermdglichte das simultane Abbilden und Bearbeiten einer Probe. Zur Messung wurden die
hergestellten Partikel in Ethanol suspendiert, 9 pL auf einen Silicium-Wafer aufgetragen und
luftgetrocknet. Die Préaparation der Lamelle lief in folgenden Schritten ab: (i) Auftragen einer FIB-
induzierten, lokalen Platin (Pt) —Beschichtung von 12 x 2 x 1 pm als Schutzschicht bei 30 kV und
50 pA, (ii) Schneiden von zwei Griaben beiderseits der Lamelle bei 30 kV und 3 nA, (iii)
Freischneiden und Herausheben der Lamelle mit einem Nanomanipulator der Firma Omniprobe, (iv)
Transfer der Lamelle zu einem Kohlenstoff beschichteten Kupfernetz und Fixierung mittels FIB-
induzierter Pt-Beschichtung. Im Anschluss erfolgte eine schrittweise Ausdiinnung der Lamelle mit
1 nA, 0,5 nA und 0,1 nA bei 30 kV bis zu einer Enddicke von ca. 50 nm.

Die Priparation der TEM-Lamelle wurde von _, am MPIP in Mainz im Arbeitskreis

o —

Rontgendiffraktometrie (XRD, X-ray diffraction)

Die Messungen der Rontgendiffraktometrie erfolgten an einem Bruker AXS D8 Discover
7-Kreis-Diffraktometer mit einem 2D HiStar Flachendetektor. Als Rontgenquelle wurde eine
Cu-Anode mit K,-Strahlung (A = 1.5405 A) und einem Graphit- Monochromator verwendet.
Einzelaufnahmen wurden in 10° Schritten im 26 Bereich von 10° bis 80° (Detektorabstand von
150 mm, Offnungswinkel Detektor A(26) = 35°) mit 600 s pro Aufnahme gemessen. Die Partikel-
Proben wurden in Form eines Pulvers auf einen Glastridger durch leichtes Anpressen aufgetragen.

Die Analyse der Hydrogele erfolgte in Form eines Presslings. Dazu wurden die gefriergetrockneten
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Hydrogel-Stiicke bei einem Druck von 5 bar fiir etwa 30 min gepresst und an drei unterschiedlichen
Stellen vermessen.

Die Rontgenbeugungsmuster der einzelnen Aufnahmen wurden mit der AXS GADDS Software
Version 4.1.X.X (Bruker) integriert und mit Diffracplus Basic EVA 13 Release 2007 (Bruker)
zusammengefiigt.

Die quantitativen Phasenanalysen erfolgten mittels Vollprofilanpassung unter Verwendung des
fundamentalen Parameter-Ansatzes, entsprechend der Implementierung aus TOPAS Academic
Version 5 und Version 6.1 In diesem Ansatz ergeben sich die Reflexprofile aus der Faltung der
jeweiligen Beitrdage des Diffraktometers mit den Beitrdgen der Probe. Letztere sind die Ausdehnung
der kohdrent streuenden Volumina und ggf. interne Spannungen. In Tab. 11.1 sind die

nachgewiesenen Verbindungen mit den verwendeten Strukturmodellen aufgefiihrt.

Tab. 11.1: Angabe der verwendeten Strukturmodelle fiir die quantitative Phasenanalyse der XRD-Daten von
Vaterit, Calcit und Hydroxylapatit.

Verbindung Strukturmodell nach
Vaterit (CaCOs) Mugnaioli ef al.®
Calcit (CaCOs) Chessin et al.?”
Hydroxylapatit (Cas(PO4);OH) Wilson et al.!"”"!

Bei kleinen und zugleich anisotropen Kristallitausdehnungen treten richtungsabhingig
unterschiedlich breite Reflexprofile auf. Diese konnen mittels einer quadratischen Form oder
Kugelflichenfunktionen =~ modelliert =~ werden. = Wihrend die  Modellierung  mittels
Kugelflachenfunktionen, insbesondere bei hoheren Ordnungen, in der Regel bessere Modellierungen
ermdglicht, sind die Parameter der Modellierung mittels quadratischer Form einfach in realistische
Kristallitausdehnungen zu iibersetzen. Soweit nicht anders aufgefiihrt, wurde der Ansatz mittels
quadratischer Form gewdhlt. Die Modellierung der Streukurve des amorphen Hydroxylapatits

170]

erfolgte anhand des Strukturmodells von kristallinem Hydroxylapatit'” unter Vorgabe einer sehr

geringen Kristallitausdehnung von 3 nm. In Ermangelung der Strukturmodelle amorpher Phasen hat

sich dieser Ansatz in der Vergangenheit bewihrt.>***7)

Die Messungen wurden Von_, an der JGU Mainz im Arbeitskreis Von-
_, ausgefiithrt. Die Analysen, Interpretationen und Prisentationen der Rontgen-
Pulverdiffraktogramme erfolgte mit Hilfe der PDF-2 Datenbank (JCPDS — International Centre for

Diffraction Data) unter Verwendung von AXS EVA 10.0 Rev. 1 und wurden selbststindig
durchgefiihrt. Die quantitativen Phasenanalysen erfolgten durch _, an der JGU

Main im Arbeisires vor

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
Die Messungen wurden, mit einem EM 420 der Firma Philips oder einem Tecnai G2 Spirit Twin

der Firma FEI mit einer Beschleunigungsspannung von 120 kV. Eine Lanthanhexaborid-Kathode
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diente als Elektronenquelle und die Bildaufnahme erfolgte mit einer Slow-Scan CCD-Kamera
(1k x 1k) bzw. mit einer 2k x 2k CCD-Kamera. Die Groenbestimmung der Partikel erfolgte unter
Verwendung der Grafiksoftware ImagelJ. Die hergestellten Partikel wurden in Ethanol suspendiert,
6 ul der Suspension auf ein mit Kohlenstoff beschichtetes Kupfernetz aufgetragen und
luftgetrocknet.

Alle Messungen wurden, wenn nicht explizit beschrieben, selbststindig durchgefiihrt, analysiert,

interpretiert und priasentiert.

(Raster-) Transmissionselektronenmikroskop (TEM / STEM, scanning transmission electron
microscope)

Die Messungen wurden an einem Tecnai F20 Transmissionselektronenmikroskop (TEM) der
Firma FEI mit einer Beschleunigungsspannung von 200 kV und einer Auflésung von 0,24 nm
durchgefiihrt. Eine Schottky field emission gun (FEG) diente als Elektronenquelle und die
Bildaufnahme erfolgte mit einer 2k CCD-Kamera. Dunkelfeldbilder wurden mit der STEM Technik
und einem HAADF (high-angle annular dark field) -Detektor aufgenommen. Elementanalysen
erfolgten im STEM Modus mittels energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX, energy
dispersive X-ray spectroscopy) mit einem EDAX-Detektor und durch
Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS, electron energy loss spectroscopy) mit einer post
column Gatan Tridem Kamera.

Die Messungen wurden von _, am MPIP in Mainz unter der Projektleitung von

-

Ultraschallbad-Ger:iit
Fiir die Nanopartikel-Synthesen wurde mit einem Ultraschallbad-Reinigungsgerdt Emmi 40HC
der Firma EMAG-Technologies mit einer maximalen Ultraschall-Leistung von 250 W und einer

Frequenz von 45 kHz gearbeitet.

Zellzihler-Ger:iit
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde mit einem CASY® Model TTC der Firma Schirfe-System
GmbH hearbeitet.

Die Messungen wurden selbststindig durchgefiihrt und ausgewertet.
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11.2 Erginzungen zu den Ergebnissen der quantitativen Phasenanalyse

In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse aus der quantitativen Phasenanalyse der

Rontgendiffraktometrie der synthetisierten Vaterit Nanopartikel, aus Abschnitt 7.3.1, im Detail

aufgelistet.

Tab. 11.2: Detailierte Angaben zu den Ergebnissen der quantitativen Phasenanalyse der synthetisierten Vaterit
Nanopartikel, mittels Vollprofilanpassung nach Mugnaioli et al.”*! unter Verwendung des fundamentalen

Parameter-Ansatzes entsprechend der Implementierung aus TOPAS Academic Version 6.

Diffractometer
Sample preparation
Measuring mode
Wavelength
Measuring range
Temperature / K
Profile Fit
Background
Profile function

Program
Total No. of Parameters /
Background
R
GoF
DW
Biso (overall)
CaCO; — Vaterite
Space group
Cell parameters / A

Crystallite size / nm
Mass fraction /%wt.

Bruker AXS D8 Discover with HiStar
On a glass substrate by gently pressing
Reflection
CuKa (graphite monochromatized)
10<20/°<79.9; 0.71<Q /A" <523
298K
Rietveld refinement according to reported crystal structure models
Chebyshev
Fundamental Parameters Approach, crystallite size anisotropy modeled in
quadratic correction
TOPAS Academic V6
21/10

4.14
0.39
0.13

3.1(1)

C-1

a=12.352(3)

b=7.1652)

¢ = 25.742(5)

B=99.01(3)°
39(1)
100
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In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse der quantitativen Phasenanalyse der
Rontgendiffraktometrie der SBF-Inkubationen von Vaterit Nanopartikel, aus Abschnitt 8.3.1 im

Detail aufgelistet.

Tab. 11.3: Detailierte Angaben zu den Ergebnissen der quantitativen Phasenanalyse der SBF-Inkubation von
Vaterit Nanopartikel, mittels Vollprofilanpassung unter Verwendung des fundamentalen Parameter-Ansatzes,
entsprechend der Implementierung aus TOPAS Academic Version 5.

V-NP in SBF V-NP in SBF V-NP in SBF
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, after24h  afterd8h  after72h |
Diffractometer Bruker AXS D8 Discover with HiStar
Sample preparation On a glass substrate by gently pressing
Measuring mode Reflection
Wavelength CuKa (graphite monochromatized)
Measuring range 5.7<20/°<86.6; 048<Q/A'1<559
Temperature /K 298K
Profile Fit Rietveld refinement according to reported crystal structure models
Background Chebyshev
Profile function Fundamental Parameters Approach, crystallite size anisotropy modeled in quadratic
correction
Program TOPAS Academic V5
Total No. of Parameters / 30/12 30/12 30/12
Background
Ry 5.36 6.05 4.56
GoF 0.68 0.77 0.59
DW 0.07 0.05 0.08
| Biso(overall) | L200) L35®)
CaCO; — Calcite
Space group R-3c
Cell parameters /A a=4.996(2) a=4.996(2) a=4.995(2)
c=17.042(8 c=17.047(9) ¢ =17.051(8)
Crystallite size / nm 55(4) 51 (3) 44(2)
| Mass fraction /%wt. | Lo 223) 2
CaCO; — Vaterite
Space group C-1
Cell parameters /A a=12.359(1) a=12.370(2) a=12.359(2)
b =7.1684(6) b=7.1678(9) b=7.164(1)
c=25.722(1) ¢ =25.763(1) ¢ =25.704(2)
B =98.98(9)° B=99.47(1)° B =98.95(2)°
Crystallite size / nm 37(1) 39(1) 39(3)
| Mass fraction %wt. | 93.43) 8L6() 60.8(8)
Cas(PO4)3OH -
Hydroxyapatite
Space group P65/m
Cell parameters /A a=9.46(1) a=9.477(5) a=9.458(3)
c=6.935(5) c=6.892(2) c=6.884(1)
Crystallite size / nm 17(2) by 32(3) 15(1) by 30(1) 13(1) by 26(1)
Mass fraction /%wt. 4.7(3) 16.2(5) 36.2(8)
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11.3 Protokoll zur Isolation von HUVEC

Die in dieser Arbeit verwendeten primiren humanen Endothelzellen (HUVEC: human umbilical
vein endothelial cells) wurden aus gespendeten, frischen, humanen Nabelschniiren isoliert. Der
Transport und die kurzzeitige Lagerung der Nabelschniire erfolgte in einem
Nabelschnurtransportpuffer bei +4°C (Abb. 11.1a). Auf einer sterilen Unterlage wurden die
Nabelschnur von Blut- und Geweberesten befreit (Abb. 11.1b). Uber sterile Kaniilen wurde die
Nabelschnurvene mit Hepes-Puffer 1x (verdiinnt aus 10x Hepes-Puffer, Sigma Aldrich) gespiilt und
auf Durchlassigkeit und Dichtheit gepriift (Abb. 11.1c, d). Zum Abldsen der Endothelzellen wurde
die Vene mit 0,1% Collagenase (Worthington Biochemical Corporation) befiillt, die Kaniilen mit
Stopfen verschlossen und die Nabelschnur im Wérmeschrank bei 37 °C fiir 20 Minuten inkubiert
(Abb. 11.1e). Im Anschluss wurden die abgelosten Endothelzellen unter Verwendung von Medium
M199 (Sigma Aldrich) mit 20% FBS (Sigma Aldrich), 2 mM Glutamax [ und 100 U / 100 pg/mL
P/S (Gibco® Thermo Fisher Scientific) aus der Nabelschnurvene in ein 50 mL Zentrifugen-Réhrchen
iiberfiihrt (Abb. 11.1f) und bei 1200 U/min fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in frischem M199 Medium unter Zusatz von 25 pg/mL
ECGS (Becton Dickinson and Company) und 25 pg/mL Heparin Natrium-Salz (Sigma Aldrich)
resuspendiert und in eine mit 0,2% Gelatine (Sigma Aldrich) vorbehandelte T25-Zellkulturflasche
(Greiner bio-one Cellstar™) als Passage 0 (p0) ausgesit (Abb. 11.1g). Die Zellen wurden bei 37 °C,
95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel und die
Zellen wurden bis zur konfluenten Zellrasenbildung weiter kultiviert. Erst dann wurden die HUVEC
mittels 0,25% Trypsin/EDTA (Gibco® Thermo Fisher Scientific) abgeldst und im Verhiltnis 1:3 in

eine neue T75-Zellkulturflasche (Greiner bio-one Cellstar”) als Passage 1 (p1) ausgesit.

Abb. 11.1: Essentielle Isolationsschritte der HUVEC. (a) Transportgefil einer Nabelschnur im
Nabelschnurpuffer. (b) Humane Nabelschnur mit Blut- und Geweberesten. (c) Querschnitt einer Nabelschnur
mit Kaniile in der grolumigen Vene (vena umbilicalis). (d) Spiilen der Nabelschnur mit Hepes-Puffer und
Uberpriifung der Dichtheit, (e) Mit 0,1% Collagenase gefiillt Nabelschnur mit roten Verschlussstopfen und
blauen Nabelschnurklemmen. (f) Uberfilhrung der abgeldsten Zellen in ein Zentrifugen-Réhrchen mittels
Medium. (g) Aussaat der frisch isolierten HUVEC in eine mit 0,2% Gelatine beschichtete
T25-Zellkulturflasche.
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Optional erfolgte ein weiterer Passagier-Vorgang zu Passage 2 (p2) oder die Zellen wurden
bei -180°C gelagert (Kyokonservierung). In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich HUVEC der

Passage 2 (p2) verwendet, sodass sie sich im Experiment in Passage 3 (p3) befanden.

11.4 Protokoll zum Ablosen und Zihlen der Zellen

Das nachfolgende Protokoll wird am Beispiel einer T25 Zellkulturflasche (Greiner bio-one
Cellstar™) mit 25 cm® Wachstumsfliche beschrieben. Das Zellkultur-Medium wurde abgenommen,
die Zellen wurden mit 5 mL PBS (Sigma Aldrich) gewaschen und mit 1 mL 0,25% Trypsin/EDTA
(Gibco® Thermo Fisher Scientific) vollstindig bedeckt. Trypsin/EDTA wurde direkt nahezu
vollstdndig abgenommen und die Zellen zum Abldsen bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,
inkubiert. Eine Kontrolle des Ablosestadiums der Zellen erfolgte unter Zuhilfenahme eines
Lichtmikroskops, da die Ablosezeit von Zelltyp zu Zelltyp variiert. AnschlieBend wurden die Zellen
in 6 mL frischem Zellkultur-Medium resuspendiert. Optional wurden die Zellen nun fiir ein

Experiment ausgesit oder durch Aufteilen auf weitere Zellkulturflaschen in Kultur gehalten.

Zellzahl-Bestimmung

Die genaue Zellzahl wurde mit einem elektronischen Zellzéhler (s. Abschnitt 11.1) bestimmt.
Hierzu wurden 100 pL der Zell-Medium-Suspension in 10 mL einer isotonischen Losung (CASYton,
OMNI Life Science GmbH & Co. KG) gegeben und die Zellzahl pro mL vermessen. Durch

Multiplikation des Volumens, in dem die Zellen resuspendiert sind, wird die Gesamtzellzahl erhalten.
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11.5 Berechnungen aus den Untersuchungen der quantitativen *'P-

Festkorper-NMR-Spektroskopie

In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Berechnungen aus den Untersuchungen der
quantitativen °'P-Festkorper-NMR Spektroskopie zusammengestellt (vgl. Kapitel 8). Die Formeln
der Berechnungen sind im Anschluss an die Tabelle aufgefiihrt. Als Referenz wurde der kommerziell
erworbene Hydroxylapatit (HA, Cas(PO4);0H) von Sigma Aldrich mit einem Molekulargewicht von

502 g/mol verwendet.

Tab. 11.4: Berechnungen des absoluten Anteils an P-Atomen und den relativen Anteilen der PO, und CO5>
-Ionen in Hydroxylapatit (HA, Cas(PO4);OH) in den erhaltenen Feststoffen aus den Inkubationen in SBF und
PBS fiir 24, 48 und 72 Stunden bis 1, 3 und 6 Monaten (M). Mit dem kommerziell erworbenen HA als Referenz.
Die Flache* entspricht der Fliche unter dem Resonanzsignal im Bereich von 15 ppm bis -10 ppm und ist auf
eine RG (resiver gain) von 8192 normiert.

Bezeichnung Flache* Masse | Faktor | n (P) abs. Anzahl (P) rel. Anteil rel. Anteil
A m k Anteil in PO, in CO;% in
(P) | Cas(PO4);0H | Cas(PO,);0OH | Cas(PO,);0OH
/ mg / mmol /% /% /%
HA 2,85-10'" 19,2 1,0 0,207 100 3 56,8 0,0
kommerziell
SBF 24h | 6,07-10° | 11,3 1,7 0,075 | 362 1,1 20,6 22,9
SBF 48 h 7,12 -10° 8,2 2,3 0,121 58,5 1,8 33,2 14,9
SBF 72h | 7.80-10° | 6,3 3,1 0,173 | 83,5 2,5 47,4 5,9
SBF 1M | 833-10° | 64 30 | 0,181 | 87,7 2,6 49,8 4.4
SBF 3M | 729-10° | 5,5 35 01185 | 893 2,7 50,7 3.8
SBF 6M | 125-10" | 94 2,0 0,185 89,6 2,7 50,9 3,7
PBS 24h | 826-10° | 114 1,7 | 0,101 | 488 1,5 27,7 18,3
PBS 48h | 1,06-10" | 88 2,2 0,168 | 812 2,4 46,1 6,7
PBS 72h | 9,06-10° | 73 2,6 0,173 | 83,7 2,5 47,5 5,8
PBS 1M | 1,10-10" | 10,1 1,9 | 0,151 | 73, 2,2 41,5 9,6
PBS 3M | 1,17-10" | 10,7 1,8 0,153 | 73,8 2,2 41,9 9.4
PBS 6M | 1,24-10" | 114 1,7 0,152 | 734 2,2 41,7 9,5
Knochen 1,79 - 10" 14,1 1,4 0,177 85,7 2,6 48,7 5,1
Berechnung der Stoffmenge » an Phosphor in HA (kommerziell):
m
Taa = 1py 3 (11.1)

mit der eingewogenen Masse (m) und einem Molekulargewicht (M) von Phosphor (P) von

30,97 g/mol.

Berechnung der Stoffmenge n an Phosphor in den Feststoffen aus den Inkubationen in SBF und PBS

und in dem humanen Knochenmineral:

Nya

np = ——————
F AHA'AF'k

(11.2)

mit der Stoffmenge von Phosphor im kommerziell erworbenen HA (ng4), der Fliche unter dem
Resonanzsignal des kommerziell erworbenen HA (A4p4) und der Flache unter dem Resonanzsignal
der Feststoffe aus den Inkubationen in SBF und PBS (4p). Der Faktor k£ beriicksichtigte die

eingesetzte Probenmenge.
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Berechnung der Anzahl an P-Atomen in den Feststoffen aus den Inkubationen in SBF und PBS und

in dem humanen Knochenmineral:

Anzahl P =

(11.3)
Nya ™ Np

Berechnung des relativen Anteils (77) an PO, Ionen in Cas(PO,);OH:

_ Anzahl P - M(PO;")

= -1009 (11.4)
n M(HA) 00%

mit einem Molekulargewicht (M) der PO4> -Tonen von 95 g/mol und einem M des HA von 502 g/mol.

Berechnung des relativen Anteils (7) an CO;” Ionen in Cas(PO,);O0H:

_ Anzahl P- M(C0O3")

1000 (1L.5)
M(HA) 00%

n

mit einem Molekulargewicht (M) der CO5> -Ionen von 60 g/mol.
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11.6 Ergebnisse der Identifizierung von Serumproteinen mittels LC-MS

Die Identifizierung der Serumproteine des fetalen Rinderserums (FBS: fetal bovine serum)
erfolgte mit Hilfe der Fliissigkeitschromatographie gekoppelten Massenspektrometrie

LC-MS: liguid-chromatogrphy mass-spectrometry) nach Schéttler et al.!""" und wurde von
q grpny Y4 y

-, aus der Gruppe von _ unter Projektleitung von
_ am MPIP in Mainz durchgefiihrt.

Tab. 11.5: Liste der mittels LC-MS identifizierten und quantifizierten Serumproteine in FBS und der
adsorbierten Serumproteine der HA-Partikel aus der Synthese in PBS mit 10% FBS (FBS-HA). Die
Proteinmassen wurden anhand einer iiberpriiften Rinder Proteinsequenz Datenbank von UniProt*® bestimmt.

Anteil in fmol Anteil in %
Nummer Bezeichnung FBS FBS-HA | FBS FBS-HA
P12763 Alpha-2-HS-glycoprotein 90,29 206,32 | 19,33 33,21
P34955 Alpha-1-antiproteinase 40,49 48,73 8,67 7,84
P02769 Serum albumin 216,58 56,23 46,37 9,05
029443 Serotransferrin 29,10 28,02 6,23 4,51
P15497 Apolipoprotein A-1 8,83 37,34 1,89 6,01
Q3Y5Z3 Adiponectin 0,57 28,31 0,12 4,56
Q2UVX4 Complement C3 2,16 15,54 0,46 2,50
P02081 Hemoglobin fetal subunit beta 1,14 15,01 0,24 2,42
P50448 Factor Xlla inhibitor 0,28 13,84 0,06 2,23
QS5I13B1 Thyroxine 5-deiodinase 0,00 8,83 0,00 1,42
QIN2I2 Plasma serine protease inhibitor 0,18 11,55 0,04 1,86
QI17QL1 Glucosamine isomerase 2 0,00 9,23 0,00 1,49
095121 Pigment epithelium-factor 1 0,61 8,97 0,13 1,44
046375 Transthyretin 1,08 6,39 0,23 1,03
P81187 Complement factor B 0,45 7,15 0,10 1,15
Q037052 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 1,80 8,08 0,39 1,30
QO3MHNS Vitamin D-binding protein 7,52 6,94 1,61 1,12
Q7SIHI Alpha-2-macroglobulin 6,57 7,75 1,41 1,25
P41361 Antithrombin-111 0,64 4,79 0,14 0,77
035Xx14 Gelsolin 0,23 4,78 0,05 0,77
P68138 Actin, alpha skeletal muscle 0,00 4,09 0,00 0,66
QOVCMS Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 0,00 4,54 0,00 0,73
P01030 Complement C4 (Fragments) 0,26 3,87 0,06 0,62
QOP5F3 Protein lin-7 homolog C 0,00 3,69 0,00 0,59
P07589 Fibronectin 0,00 4,70 0,00 0,76
058D62 Fetuin-B 6,74 4,27 1,44 0,69
028178 Thrombospondin-1 0,00 3,31 0,00 0,53
P00978 Protein AMBP 1,74 3,63 0,37 0,58
P56652 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 0,48 2,72 0,10 0,44
P17690 Beta-2-glycoprotein 1 1,08 3,65 0,23 0,59
Q387257 Alpha-fetoprotein 3,44 2,40 0,74 0,39
QO3MHN?2 Complement component C9 0,00 2,49 0,00 0,40
Q32KY0 Apolipoprotein D 0,00 2,72 0,00 0,44
003247 Apolipoprotein E 0,00 2,34 0,00 0,38
P28800 Alpha-2-antiplasmin 0,71 2,43 0,15 0,39
P02453 Collagen alpha-1(1) chain 0,00 2,42 0,00 0,39
P20811 Calpastatin 0,00 1,95 0,00 0,31
028085 Complement factor H 0,00 2,65 0,00 0,43
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Q9TTEI;
P17697
P02676
P01966

03MHZ4
P00735
P60712
Q3SWWS8
028065
005443
P01044
029RQ1
A60PQ2
P06868
P35445
P62739
0387ZV7
02KIG3
029RH3
09TT36
02KJFI
P02584
A2I7N3
A2I7N2
P81644
03T043
Q08DB5
032C07

O3ZEJ6;A217NO
A2I7NI
P24627
029521
QSE9L4

AOJND2
03SZR3
A217M9
008D91
P01045

P63258:P60712
P06394

A2I7N1;A2I7N2

A7YWK3
058CQ9
028115
02KJ39
AIL595
Q2KITO
O2YDF2
O5XONS

Serpin A3-1
Clusterin
Fibrinogen beta chain
Hemoglobin subunit alpha
Transforming growth factor
Prothrombin
Actin, cytoplasmic 1
Thrombospondin-4
C4b-binding protein alpha chain
Lumican
Kininogen-1
Complement component C7
Serpin A3-8
Plasminogen
Cartilage oligomeric matrix protein
Actin, aortic smooth muscle
Hemopexin
Carboxypeptidase B2
Pyrophosphatase NUDTI2
Thyroxine-binding globulin
Alpha-1B-glycoprotein
Profilin-1
Serpin A3-7
Serpin A3-6
Apolipoprotein A-I1
Complement factor D
Syntaxin-5
Actin, alpha cardiac muscle 1
Serpin A3-3
Serpin A3-5
Lactotransferrin
Keratin, type II cytoskeletal 7
Apoptosis facilitator protein
Keratin, type II cytoskeletal 80
Alpha-1-acid glycoprotein
Serpin A3-2
Keratin, type Il cytoskeletal 75
Kininogen-2
Actin, cytoplasmic 2
Keratin, type I cytoskeletal 10
Serpin A3-5
Keratin, type Il cytoskeletal 73
Pantetheinase
Glial fibrillary acidic protein
Reticulocalbin-3
Keratin, type I cytoskeletal 17
Protein HP-20 homolog
Mediator of RNA polymerase I1
Keratin, type Il cytoskeletal 5

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,45
0,00
0,00
0,00
0,00
1,99
0,00
0,07
1,57
0,00
0,00
1,87
0,00
0,00
0,32
2,12
0,00
0,49
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
12,79
0,00
8,81
491
4,15
1,90
0,00
0,76
0,50
0,00
0,40
0,00
0,18
0,16
0,16
0,16
0,14
0,12
0,09

225
2,17
2,13
2,29
2,02
1,44
1,53
1,20
1,40
1,23
1,10
1,09
0,80
0,91
0,85
0,74
0,91
0,85
0,80
0,82
0,95
0,44
0,40
0,45
0,48
0,25
0,16
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,43
0,00
0,01
0,34
0,00
0,00
0,40
0,00
0,00
0,07
0,45
0,00
0,11
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,74
0,00
1,89
1,05
0,89
0,41
0,00
0,16
0,11
0,00
0,09
0,00
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02

0,36
0,35
0,34
0,37
0,32
0,23
0,25
0,19
0,22
0,20
0,18
0,18
0,13
0,15
0,14
0,12
0,15
0,14
0,13
0,13
0,15
0,07
0,06
0,07
0,08
0,04
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
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11.7 Kalibrierungen der Ca’* -Ionenselektiven Elektrode

Es wurden Standardldsungen mit einer definierten Ca®’-Konzentration von 0,25 mM, bis
1,25 mM in den entsprechenden Reaktionslosungen hergestellt und bei der entsprechenden
Temperatur vermessen. Die erhaltene Kalibrierkurve stellt den linearen Zusammenhang zwischen
gemessener Spannung U und dem Logarithmus der Ionenaktivitét a; dar. Die lonenaktivitét ist das
Produkt aus Ionenkonzentration und dem stoffspezifischen Aktivititskoeffizienten. Bei geringen
Ionenkonzentrationen ¢; ist der Aktivititskoeffizient 3 ~ 1 und die Ionenaktivitdt entspricht der

Ionenkonzentration.

a=c (11.6)
Die Spannung U ionenselektiver Elektroden ist abhingig von der Aktivitit a; der freien lonen und
wird durch der Nernst-Gleichung beschrieben.
2,303 -R-T
zi " F
Mit U, = Standardspannung der Messkette, R = ideale Gaskonstante (8,31441 JK'mol™),

U=U, + “loga; = Uy+ Uy - loga; (11.7)

T = absolute Temperatur, z; = Ladung des Messions i, F = Faraday Konstante (96484,56 Cmol™),
a; = Aktivitit des Messions und Uy = Nernst-Steilheit bzw. Elektrodensteilheit. Die
Elektrodensteilheit ist abhdngig von der Ladung des Ions und von der Temperatur.

Gemil Gleichung ( 11.6) gilt:

U= Uy+Uy-logc; (11.8)
Die Ergebnisse der Kalibrierungen in PBS bei 50 °C, in PBS bei 24 °C, in PBS mit 42 mM NaHCO;
und pH 7,4 bei 50 °C und in PBS mit 10% FBS bei 24 °C sind in Abb. 11.2 zusammengestellt.

(@) (b)
01 y=33,39%+ 0,05 104y =28,93x + 7,05
2 = 2=
(a) PBS, 50°C " R®=0,9973 s R*=0,9998 (a) PBS, 24°C
c/mMm log(c) U /mv . - c/mm log(c) U/mv
0,25 0,60 [ -1991 | E | E Ll 0,25 20,60 | -10,38
0,50 0,30 |-1052 |2 > 0,50 0,30 | -1,74
0,75 0,12 | -358 0,75 -0,12 3,65
1,00 0,00 | -012 159 59 1,00 -0,00 6,97
1,25 0,10 9,81
20 10
-0‘,6 -GI, 5 -0‘,4 -OI, 3 -0‘,2 -0‘,1 0, :O 0.7 -0‘,6 -0‘,5 -DI,A -OI‘ 3 -0‘,2 -OIJ DjO 0, :1 02
log(c) log(c)
(c) (d)
°1 y=30,85x-2,84 y = 16,48x + 8,61
R2=0,9978 1 R2=0,9938
(a) PBS,50°C -5 (a) PBS, 50 °C
c/mM log(c) U /mv 2 40 z c/mMm log(c) U /mv
0,25 0,60 | 2162 | 3 5 59 0,25 -0,60 -1,2
0,50 0,30 | -11,89 5 0,75 -0,12 6,0
0,75 0,12 | -631 1,25 0,10 10,6
1,00 0,00 | -327
-20 04
—0’.6 —0’.5 —0'.4 —0’.3 —0’.2 —0’.1 0?0 -0,7 70'.6 70"5 —0"4 70'.3 4]‘.2 r(l“1 070 0:1 02
log(c) log(c)

Abb. 11.2: Lineare Kalibrierkurven der Standardlésungen mit einer definierten Ca®'-Konzentration von
0,25 mM bis 1,25 mM in (a) PBS bei 50 °C, (b) PBS bei 24 °C, (c) PBS mit 42 mM NaHCO; und pH 7,4 bei
50 °C und (d) PBS mit FBS bei 24 °C.
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11.8 Synthesevorschrift und Charakterisierung der modifizierten

PEG-Makromonomere

Die Synthese und Charakterisierung der modifizierten PEG-Makromonomere wurde von

_, aus der Arbeitsgruppe von _ am Institut fiir Organische

Chemie der JGU Mainz, durchgefiihrt.

Die Synthese des PEG-acetal-DMA Makromonomers erfolgte nach der Vorschrift von
Pohlit et al®*). 1 mmol PEG8000 (Sigma Aldirch), 5 mmol 2-(Vinyloxy)-ethyl-methacrylat
(synthetisiert nach einer modifizierten Vorschrift von Vysotskaya et al**) und 0,1 mmol
para-Toluolsulfonsdure (Sima Aldrich) wurden in 5 mL Dichlormethan (Sigma Aldrich) gelost.
20 mg Hydrochinon (Acros) wurden als Radikalinhibitor hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde fiir 25 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieend mit 0,2 mmol Triethylamin
(Sigma Aldrich) gequentscht. Die Aufarbeitung erfolgte durch Ausschiitteln mit dem gleichen
Volumen von 1 mol/L Natronlauge (Sigma Aldrich). Die wéassrige Phase wurde zweimal mit dem
gleichen Volumen an Dichlormethan ausgeschiittelt. Nach Vereinigung der organischen Phase und
deren Trocknung mit Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.
Das Rohprodukt wurde in kaltem Ether gefillt mit zusidtzlichen 20 mg Hydrochinon als
Radikalinhibitor versetzt, bevor die vollstindige Trocknung im Hochvakuum erfolgte. PEG-
acetal-DMA wurde als farbloser Feststoff in quantitativer Ausbeute erhalten. Die Charakterisierung
erfolgte mittels 'H-Kernmagnetresonanz (NMR, engl. nuclear magnetic resonance) -Spektroskopie

und Gelpermeationschromatographie (GPC). Die Ergebnisse sind in Abb. 11.3 dargestellt.

(a) (b)
e ¢ ¢ GPC (Eluent: DMF, Kalibrierung: PEG, Detektor: RI
d d | d c f PEG-a-DMA
O~ e} A O~ € B
a)TC e e
a
Wasser
/chhlormethan //
b d
13 14 15 16 17 18 19 20 21
Elutionsvolumen / mL
f M_: 9140 gimal; D 1.13
Hydrochinon €
a; a b ¢ H
) i
@A 8 8 N a ] R S
70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10t 108
& (H)/ ppm Molekulargewicht (M) / g mol?

Abb. 11.3: Ergebnisse der chemischen Charakterisierung des PEG-a-DMA Makromonomers, mit n = 180. (a)
"H-NMR-Spektrum (400 MHz, CD,Cl,) 6 / ppm: = 1,33 (d, 6H, CH—CH3, J = 5.37 Hz), 1,92 (t, 6H, CH,=CR-
CH;), 3,30-3,85 (m, 847H, (O-CH,-CH,),), 4.23—4.25 (m, 4H, CH,-0—CO0), 4.76—4.78 (q, 2H, O,CH—CH};),
5.57 (d, 2H, CH,=CR-CHj;), 6.08 (d, 2H, CH,=CR-CH3;). Mit R ist der Rest des Molekiils gekennzeichnet.
Signale, die nicht zum Produkt gehdren: 6,92 ppm (Hydrochinon), 5,32 ppm Dichlormethan (Lésungsmittel),
1,74 ppm (Wasser, wurde durch Messung in deuteriertem Dimethylsulfoxid (DMSO) bestitigt. (b) GPC-
Elugramm mit einem berechneten zahlenmittleren Molekulargewicht (M,) von 9140 g/mol und einer
Polydispersitit (B) von 1,13.
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Das theoretisch berechnete Molekulargewicht des PEG-a-DMA Makromonomers betragt
8312 g/mol. Mittels '"H-NMR-Spektroskopie wurde ein Molekulargewicht von 9350 g/mol bestimmt.
Die GPC-Untersuchung ergab ein Molekulargewicht von 9140 g/mol mit einer Polydispersitit (D)
von 1,13. Beide Methoden liefern einen Wert des Molekulargewichts, der iiber dem theoretisch
erwarteten Wert von 8312 g/mol liegt. Dies liegt daran, dass bei der Reaktion ein geringer Anteil der
PEG-Molekiile umacetalisiert wurden und dadurch das Molekulargewicht verdoppelt wurde
(s. Reaktionsschema Abb. 11.4). Die hohermolekulare Schulter im Elugramm der
GPC-Untersuchung ist auf das Produkt der Umacetalisierung zuriickzufithren. Die
Molekulargewichte von 9350 g/mol und 9140 g/mol sind Mittelwerte aus dem erwarteten Produkt
(8312 g/mol) und dem umacetalisierten Produkt (16338 g/mol). Als geringfiigiges Nebenprodukt
liegt das umacetalisierte PEG-a-DMA Makromonomer vor wodurch die Verschiebung des

gemessenen Molekulargewichts von 8312 g/mol auf ~ 9200 g/mol resultiert.

)}(O\/\o oqodo/tmo{/v Ot?OH —

M = 8312 g/mol M = 8000 g/mol

)}O( O\/\oj\o/\%ov\tgj\o{’\/oij\m + Ho/\/ojo(g

M = 16182 g/mol M = 130 gfmol
/H(O\/\O A,{O\/ﬁo %\/Oi\/\OH + /\O/\/OWW/K —_—
© M = 16182 g/mol M =156 g/mol
)YOV\OJ\O/\%OAOJ\O{/\/OVOJ\O/\/O\H/K
(e} n-1 n-1 0
M = 16338 g/mol

Abb. 11.4: Reaktionsschema der Umacetalisierung und Funktionalisierung des PEG-a-DMA Makromonomers
mit einem theoretischen Molekulargewicht (M) von 8312 g/mol zum PEG-a-DMA Makromonomer mit einem
Molekulargewicht von 16338 g/mol. Mitn= 181.
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Die Synthese des PEG-DA Makromonomers erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Pohlit
et al.”®"1. 1,25 mmol PEG8000 (Sigma Aldrich) wurde in 20 mL Benzol (Sigma Aldrich) gelst und
im Hochvakuum getrocknet. Zuvor wurde das Wasser durch eine azeotrope Destillation des Benzols
entfernt. PEG und 500 mg Hydrochinon (Acros) wurden in Toluol (Sigma Aldrich) gelost. Es wurden
500 mg Candida antarctica Lipase B immobilisiert auf Immobead 150 (CALB, Sigma Aldrich) und
12,5 mmol Vinyl-acrylat (Tokyo Chemical Industry) hinzugefiigt und fiir 96 Stunden bei 50 °C zur
Reaktion gebracht. Im Anschluss wurde CALB durch Filtration entfernt und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte durch zweimalige
Ausfillung aus Methanol in eiskaltem Diethylether (Sigma Aldrich). Zusatzlich wurde das Produkt
mit etwa 0,1 mol% Hydrochinon versetzt und im Hochvakuum getrocknet. Es wurde PEG-DA als
farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 87% erhalten. Die Charakterisierung erfolgte mittels
'H-Kernmagnetresonanz (NMR, engl. nuclear magnetic resonance) -Spektroskopie und

Gelpermeationschromatographie (GPC). Die Ergebnisse sind in Abb. 11.5 dargestellt.

(a) (b)
GPC (Eluent: DMF, Kalibrierung: PEG, Detektor: Rl
\j’\ c q d b
a PEG-DA
S /\40\/}\ A0
b O 4l g nO c T]/\a
(0]
Benzol
A d
1.5 1.5 1A7 1‘5 19 20
Elutionsvolumen / mL
Hydrochinon ——— M : 8190 g/mol; O: 1.06
Wasser
l a,; b a, ¢ /
8 8 3 8 8 8 ®
=] SR o < ® ® .
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 10°
& (*H)/ ppm Molekulargewicht (M,) / g mol™

Abb. 11.5: Ergebnisse der chemischen Charakterisierung des PEG-DA Makromonomers, mit n = 179.
(a) "H-NMR-Spektrum (400 MHz, C¢Dg) 0 / ppm: = 3.31-3.67 (m, 761H, (O-CH,-CH,),), 4.16—4.19 (m, 4H,
CH,—0—CO), 5.25-5.28 (d, 2H, CH,=CH-R), 5.97—6.04 (dd, 2H, CH,=CH-R), 6.30-6.35 (d, 2H, CH,=CH-R).
Signale, die nicht zum Produkt gehoren: 7,01 ppm (Hydrochinon), 7,16 ppm Benzol (Losungsmittel), 1,62 ppm
(Wasser, wurde durch Messung in deuteriertem Dimethylsulfoxid (DMSO) bestitigt. (b) GPC-Elugramm mit
einem berechneten zahlenmittleren Molekulargewicht (Mn) von 8190 g/mol und einer Polydispersitit (D) von
1,06.

Das theoretisch berechnete Molekulargewicht des PEG-DA Makromonomers betrdgt 8126 g/mol.
Mittels 'H-NMR-Spektroskopie wurde ein Molekulargewicht von 8370 g/mol bestimmt. Die GPC-
Untersuchung ergab ein Molekulargewicht von 8190 g/mol mit einer Polydispersitédt (D) von 1,06.
Die Abweichungen zum theoretisch berechneten Molekulargewicht liegen im Bereich der

Messfehler.
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11.9 Resultate der PEG-DA Hydrogele

Aufgrund der vergleichbaren Ergebnisse der PEG-DA Hydrogele mit den PEG-a-DMA
Hydrogelen (s. Kapitel 10), bezogen auf den Einbau der Vaterit-Partikel, deren Umsetzung in einen
Knochen-dhnlichen Hydroxylapatit und der zellbiologischen Untersuchungen, werden die

Ergebnisse im Nachfolgenden kommentarlos aufgelistet.

30

] Quellgrad (Q)
25 Quellzeit / | 10%-iges HG ~ 10%-iges HG
1 Medium +1%V
9 20+ 6 h/SBF
© + +
E’) ; _/ 16,2+1,4 15,7+0,4
- P 24 h /SBF
Q
5 I:I 23,4+1,5 20,4+2,3
9 6h/PBs 16,6 £2,1 16,3+ 2,6
) 24 h / PBS
21,1+2,3 20,7+1,6
04 -

10%-iges HG 10%-iges HG
+1%V

Abb. 11.6: Resultate der Bestimmung des Quellgrades (Q) von 10%-igen PEG-DA Hydrogelen ohne (HG) und
mit 1% Vaterit-Partikeln (V) in SBF und PBS nach 6 und 24 Stunden. Graphische Darstellung (links) und
tabellarische Darstellung (rechts) der Mittelwerte mit Standardabweichung.

Abb. 11.7: REM-Aufnahmen der PEG-DA Hydrogele unmittelbar nach der Synthese im lyophilisierten
Zustand. (a) Hydrogel ohne Vaterit-Partikel, (b) Hydrogel mit Vaterit-Partikel.
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(b) SBF (a) PBS
= S
= o -«
e < S
< < < <
g I T n
\ (iii) HG + V (24h) 'an : (iii) HG + V (24h),
58 HG + V ( Oh) e’ HG +V ( Oh)
© ©
B B
c c
[0) [}
L= E (i) HG (24h)
i) HG (24h L
()HGE Oh; HG ( Oh)
(i) PEG-DA (iy PEG-DA
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Abb. 11.8: Pulverdiffraktogramme (i) des eingesetzten PEG-DA Makromonomers, der synthetisierten
Hydrogele (ii, rot) ohne und (iii, rot) mit Vaterit-Partikeln unmittelbar nach der Synthese (0 h) und nach 24 h
Inkubation der Hydrogele ohne (ii, schwarz) und mit Vaterit-Partikeln (iii, schwarz) in (a) SBF und (b) PBS.
Mit Kennzeichnung der Reflexe des Vaterits (V)™ und der beiden Reflexe des Hydroxylapatits (HA)!' 7",

(b) SBF (a) PBS

V4 (CO% )e— 2
vy (COs2)e—

(i) HG + V (24h) : 'y (i) HG + v (24h) s A
HG +V ( 0h) S i x| HG +V ( Oh) E‘)m /l\‘f
O Ay g %,
i g oF 2, ‘ &
’ ¥ = J 3 O
o = fx 3
[ ! L = o)
\ X . C
[ A ;“

Intensitat / a.u.
Intensitét / a.u.

(ii) HG (24h) (ii) HG (24h)
HG ( 0h) HG ( 0h)
(i) PEG-a-DMA (i) PEG-a-DMA
T IIIII L] T T T T T IIIII L) Ll T T T
30001800 1600 1400 1200 1000 800 30001800 1600 1400 1200 1000 800
Wellenzahl / cm Wellenzahl / cm

Abb. 11.9: IR-Spektren (i) des eingesetzten PEG-DA Makromonomers, der synthetisierten Hydrogele (ii, rot)
ohne und (iii, rot) mit Vaterit-Partikeln unmittelbar nach der Synthese (0 h) und nach 24 h Inkubation der
Hydrogele ohne (ii, schwarz) und mit Vaterit-Partikeln (iii, schwarz) in (a) SBF und (b) PBS. Mit
Kennzeichnung der Banden der Schwingungsmoden der CO;* -Gruppe des Vaterits!*” und der
asymmetrischen P-O Streckschwingung der PO, -Gruppe des Hydroxylapatits (HA)!?*'7",
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Abb. 11.10: Nachweis von E-Selektin durch Antikdrper-basierte Immunfluoreszenz-Fiarbung, getestet an
primiren humanen Endothelzellen (HUVEC). (a) Negativ-Kontrolle: unbehandelte HUVEC, (b) Positiv-
Kontrolle 1: mit 0,1 pg/mL LPS stimulierten HUVEC, (c) Positiv-Kontrolle 2: mit 1,0 pg/mL LPS stimulierten
HUVEC, (d) mit 50 ug/mL PEG-DA Makromonomer, (¢) mit 100 pg/mL PEG-DA Makromonomer und (f)
mit 500 pg/mL PEG-DA Makromonomer stimulierten HUVEC. Die Zellkerne wurden mit Hochst Dye 33342
angefarbt und E-Selektin mittels Antikdrperfarbung griin markiert.

Kontrolle (24 h) Kontrolle (7 d) + 500 pg/mL PEG-DA (24 h) + 500 pg/mL PEG-DA (7 d)

Abb. 11.11: Zell-Biokompatibilitdt von 500 pg/mL PEG-DA Makromonomer getestet an der Osteoblasten
Zelllinie MG-63, den primidren humanen Osteoblasten (pOB) und den priméren humanen Endothelzellen der
Nabelschnurvene (HUVEC) nach 24 h und 7 Tagen (d). Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen
Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM nachgewiesen. Der Mafstab entspricht in allen Abbildungen einer Linge
von 100 pm.
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Kontrolle auf HG+V

Abb. 11.12: Zelladhdrenz und Viabilitdt der Osteoblasten Zelllinie MG-63 und von primidren humanen
Osteoblasten (pOB) auf 10%-igen PEG-DA Hydrogelen ohne (HG) und mit 1% Vaterit-Partikeln (HG+V)
nach 7 Tagen. Vitale Zellen wurden mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Calcein AM
nachgewiesen. Der Mafistab entspricht in allen Abbildungen einer Lange von 300 pum.
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11.10 Synthesevorschrift und Charakterisierung des modifizierten

PMEP-Makromonomers und des verwendeten MEP Monomers

Die Synthese und Charakterisierung des modifizierten Polymethylethylenphosphate- (PMEP)
Makromonomers, sowie von dem verwendeten MEP-Monomer wurde Von_, aus der aus

der Arbeitsgruppe Von_ unter Projektleitung Von_

am MPIP in Mainz, durchgefiihrt.

11.10.1 2- Methoxy-1,3,2-dioxaphospholan-2-oxid (MEP) Monomer

0,35 mol 2-Chlor-1,3,2-dioxaphospholan-2-oxid (COP) (Sigma Aldrich) und 300 mL trockenes
Tetrahydrofuran (Fluka) wurden in einem ausgeheizten 1000 mL Dreihalskolben vorgelegt. Uber
einen Tropftrichter wurde eine Losung aus 0,35 mol trockenem Methanol (Fluka) und 0,35 mol
trockenem Triethylamin (Roth; getrocknet mit CaH,, destilliert und iiber einem Molsieb (4 A)
gelagert) bei -20 °C unter Argon Atmosphére zu der rithrenden COP Losung zugetropft. Das wihrend
der Reaktion entstandene Chlorwasserstoff fiel als Triethylammoniumchlorid aus. Die Reaktion
wurde iiber Nacht bei 4 °C geriihrt. AnschlieBend wurde das Triethylammoniumchlorid durch
Filtration entfernt und das Filtrat im Vakuum konzentriert. Der Riickstand wurde durch eine
fraktionierte Destillation aufgereinigt und das Produkt bei 89-97 °C und 0,001 mbar als klare,
farblose Fliissigkeit in einer 77%-igen Ausbeute gewonnen. Die Charakterisierung erfolgte mittels
'"H-Kernmagnetresonanz-und *'P-Kernmagnetresonanz- Spektroskopie. Die Ergebnisse sind in Abb.

11.13 dargestellt.

(a)
a a
/A
0. .0 Wasser
P. &
o 0
/
b b
a DMSO
I ) "
z 3
3 8
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Abb. 11.13: Ergebnisse der chemischen Charakterisierung des Monomers MEP. (a) 'H NMR-Spektrum (250
MHz, DMSO-d¢) 6 / ppm: = 4,52-4,33 (m, 4H, CH,-CH>), 3,71 (d, 3H, O-CHj3, J = 12.5 Hz). Signale, die nicht
zum Produkt gehdren: 3,92 ppm (Wasser), 2,50 ppm (Dimethylsulfoxid - DMSO) (Losungsmittel).
(b) *'P-NMR- Spektrum (121 MHz, DMSO-dg) d / ppm: 17,90.
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11.10.2 Polymethylethylenphosphate-Dimethacrylat (PMEP-DMA) Makromonomer

Die Polymerisation von MEP erfolgte nach einer modifizierten Vorschrift von Clément et al.**".

N-Cyclohexyl-N’-(3,5-bis(trifluormethyl)phenyl)-Thioharnstoff (TH) synthetisiert nach der

Vorschrift von Pratt et al.?™”

und PEG 400 (Sigma Aldrich) wurden vor Benutzung mit Benzol
(VWR) gefriergetrocknet. 1,37 mmol MEP Monomer, 13,73 mmol TH und 1,37 mmol PEG 400
wurden in ein 100 mL Schlenkkolben unter Rithren mittels Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Die
Konzentration des MEP Monomers wurde mit trockenem Dichlormethan (Fluka) auf eine
Konzentration von 4 mol/L eingestellt. Die Initiierung der Polymerisation erfolgte durch Zugabe von
13,73 mmol Diazabicycloundecen (Sigma Aldrich; destilliert und iiber einem Molsieb (4 A)
gelagert). Die Reaktion wurde nach einer Stunde durch Zugabe von 27,47 mmol
Methacrylsdure-2-isocyanatoethylester terminiert. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgte
durch zweimaliges Ausfillen aus Dichlormethan in eiskaltem Ethylacetat (Fluka) und anschlieBender
Fillung in Diethylether (VWR). Das Produkt wurde mit 0,067 mol% Hydrochinon (Acros) versetzt
in Wasser gelost und gefriergetrocknet. Es wurde PMEP-DMA als farblose, hochviskose Fliissigkeit
in einer Ausbeute von 65% erhalten. Die Charakterisierung erfolgte mittels 'H-Kernmagnetresonanz-
Spektroskopie und Gelpermeationschromatographie (GPC). Die Ergebnisse sind in Abb. 11.14

dargestellt.
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Abb. 11.14: Ergebnisse der chemischen Charakterisierung des Polymers PMEP-DMA. (a) '"H NMR-Spektrum
(300 MHz, CDCl3) 6 / ppm: = 6,12 (s, 2H, C=CH,), 5,59 (s, 2H, C=CH,), 4,38-4,14 (m, 339H, O-CH,-CH,-0)
3,89-3,74 (m, 240H, O-CH,), 3,67-3,60(m, 36H, (CH,-CH,-0O)s7), 1,95-1,91 (s, 6H, C-CH;). Signale, die nicht
zum Produkt gehdren: 7,26 ppm (Chloroform, Losungsmittel) 6,79 ppm (Hydrochinon), 3,53-3,40 ppm
(Diethylether), 2,05 ppm (Wasser), 1,25 ppm Diethylether. (b) GPC-Elugramm mit einem berechneten
zahlenmittleren Molekulargewicht (M,,) von 3649,62 g/mol und einer Polydispersitét (D) von 1,50.

11

227






Anhang B

12

Anhang B

12.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung
Abb. Abbildung
ACC Amorphes Calciumcarbonat
ACP Amorphes Calciumphosphat
ALP Alkalischen Phosphatase
AM Acetoxymethylester
AV Aspektverhiltnis
BMP Knochenmorphogenetisches Protein (engl. Bone morphogenetic protein)
BSA Rinder-Serumalbumin (engl. bovine serum albumin)
CAM-EIA Zelladdhsionsmolekiil - Enzym-Immun-Assay
(engl. cell adhesion molecule — enzyme immunoassay)
CaP Calciumphosphat
CDHA Calcium-defizitiarer Hydroxylapatit
D Polydispersitét
DCPA Dicalciumphosphat-Anhydrat
DCPD Dicalciumphosphat-Dihydrat
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
ECGS Endothelialer Wachstumsfaktor
(engl. endothelial growth factor supplement)
EDX Energiedispersive Rontgenspektroskopie
(engl. energy dispersive X-ray spectroscopy)
EG Ethylenglykol
EZM Extrazelluldre Matrix
FBS Fetales Rinderserum (engl. fetal bovine serum)
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FT Fouriertransformation

Gl Gleichung

GPC Gelpermeationschromatographie

HA Hydroxylapatit

HCA Carbonat-haltiger Hydroxylapatit (engl. Aydroxycarbonate apatite)
HG Hydrogel

HUVEC Humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene

(engl. human umbilical vein endothelial cells)

IR Infrarot

JGU Johannes Gutenberg-Universitit

KEM Knochenersatzmaterial

LC-MS Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (engl. liguid-

chromatography mass-spectrometry)

LDH Lactatdehydrogenase

LPS Lipopolysaccharid

LZ Lysierte Zellen

MCPA Monocalciumphosphat-Anhydrat

MCPM Monocalciumphosphat-Monohydrat

MEMa Minimum Essential Medium Alpha

MHC Monohydrocalcit

MPIP Max-Planck-Instituts fiir Polymerforschung

MSC Mesenchymale Stammzellen

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
2-(4- sulfophenyl)-2H-tetrazolium

MW Mittelwert

NMR Kernresonanz (engl. nuclear magnetic resonance)

NP Nanopartikel

ocCp Octacalciumphosphat

ODM Osteogenes Differenzierungs-Medium

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (engl. phosphate buffered saline)

PBSv 10-fach verdiinnte Phosphat-gepufferte Salzlosung

PEG Polyethylenglykol

PEG-DA Polyethylenglykol-Diacrylat

PEG-a-DMA Polyethylenglycol-acetal-Dimethacrylat

PES Phenazinethosulfat

pOB Primére Osteoblasten

P/S Penicillin / Streptomycin
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REM
RI
SBF
SD
SR
Tab.
TCP
TEM
TRIS
TTCP
U/min

Uz

V-NP

wt%

Rasterelektronenmikroskopie

Brechungsindex (engl. Refractive index)
simulierte Korperfliissigkeit (engl. simulated body fluid)
Standardabweichung (engl. standard deviation)
Quellverhiltnis (engl. swelling ratio)

Tabelle

Tricalciumphosphat
Transmissionselektronenmikroskopie
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tetracalciumphosphat

Umdrehungen pro Minute

Unbehandelte Zellen

Vaterit

Vaterit Nanopartikel

Gewichtsprozent (engl. weight percent)
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