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A. Einleitung 1

A.Einleitung

Die folgende Arbeit beschaftigt sich mit der Modifizierung vonmetalli schen Implantaten,
und damit einem Thema auf dem Gebiet der Biomaterialien. Zu Beginn sollen deshalb ei-
nige wichtige Definitionen und Konzepte sowie an kurzer historischer Abriss des noch

jungen Forschungsgebietes vorgestellt werden.

1 Definition und historische Entwicklung von Biomaterialien

Ein Biomateria ist definiert als jede pharmakologisch unwirksame Substanz oder eine
Kombination mehrerer Substanzen, nattirlichen oder kiinstlichen Ursprungs, die zetweilig
oder dauerhaft, eigensténdig oder als Tell eines Ganzen, jedwedes Gewebe, Organ ocder
jegliche Funktion des K 6rpers behandelt, verbesert oder ersetzt.!™

Obwohl der Ausdruck , Biomaterialien” erst etwa seit Ende der 60er Jahre verwendet wird,
begann ihr Einsatz entsprechend der obigen Definition bereits im Altertum. Von den Ro-
mern, den Chinesen und en Azteken ist die Verwendungvon Zahngdd bekannt und im
Laufe der Jahrhunderte wurde immer wieder der Einsatz von Glasaugen oder Holzzéhnen
schriftlich festgehalten. Eine grofere Bedeutung kekam das Gebiet aber erst mit der Ent-
wicklung von aseptischen Operationstechniken gegen Ende des 19. Jahrhunderts. Die Zeit
bis etwa 1940 war hauptsachlich von der Untersuchung \erschiedener Metalle und Legie-
rungen, de aus der technischen Entwicklung bekannt waren, gepragt. Mit dem Aufkom-
men der Kunststoffindustrie in den 30er Jahren er6ff nete sich ein ganz neues Feld potenti-
eller Materialien. Aufgrund gol¥er Fortschritte auf dem Gebiet der Operationstechniken
war in den 50 Jahren dann auch der Ersatz von Blutgefal3en oder Herzklappen moglich.

Als Beispiel fur die Verwendungvon Biomaterialien auf¥erhalb des Korpers ist noch de
Dialyse a1 rennen, de 1944 entwickelt wurde, und seit 1960 routinemaldig eingesetzt

wird.

Eine Zusammenstellung cer wichtigsten Biomaterialien und ihrer Einsatzgebiete ist in
Tabelle 1 gegeben.
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Tabelle1: Biomaterialien und ihre Anwendungsgebiete?

Anwendungsgebiet

Verwendete Materialien

Skelett
Gelenkersatz (Hufte, Knie)
Knochenplatten

K nochenzement

Reparatur von Knochendefekten
Kunstliche Sehnen und Béander

Zahnimplantate

Herz- Kreidaufsystem
Gefal3ersatz

Herzklappen

Katheter

Organersatz
Kunstliches Herz
Hautersatz

Kungtliche Niere (Dialyse)
Herz-Lungen-Maschine
Sinnesor gane
Innenohrschneckenersatz
Hornhaut

Kontaktlinsen
Hornhautbefestigung

Titan, Ti6Al4V, Edelstahl, Polyethylen (PE)
Edelstahl, Cobaltbasidegierungen
Poly(methylmethacrylat) (PMMA)
Hydroxylapaptit (HAP)

Teflon, Dacron

Titan, Aluminiumoxid, Calciumphasphat

Daaon, Teflon, Polyurethane (PU)
Modifiziertes Gewebe, Edelstahl, Kohlefaser
Silikon, Teflon, PU

PU

Silikon-K oll agen-K omposit
Cédlulose, Polyaaylnitril
Silikon

Platinel ektroden

PMMA, Silikon, Hydrogele
Silikon-Acrylate, Hydrogele
Kollagen, Hydrogele

Biokompatibili tat

Als Biokompatibilitat wird offiziell die Fahigkeit eines Materials bezachnet, eine ange-

messene K érperreaktion rech seiner Verwendung hervorzurufen ™

Die sehr allgemein gehaltene Definition kegrindet sich in der Vielzahl von Materialien
und Einsatzgebieten im Bereich der Biomateriaien, de a1 ganz unterschiedlichen Anfor-
derungen beziiglich der Biokompatibilitét fuhren. So dirfen z.B. kinstliche Blutgefalde

oder ale Oberflachen in einer Herz-Lungen-Maschine auf keinen Fall die Blutgerinnung

ausl6sen, ein kirstliches Huftgelenk dagegen muss vor allem in der Lage sein, gol3e me-

chanische Lasten zu tragen und dese auf den Knochen zu (bkertragen und bei einer Kon-
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taktlinse bzw. einer kinstlichen Hornhaut stehen de optischen Eigenschaften im Vorder-
grund.

Auf dem spezellen Gebiet der Implantate im Knochenkortakt existiert noch eine weitere

Unterteilung der Materidien in drei Klassen:
Biotoleranz

Wenn ein Implantat nicht vom Organismus aufgel 6st oder abgebaut werden kann, wird es
durch eine Wachgewebsschicht abgekapselt. Direkt nadh der Implantation lagern sich auf
der Oberflache korpereigene Serumproteine &, die wahrend der Adsorption eine Ande-
rungihrer Konformation kew. ihres Oxidationszustandes erfahren. Dies fuhrt zum Auftre-
ten inflammatorischer Regktionen und letztlich zu einer Distanzosteogenese. D.h. der Spalt
zwischen Knochen und Implantat wird vom Korper nicht durch neugebil deten Knochen

geschlosen. Als Beispiele sind hier Stahl oder Cobaltbasislegierungen zu nennen ®
Bioinertheit

Ein Implantat wird nicht mehr als koperfremd identifiziert, wenn de Serumproteine wah-
rend ihrer Adsorption keine Konformationsdnderung erfahren. Es werden keine Re&ktio-
nen im umliegenden Gewebe ausgel st und man spricht von einem bioinerten Material. Es
kommt zu punkformigen Verbindungen zwischen Metall und Knochen, einer sogenannten

Kontaktosteogenese. Beispiele fur metallische Biomaterialien sind her Titan und seine
Legierungen.®

Bioaktivitat

Bei manchen Werkstoffen kommt es zu einer direkten chemischen Verbindung zwischen
dem umliegenden Gewebe und der Implantatoberflache. Es entsteht eine zugfeste Verbin-
dung mit optimierten Integrationseigenschaften, eine sogenannte Verbundasteogenese.

Solche Materialien wie dwa Hydroxylapatit oder Kollagen werden daher als bioaktive
Substanzen bezeachnet.”

Der Einfluss der verschiedenen Materialeigenschaften auf das Einwacdhsverhalten eines
Implantates im Knochenkontakt ist nochmals zusammenfassend in Abbildung1 wiederge-

geben.
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Distanzosteogenese K ontaktosteogenese

Knochen Implantat

neugehildetes Gewebe

Narbengewebe Verbundosteogenese

direkter Implantat-K nochen-K ontakt

Abbildung 1: Distanz-, Kontakt- und Verbundosteogenese

2 Problemstellung

Es konrten bisher keine Implantatmaterialien mit bioaktiven Eigenschaften undzugleich
ausreichender biomechanischer Belastbarkeit fur die Frakturversorgung oder den Gelenk-
ersatz gefunden werden. Losungsansatize waren bisher vor alem die Herstellung von
Composit-Materialien aus metalli schem Implantat und einer Beschichtung aus Hydroxyl-
apatit. Durch de grof¥en Duktilit d&sunterschiede avischen metalli scher Unterlage und Be-
schichtungsmaterial kam es an mecdhanisch belasteten Stellen all erdings zu Rissil dungen

oder einem Versagen der Bindungzwischen Metall und K eramik.!

In der Frakturversorgungwird am haufigsten Edelstahl eingesetzt. Hier erfolgt der Korro-
sionshutz durch die Bildung einer chromreichen Oxidschicht auf der Oberfladche. Wird
diese, z.B. duch Risdiildung odr Kratzer verletzt, kann es zur Ausbildung von Lokalele-
menten urd verstarkter Korrosion durch Lochfral3 kommen.™ AuRerdem besteht die Ge-
fahr von all ergischen Re&ktionen auf die Legierungsbestandteile Nickel und Chrom. Zur
Verbeserung der Implantateigenschaften wurden deshalb Hartstoff beschichtungen aus
TiN oder diamant-ahnlichem Kohlenstoff aufgebracht.!®”? Aber auch hier besteht das Pro-
blem der harten und sproden Beschichtung auf einem duktilen, metalli schen Untergrund
und de Mdglichkeit der Abldsung der Schicht.
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3 Losungsansatze

3.1 Repassivierende Tantal/Tantaloxidschichten auf Edelstahloberflachen
Ein in der Abteilung fur Funktionswerkstoffe in der Medizin undZahnheilkunde der Uni-

versitat Wirzburg entwickeltes Verfahren zur Verbesserung der Korrosionseigenschaften
von Edelstahl basiert auf der Aufbringungeines Schichtsystems aus Tantal und Tantal-
oxid. Auch hier kann eine Risshildung aler Verletzung der Oxidschicht durch @ufere me-
chanische Einwirkung nicht verhindert werden. Im Gegensatz zum reinen Edelstahl kommt
es unter physiologischen Bedingungen aber zu einer sofortigen Repassvierung wnd einer
Wiederherstellung des Korrosionsschutzes. Das Konzept wird in Abbildung 2 nochmals
schematisch verdeutlicht. Die Wirksamkeit konrte durch Korrosionssrommessungen wah-
rend gezelter mechanischer Belastung duch einen 4-Punkt-Biegeversuch gezeigt wer-
den ®

Die in Wirzburg hergestellten Oberflachen werden in deser Arbeit entsprechend der im
folgenden Abschnitt vorgestellten Verfahren weiter modifiziert.

Riss Repassivierung

Ta-Oxid / \_/

Tantal

Implantiert

Stahl AISI 316L

Abbildung 2: Schematische Darstellung der repassivierenden Tantal/Tantaloxidschicht auf Edel-
stahl™®

3.2 Beschichtung von metallischen Implantatmaterialien mit einer kovalent
gebundenen, quervernetzten K ollagenschicht
Trotz ener Beschichtung durch Tantal besitzen weder Edelstahl noch die anderen gangi-

gen Implantatmetalle wie Reintitan sowie Titan- und Cobaltbasislegierungen de ge-
wunschte bioaktive Oberflache. In deser Arbeit soll deshalb eine Biologisierung cer Me-
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tall oberflachen durch die kovalente Anbindung einer quervernetzten Koll agenschicht un-
tersucht werden. Sie wird im Weiteren an einem Modell verschiedener Plattformen be-

schrieben.

3.2.1 DieWerkstoffplattform

Die in Abbildung3 schematisch dargestellte Wekstoff plattform besteht aus einem metal-
lischen Implantatmaterial, auf dessen Oberfladhe durch geagnete Verfahren ein Sil anhaft-
vermittler angebunden wird. Dabei ist sowohl das metalli sche Substratmaterial als auch
der Haftvermittler variabel und verschiedenen Anwendungen anzupassen. Wichtig ist in
allen Féllen das Vorhandensein von Hydroxylgruppen auf der Oberflache ds Grundvor-
aussetzung fur die Anbindung eines Haftvermittlers. Im ersten Teil dieser Arbeit soll nun
der Einfluss wohl verschiedener metalli scher Ausgangsmaterialien als auch urterschied-
licher oxidativer Vorbehandlungsschritte auf die Anbindung vonzwei Silanhaftvermittlern
bestimmt werden. Es werden Reintitan, zwei Titanlegierungen, de bereits erwahnte tanta-
lisierte Edelstahloberflache, eine Cobaltbasislegierung sowie ein aminofunktioneller und

ein isocyanathaltiger Haftvermittl er untersucht.

Abbildung 3: Werkstoffplattform aus metalli-
schem Implantat mit Hydroxylgruppen (—@) und
angebundenem Haftvermittler mit funktionellen
Gruppen (>-0-10).

3.2.2 Diebiologische Plattf orm

Die biologische Plattform besteht grundséizlich aus einer diinren Kollagenschicht. Um
eine ausreichende Stabilit & unter physiologischen Bedingungen zu gewdahrleisten, ist eine
zusatzli che chemische Quervernetzung duch gedgnete Verfahren nadwendig. Im zweiten
Teil dieser Arbeit sollen deshalb verschiedene Quervernetzungsmethoden etabliert und auf
unterschiedliche Koll agenarten angewendet werden. Es gilt, den Einflussder chemischen
Behandung auf chemische, physikalische, biochemische und hiologische Parameter zu

untersuchen. Getestet wurden zwei hoch fibrill &re Koll agene, ein 16sliches, niedermol eku-
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lares Kollagen, alle vom Typ I, urd ein stark hydrolysiertes Kollagen, d.h.Gelatine. Fir
die Quervernetzung standen ein wasserlddliches Carbodimid undGlutaraldehyd zur Ver-
fugung.Als nichtmetalli sche Kontroll oberflache diente Polystyrol (PS.

Abbildung 4: Biologische Plattform aus K ollagen- F
fasern (mmsmmmwm ) nach chemischer Quervernet- I‘ |'

zung (@) auf Polystyroal.

3U2E|1370]|0UOY

3.2.3 DieKombination beider Plattf ormen

Im letzten Teil der Arbeit sollen schliefdlich de beiden urabhangig von einander entwik-
kelten Plattformen kombiniert werden, um damit das gesteckte Ziel eines bioaktiven Im-
plantates zu erreichen. Dies erfolgt tber die gezielte kovalente Bindurg der quervernetzten
Kollagenschicht an de funktionellen Gruppen des Silanhaftvermittlers der Werkstoff platt-

form.

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des biologi-
sierten Implantates
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B. Grundlagen

Das folgende Kapitel behandelt die theoretischen Grundagen der in dieser Arbeit verwen-
deten Materiaien und Methoden. So werden in der Reihenfolge des in der Einleitung dar-
gestellten Schichtaufbaus die metallischen Implantatmaterialien, de Silanhaftvermittler,
das Kollagen undabschlieffend de Immobilisierung von Proteinen auf Oberflachen varge-
stellt.

1 Metallische |mplantatmaterialien® ™

In der Prothetik (Zahnimplantate, kunstl. Hiftgelenke) und der Frakturbehandung (Kno-
chenbriiche) sind metalli sche Implantate unentbehrlich. Durch ihre e@nzigartige Kombina-
tion aus Festigkeit und Elastizitdt sind sie in Bereichen mit hoher Zugspannungsbel astung
Kunststoffen oder keramischen Materialien weit Uberlegen. Ein groles Problem der Me-
talle waren immer die geringe Korrosionsbesténdigkeit und de damit verbundene
schledhte Biokompatibilit &. In den letzten 50Jahre wurden auf diesen Gebieten aber grole
Fortschritte gemadht.

1.1 Historische Entwicklung

Der erste schriftliche Hinwels auf die Verwendungvon Metall auf chirurgischem Gebiet
stammt aus dem Jahre 1565. Petronius empfahl die Verwendungvon Goldplatten fir die
Reparatur von Gaumenspalten. Die eigentliche Entwicklung der Metallimplantate begann
alerdings erst am Ende des 19. Jahrhunderts mit der Einfihrung steriler Arbeitstechniken,
die das Infektionsrisko bel Operationen stark verringerten, und mit der Entdedkung cer
Rontgenstrahlen. Es begann de Untersuchung urerschiedlicher Metalle und Legierungen
auf ihre biologische Vertraglichkeit und eine gezelte, interdisziplinare Materialentwick-

lungfir den medizinischen Bereich.

Ein chrondogischer Ablauf der Einfihrung verschiedener Metalle und Legierungen auf
medizinischem Gebiet ist in Tabelle 2 zu sehen.
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Tabelle 2: Metallein der Orthopadie™?
Metall/L egierung Jahr  Anwendung Eigenschaften/Probleme
Vanadium Stahl 1912 Knochenplatten Korrosion
gegossenes CoCrMo 1937 Zahnimplantate gute Vertraglichkeit
1938 Orthopadische Implantate gute Vertraglichkeit, Festigkeit
302 Eddl stahl 1938 Kochenplatten/-schrauben K orrosionsbestandigkeit
316 Edel stahl 1946 Implantate zur Frakturheilung bessre  Korrosionsbestandigkeit
und Festigkeit
Titan 1965 Huftimplantate Korrosionshestandigkeit, Biokom-
patibilitét
316. Edelstahl 1968 Implantate zur Frakturheilung weitere Verbessrung in Korrosi-
onsbesténdigkeit und Festigkeit
MP35N 1972 Huftimplantate hohe Festigkeit
Ti6Al4V 1974 Implantate zur Frakturheilung hohe Festigkeit, Biokompatibilitét
1976 Huftimplantate Festigkeit, Elastizitdtsmodul
geschmiedetes CoCrMo 1978 Huftimplantate hochste Dauerfestigkeit
22-13-5 Edelstahl 1981 Huftimplantate, Traumabehand- Festigkeit, schmiedbar

lung

Ti6AI7Nb 1982 Huftimplantate Festigkeit, Biokompatibilitat

1.2 Medanische Eigenschaften

Obwohl Metalle in vielen Bereichen Kunststoffen undKeramiken tberlegen sind, kénren
auch sie nicht alle geforderten Eigenschaften auf einmal besitzen. So wird die Zahigkeit
eines Materials hoher, wenn die Reil¥festigkeit geringer wird. Entsprechend verhdlt es sich
mit der Biegefestigkeit und der Verformbarkeit. Eine Bruchdehnurg kann kei sehr hoher
Biegefestigkeit fast ganz diminiert werden. Es gilt also, fir den jewelli gen Anwendungs-

zwe das entsprechende Material auszuwahlen.

Grundsétzlich kann man zwischen wenig belasteten Implantaten (z.B. Platten und Schrau-
ben in der Kieferorthopédie) und stark belasteten Implantaten (z.B. Hift- und Knieprothe-
sen) unterscheiden. Fur die awveite Gruppe ist die Biegefestigkeit die ausschlaggebende
Grole.

Allerdings mul3 eine Kraftlbertragung vom Knochen auf das Implantat und umgekehrt
erfolgen kdnren. Nur wenn de mechanischen Eigenschaften des verwendeten Metalles
denen des Knochens s é@hnlich wie méglich sind, kommt es zur Neubildung van Knochen

undeinem Einwachsen des Implantates. Sind de Eigenschaften zu urterschiedlich, kommt
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es zu sogenannten Mikrobewegurngen zwischen Knochen und Implantat. Aspenberg et
al.*¥ untersuchten den Einfluss von Mikrobewegungen auf das Einwachsverhaten von
Titan im Kaninchenmodell. Dabel kam es nur in der ,, bewegungslosen® Gruppe au einer

Knochenbildung.

Breme'™? definiert deshalb die Biofunktionalitat (BF) als wichtigste mechanische Kenn-
grof¥e fur ein metallisches Implantat als Quotient aus Biegefestigkeit (o) und Y oungschem
Elastizitdétsmodu (E):

BF=20

E
Die Biofunktionalitéten der wichtigsten Implantatmetall e sind in Tabell e 3 wiedergegeben.
Sie verdeutlicht die Uberlegenheit von Titan und seinen Legierungen im Vergleich zu den
anderen Metallen. Trotzdem erreicht keines der Metale ein mit Knochen vergleichbares
Elastizitatsmodul.

Tabelle 3: Biofunktionalitat verschiedener Implantatmetalle

o, [MPa] E[x10°MPa] BF

316L Edelstahl 250 210 1,2

CoCr, gegosen 300 200 1,5

CoNiCr, geschmiedet 500 220 2,3

Titanlegierungen 550 105 5,2
cp-Ti 200 100 2

cp-Ta 150 120 1,3

Knochen 30-200 10-20 1,510

1.3 Korrosionseigenschaften!™!

Bel Metallen sind de Korrosionseigenschaften von elementarer Bedeutung. Grundage fiir
die Korrosionsbestandigkeit ist in allen Félen de Bildung einer passvierenden und dch-
ten Oxidschicht. Diese muss sch nadh einer Beschadigurg, z.B. durch chirurgische In-

strumente oder Verschleil3, wieder nachhil den.

Betrachtet man de auftretenden Korrosionsprozess genauer, kann zwischen einem
gleichmaigen Angriff der gesamten Oberflache und atlich begrenzter Korrosion urter-

schieden werden. Der erste Fall kommtrelativ selten vor, da diese Prozess durch eine ent-
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sprechende Materialauswahl unterbunden werden konnen. Bei Biomaterialien sind es vor

allem flnf Arten von atlich begrenzter Korrosion, die haufig auftreten.

Lochkorrosion tritt bei Metallen mit Passivschicht auf. Dazu gehdren de meisten uredien
Metalle. Sie wird durch de unter physiologischen Bedingungen vorhandenen Chloridionen
gefordert. Sie beginnt immer an schwaden Stellen in der Passvschicht und fuhrt zu L6-
chern urterschiedlicher Grofie.

Spdtkorrosionist immer mit dem Vorhandensein spezeller geometrischer Strukturen wie
Kanten, Spalten ader Ecken verbunden. Diese flihren zu einer schlechten Verbindungex-

porierter Bereiche mit dem Bulkmaterial.

Galvanische Korrosion tritt bel einer leitenden Verbindung zwischen Metallen mit unter-
schiedlichem elektrochemischen Potential auf. Dabei kann es sich um unterschiedliche
Metall e, aber auch um verschiedene Zustande eines Redoxsystemes handeln (hervorgeru-
fen duch urterschiedliche pH-Werte oder O,-Partialdriicke).

Korngrenzen-Angriff begriindet sich in einer ungiinstigen metall ographischen Struktur und
wird duch falsche Temperaturbehandlungen nach gefordert. Besonders gefahrdet sind
z.B. CrNi-Stéhle, bel denen sich an den Korngrenzen Chrom-Carbide bilden, dein desem
Bereich zu einer Verarmung an Chrom fhren, welches fur die sportane Passivierung ver-

antwortlich ist.

Korrosion duch medhanische Belastungerfolgt bei standiger Zerstérung der Passivschicht
oder der Bildungvon Rissen oder Spalten im Material, die sich durch de auftretenden

Korrosionsprozesse noch weiter vergrofern konren.

Die verwendeten Implantatmetall e unterscheiden sich trotz der Entwicklung immer neuer
Legierungen auf diesem Gebiet immer noch erheblich. Bei Mesaungen der Korrosions-
stromdichte zegten Titan und seine Legierungen sowie Tantal und Niob eine hohere Be-
standigkeit als 3161 und geschmiedetes CoNiCr.*% Zum gleichen Ergebnis kamen Zitter
et a.* bel der Mesaung der Polarisationsbestandigkeit verschiedener Materialien. Stei-
nemann*¥ verglich de Korrosionsraten von CoCrMo-Legierungen und Edelstahl mit de-
nen von Titan undseinen Legierungen in vivo. Es ergaben sich Werte von 2-26 pug cm™
pro Tag fir die Cobaltbasislegierungen urd Stahle und ca 11 pg cm™ pro Tag fur Titan

und seine Legierungen. Vergleicht man dese Werte mit dem européischen Standard fir
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die Korrosionsbestandigkeit von metalli schen Biomaterialien im Bereich der Zahnmedizin

von< 11 pg cm pro Tag, erfilllen nur Titan undseine Legierungen diese Anforderungen.

1.4 Biologische Eigenschaften

Die biologischen Eigenschaften eines Metalles héngen stark von seinen Korrosionseigen-

schaften ab. Folgende Reéktionen kdnnen nach einer Implantation auftreten:

Eine direkte Re&ktion des Gewebes auf das Implantat oder Korrosionsprodukte, die

z.B. zu lokalen Entziindurgen fuhren kann.

* Eine indrekte Reaktion auf das Implantat oder Korrosionsproduke durch Transport
und Anreicherung von Metalli onen im Korper. Beim Uberschreiten kriti scher Konzen-

trationen kann es zu Krankheiten und Allergien kommen.

¢ Durch Korrosion und de damit verbuncenen elektrochemischen Prozess kann es zu

massven Storungen des Elektrolythaushaltes in der Implantatumgebung lommen.
» Schéadigung des umliegenden Gewebes durch Bildung van H,0, in entziindeten Zellen.

Nacd der Reaktion de @n Metall im Organismus hervorruft, kann man siein drei Gruppen

einteil en:

* Dieinerten Metalle, die 21 keiner Reaktion fihren

» Metalle, die durch eine Weichteil schicht abgekapselt werden

* Toxische Metdll g, die au starken Reaktionen und einem Absterben von Zell en fuhren.

Dass das Korrosionsverhalten, gemessen an der Polarisationsbestandigkeit, fur die Bio-
kompatibilitét verantwortlich ist, zeigt Abbildung6. Es sind Kare Unterschiede zwischen
den drei Gruppen zu erkennen. Die Wate fir 316L und CoCrMoNi stehen nicht in Ein-
klang mit der im Korrosionskapitel angegebenen Literatur. Trotzdem gibt die Darstellung
einen Uberblick tber das biologische Verhalten der tiblichen Metalle und Legierungen.
Die Polarisationsbestandigkeit ist definiert als AE/IA, wobei AE eine &uf3erlich angelegte
Spannurgsanderung ist, und Al der dadurch hervorgerufene Stromfluss in der korrodieren-
den Elektrode. Firr kleine Wete von AE ist Al direkt proportional zum Korrosionsstrom

und damit zur Korrosionsrate.
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Abbildung 6: Korrosionsbestandigkeit und Gewebereaktion auf verschiedene Metalle und L egierun-
Nahere Informationen Uber das biologische Verhaten der einzelnen Implantatmetall e wer-

den in den folgenen Kapiteln gegeben.

2 Titan und Titanlegierungen

2.1 Titan

Titan steht in der 4 Hauptgruppe des Periodensystems und hat die Ordungszahl 22. Es ist
ein Leichtmetall und tritt in zwei Modifikationen auf, der hexagoralen a-Form und der
kubischen B-Form.*? Es iberzieht sich an Luft mit einer schiitzenden Oxidschicht, die
nach 2 Stunden 1,7 nm betrégt, nach 40 Tagen 3,5nm dick ist und nach 4 Jahren 25 nm
erreicht hat."®*¥ Titan wird von Flusssiure und heiBen Sauren leicht angegriffen. Es ist
aber widerstandsfahig gegentiber Sal petersaure sowie verdinnter Salz- und Schwefelséure.
Das Korrosionsverhalten von Titan kann durch de Zugabe geringer Mengen an Edelme-
tall, wie 2um Beispiel Palladium, verbessert werden ohre die medanischen Eigenschaften

zu verschlechtern.2%

Grundsétzlich zeichnet sich Titan durch geringes Gewicht, grof®e mecdanische Festigkeit
und geringe thermische Ausdehnung aus. Der hohe Schmelzpunkt von ca 1600°C ist nur



B. Grundagen 14

von theoretischem Nutzen, da sich de mecdanischen Eigenschaften bereits oberhalb von
400°C stark verschlechtern!*”

Die medhanischen Eigenschaften von Titan sind stark von der Reinheit des Metall s abhén-
gig. Man unterscheidet hochreines Titan und ,,commercially pure Titan (cp-Titan) in vier
Reinheitsgraden (Grad 1 s 4). Mit steigendem Sauerstoff gehalt steigen de Zugfestigkeit
und de Streckfestigkeit stark an und die Bruchdehnung nimmt ab [

2.1.1 Geschichtliches

Gregor und Klaproth entdeckten 1791 kew. 1795unabhéngig voreinander das Oxid eines
unbekannten Metalles. Der Name entstand in Anlehnungan die Titanen der griechischen
Mythdogie. Die Herstellung des reinen Metall s war durch de hohe Affinitét von Titan zu
Sauerstoff, Stickstoff und Kohlenstoff sehr schwierig urd gelang erst 1924 van Arkd und
de Boer. Die aste Reduktion des Dioxides erfolgte bereits 1825 dirch Berzeljus.!*"*!

2.1.2 Vorkommen und Gewinnung

Titan ist ein weit verbreitetes Element und liegt mit einem Massnanteil von 0,6% in der
Erdkruste auf Platz 9 der haufigsten Elemente. Der lonenradius von Titan ist denen der
haufigsten Metalle Aluminium, Eisen urd Magnesium sehr &hnlich, weshalb esin geringen
Mengen tberall vorkommt Vorkommen mit hoheren Titangehalten sind alerdings selten.
Die wichtigsten Titan-Mineralien sind Anatas (TiO,), IImenit (FeTiO3), Perovskit (Ca-
TiO3) und Rutil (TiO,). Von wirtschaftlichem Interesse sind wegen der Verarbeitbarkeit
nur die llmenit- und Rutil-V orkommen. Die Hauptforderlénder sind Australien, Norwegen
undKanada.!*”

Die Herstellung von metallischem Titan erfolgt ausschlief3lich Gker die Reduktion vonTi-
tantetradhlorid. Dieses wird aus TiO, durch Redktion mit Chlorgas und Koks gewonren
und anschlief3end mehrfach aufgereinigt. Die Reduktion zum Metal erfolgte friher mit
Natrium (Hunter-Prozess, mittlerweile aer fast ausschliefdlich duch Magnesium (Kroll -
Prozesy, da es mit Titan weder Mischkristalle noch intermetalli sche Verbindungen ein-
geht.

Reinstes, auch bei tiefen Temperaturen walzbares Metall erhdt man durch das Verfahren

von van Arkd undde Boer. Hierbei zersetzt man Titantetraiodid-Dampfe an sehr diimen,
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heif3en Wolfram-Faden (chemischer Transportprozess). In halbtechnischem Mal3stab wird
die Herstellung won Titan auch elektrolytisch duchgefiihrt. Ausgangsmaterialien sind
TiCl4 und NaCl. Das eingesetzte NaCl wird an der Kathode zesetzt und das entstehende
Natrium reduziert schrittweise TiCl, zum Metall. Der Energiebedarf betrégt nur etwa 40 %
des Kroll-Prozessses. Eine grofdechnische Herstellung et sich bisher aber noch nicht

durchsetzen konren 2+

2.2 Titanlegierungen'®+#4

Hauptziel der Legierung van Titan mit anderen Elementen ist die Verbesserung der me-
chanischen Eigenschaften. Die Steigerung der Korrosionsbesténdigkeit wurde bereits er-
wahnt. Grundsétzlich urterscheidet man a-, (a+p)- und B-Legierungen. In Tabelle 4 sind
die mecdhanischen Eigenschaften von Reintitan, der zwei etablierten (a+[3)-Legierungen
Ti6AlI7Nb und Ti6Al4V sowie der relativ neuen, sich in Erprobung befindlichen, -
Legierungen Til5Mo und Til5Mo5Zr3Al angegeben. Die aigesetzten 15 % Molybdan
stabili sieren de kubische B-Mikrostruktur bei Raumtemperatur.

Tabelle 4: Mechanische Eigenschaften von Reintitan und ausgewahlten Titanlegierungen'®

Legierung Zugfestigkeit [MPa] 0,2% Streckfestigkeit [MPa] Bruchdehnung[%]
cp-Ti (Grade 2) 241 172 24
Ti6AI7Nb 1115 929 13
Ti6Al4V 1076 940 15
Til5Mo 874 544 21
Til5Mo52r3Al 882 870 20

Die beiden (a+[3)-Legierungen zegen vergleichbare Ergebnisse, wohingegen sich de [-
Legierungen durch geringere Festigkeit und holere Duktilit & auszeichnen. Das unlegierte
Reintitan zeigt die hochste Bruchdehnung te der geringsten mecdanischen Belastbarkeit.

2.3 Tedhnische Verwendung®®!

In der chemischen Industrie wird cp-Titan und Pall adium-haltiges Titan im Apparate- und
Anlagenbau verwendet. Dabei dient Titan sowohl as Konstruktions- as auch als Be-
schichtungsmaterial. Es fuhrt zu einer langeren Lebensdauer der Anlagen und Geréte, zu
geringeren Wartungskosten und vermindert die Eisenkorntamination in den Prodikten. In
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der Nahrungsmittelindustrie wird Titan wegen seiner Resistenz gegenlber den meisten
organischen Sauren fur Ruhrer und Behdlter eingesetzt. Die Papierindustrie schétzt es we-
gen seiner Stabilit & gegen Hypochlorit, Chlorit und ClO,. Aufgrund seiner Bestandigkeit

gegeniiber Meawasser findet es aulerdem Anwendung im maritimen Bereich.

Der gréfde Verbraucher von Titanlegierungen ist die Luftfahrtinduwstrie. In Unterschall-
triebwerken liegt der Titangehalt zwischen 20 und35 %. Bei den Flugzeughtillen liegt der
Titangehalt zwischen etwa 8 % bel zivilen Flugzeugen undmehr als 25 % bei Milit &rma-
schinen. Die Gewichtsersparnis durch den Einsatz von Titan undseiner Legierungen kann
bis zu 20% betragen.

2.4 Medizinische Eigenschaften und Anwendungen

Die Biokompatibilitét von Titan und Titanlegierungen wurde ausfiihrlich beschrieben %
Sie wird belegt durch zwei wichtigen Beobachtungen: Zum einen de sehr positive Gewe-
beantwort auf Titanoberflachen undzum anderen das Ausbleiben von all ergischen Re&k-
tionen. Neben der langjahrigen Klinischen Erfahrung léasd sie sich auch aus der breiten
Anwendung vonTiO, in der Kosmetikindustrie ableiten. Durch die Passivierung kesteht

die Oberflache énes Titanimplantates ebenfall s aus Titandioxid.!*

Bei der Herstellung von Titanlegierungen verwendet man normalerweise nur nicht-
toxische Elemente, um die Biokompatibilitét zu erhalten bew. zu steigern. Ausnahme ist
hier Ti6AI4V. Allerdings konnte in in vivo Tierversuchen gezegt werden, dass obwohl
Vanadium zu urerwiinschten biologischen Re&ktionen fuhrt, die Biokompatibilitdt von

TiBAI4V mit der Vanadium-freier Legierungen zu vergleichen ist.[**

Die Biokompatibilitdt von Titan und seinen Legierungen wurde in einer Vielzahl von in
vivo undin vitro Untersuchungen bestétigt, von denen hier nur einige exemplarisch aufge-
fihrt werden sollen. Eine Vielzahl von Zelltypen wie Epithelzelen'®”, Fibroblasten®®3¥,
Chondozyten'?” sowie knochenbil dende Zellen®*** unterschiedli chen Ursprungs adhérie-
ren gu auf Titanobkerflachen. Die Zelldichte ist mit der auf Zell kulturpdystyrol zu verglei-
chen®¥ Gerber et a.*¥ fanden in vitro im Vergleich zu anderen Implantatmetallen bel
Titan eine verbesserte biologische Antwort. Ungersback et al.'*? untersuchten im Kanin-

chenmodell die Kontaktfladhe awischen verschiedenen Biomaterialien und Weichteil ge-
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webe. Die Explantate wurden histologisch urtersucht und de Zellzahl und de Kapselbil-

dung qantifiziert. In allen Féllen war die Re&tion auf die Titanoberflache am geringsten.

2.5 Oberflachenvorbehandlung
Die in deser Arbeit untersuchten Metaloberflachen Reintitan, Ti6Al4V und Ti6AlI7NDb

wurden zur Erzeugung definierter Oberfladhenzustdnde verschiedenen Oxidationsprozes-
sen urterworfen. Angewendet wurden zwei elektrochemische Verfahren und ein nass-
chemisches Atzverfahren mit Salpetersiure. Die galvanostatischen (0,26 mA cm'; 1000s)
und pdentiostatischen (5 Vgcg; 2 ) Oxidationsbedingungen wurden ausgewahlt, well sie
in Voruntersuchungen de gréf@en Unterschiede im Wasserstoff gehalt der Oxidschicht ge-
zegt hatten. Dieser ist proportional zu den varhandenen Hydroxylgruppen und damit zu
den moglichen Anbindurgsdellen fir einen Silanhaftvermittler. Als Modell oberfladhen
standen zusétzlich mit Reintitan besputterte Wafer zur Verfigung.

2.6 Oberflachenanalytik

Die hier fur die Titanmaterialien vargestellten Methoden wurden, ks auf die Kernreakti-
onsanalyse, auch auf die anderen Metall oberflachen angewendet und werden dort nicht

mehr explizit erwahnt.

2.6.1 Kernreaktionsanalyse

Der Wassrstoff in den Oxidschichten sollte im Wesentlichen aus dem Wasser ssammen
undin Form von Titanoxidhydrat (TiO(OH),) vorliegen. Er kann tiefenaufgel 0st tber fol-
gende Reé&ktion kestimmt werden:

BN+l — 180 —» g+ —> PC4y

Der Nachweis des Wasrstoffs erfolgt iber die vom angeregten Kohlenstoffkern *2C”
emittierte y-Strahlung (4,43 MeV).

2.6.2 Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

Neben der klassschen Anwendung zu Bestimmung der Oberflachenzusammensetzung
wurde a@n weiteres Verfahren angewandt um relative Unterschiede avischen den okber-

fladhlich zuganglichen Hydroxylgruppen auf den Metallen zu bestimmen. Dazu werden
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die metalli schen Oberfladchen entsprechend Abhildung 7 gasformigem Trifluoressgsaure-
anhydrid (TFAA) ausgesetzt. Die relativen Mengen an gebildetem Trifluoressgsaureester
konren anschlieBend durch X PSund Integration des Fluorpeaks bestimmt werden.[®®

OH + L _hAe o0~

F,C~ ~O” “CFs

Abbildung 7: Anbindung von Trifluoressigsaure an Metalloberflachen

2.6.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Oberflachentopographie der einzdnen Metall oberflachen sowie die immobili sierten
Proteine wurden mittels AFM visualisiert. Bei diesem Mikroskopieverfahren wird eine
sehr feine Nadel (Cantilever) Uber die Oberflache der Probe gefiihrt. Die Auslenkungdes
Cantilevers in der Hohe und de seitliche Verdrillung wird Uber einen Laserstrahl optisch
verfolgt. Im contad-Modus besteht, wie der Name schon sagt, ein direkter Kontakt zwi-
schen Spitze und Oberfladhe. Im non-contad-Modus snd es elektrostatische Wedselwir-
kungen und van der Wads-Kréfte, die die Auslenkung verursachen.

2.6.4 Mechanisches Tastschnittverfahren

Das Mesgrinzip beim mechanischen Tastschnittverfahren ist dem der Rasterkraftmikros-
kopie sehr dhnlich. Es wird ein harter Tastfiihler, meist ein Diamant oder ein Hartmetall
Uber die au untersuchende Oberflache gefihrt. Er ist an der Spitze ener leicht biegsamen
Messzunge befestigt, deren Durchbiegung,je nach Messaufbau, induktiv oder Gber Wider-
standsdnderungen erfasd wird. Dadurch sind neben der Rauhigkeit auch Aussagen Uler
die Profilh6he, die Rill enbreite oder die Schiefe bzw. Steilheit der Oberfladhenstrukturen

zuganglich.

3 Tantal

Tantal steht mit der Ordnungszahl 73 zusammen mit Vanadium und Niob in der 5. Neben-
gruppe des Periodensystems. Es handelt sich um ein platin-graues, hartes Metall. Es ist
elastisch und lasg sich walzen urd schmieden. Der Schmelzpunkt liegt bei ca 3000°C.
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Tantal ist ein uredles Metall, Uberzieht sich aber an Luft wie Titan mit ener schitzenden
Oxidschicht. Bei Temperaturen oberhalb 300 °C oxidiert es shnell. Unterhalb 100 °C
zegt es dlerdings eine extreme Widerstandsfahigkeit gegentiber den meisten organischen

und anorganischen Sauren mit Ausnahme von Flusssiure.*

3.1.1 Geschichtliches

1802 entdeckte A. G. Ekeberg das Oxid eines neuen Elementes, das er in Anlehnung an
Tantalus aus der griechische Mythologie Tantal nannte, da es sich in Saure nicht [6st und
»Schmaditen muss und seinen Durst nicht [6schen kann, wie Tantalus in der Unterwelt”.

Erst 100Jahre spéter gelang Bolton die este Isolierung des Elementes.!*”

3.1.2 Vorkommen und Gewinnung

Tantal gehdrt mit einer Konzentration von 2,1 gt in der Erdkruste zu den seltenen Ele-
menten. Es ist mehr als 10 mal seltener als Niob, mit dem es vergesell schaftet Uber die
ganze Welt verstreut vorkommt Ein Grof3eil der Reserven liegt in einem Gurtel von
Thailand (ber Maaysia und China bis nadh Indoresien. Die Gewinnungerfolgt nach Auf-
arbeitung cer Erze und Anreicherung vonTa,Os fast auschliefdlich duch Aufschlussdes
Oxids mit konzentrierter Flusssure und Reduktion des gewonnenen Fluorides mit Natri-

um:3d

K,TaF; +5Na —» 2 KF + 5 NaF + Ta

3.1.3 Verwendung auf technischem Gebiet

Etwa 50 % der Weltprodukion won Tantal wird fUr die Herstellung vonKondensatoren
verwendet. Dartiber hinaus wird es im chemischen Apparatebau a's korrosionsfester Werk-

stoff f ir Behalterauskleidungen, Warmetauscher und Pumpenteil e geschétzt.! 3%

3.1.4 Biologische Eigenschaften und Verwendung auf medizinischem Gebiet

Die Korrosionsbestandigkeit von Tantal wurde von Zitter et a.'*¥ in vitro mit der anderer
Implantatmetall e verglichen. Sie konnten eine niedrigere Korrosionsstromdichte und eine
hohere Korrosionsfestigkeit fur Tantal im Vergleich zu Titan und Ti6Al4V nadcweisen.
Sowohl van Mulder et al.!*3 als auch Tengvall et a.* sehen Tantal unter biologisch rele-
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vanten Bedingungen as ,Edelmetall”. Tantalpulver (10 —50 pm) zeigte in vitro keinen
Einfluss auf das Wachstumsverhalten von menschlichen Fibroblasten!*¥ Es konrte kein
Unterschied zu Titan festgestellt werden. Gerber et al.*® grupperten Tantal in Bezug auf

seinen hiologischen Einflusszusammen mit cp-Titan und316. Edelstahl ein.

In Implantationsversuchen mit Tantal in unterschiedlichen Formen (Folie, Draht, Stab ocer
Kugel) konnte Osseointegration des I mplantates gezeigt werden. Es kam zu einem direkten
Knochen-Metall-Kontakt ohne Einkapselung oder Bildung einer Weichgeweschicht. Die
Versuche wurden sowohl an Tieren'®“*® as auch an Menschen*Y durchgefiihrt. Im
Tierversuch fuhrte die Verwendung vonTantal bel der Knochenfixation zu einem verbes-
serten Heilungsprozessim Vergleich zu Edelstahl und Niob.®? Nach Tummler et al.®®
besitzen Tantal und Titan im Vergleich zu Cobaltbasislegierungen nicht leitende Oxid-
schichten. Diese fuhren nicht zu einer Denaturierung der adsorbierten Proteine und er-

maogli chen somit eine Osseointegration.

Wegen seiner hohen Dichte wird es in Pulverform als Kontrastmittel fir Rontgenuntersu-
chungen des Atem- und Verdauurgstraktes verwendet.®**® Seit den 40Cer Jahren wird
Tantal in Form von Platten oder Netzen bei der Behandlung von Schadeltraumata e@nge-
setzt.!% Auch bei Knochenbriichen und Implantaten im Kiefer wurde es erfolgreich

verwendet. 595158l

Zusammenfassend ist zu sagen, dass Tantal fur mehr als 50 Jahre efolgreich in Tierversu-
chen und Kinischen Anwendungen eingesetzt worden ist. Trotzdem ist seine Verwendung
als Biomaterial heute nur sehr begrenzt. Grinde dafir sind der hohe Preis bei schledhter
Verflgharkeit und Probleme bei der Herstellung. Dazu kommt noch die starke Konkurrenz

durch Titan, Titanlegierungen undCobaltbasislegierungen.*®

In deser Arbeit wird Tantal, wie bereits in der Einfihrung beschrieben, as Beschich-
tungsmaterial fur medizinischen Edelstahl verwendet. Daneben stehen wie bei Titan tanta-
lisierte Wafer als Modell oberfladchen zu Verfigung.
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4 Medizinischer Eddstahl

4.1 Eisen

Eisen ist wahrscheinlich das haufigste Element unseres Erdballs. In der Erdkruste betragt
sein Antell nur etwa 5 %, der Anteil an der Gesamtmas<e wird allerdings auf 37 % ge-
schétzt. Es kommt in der Natur aufgrund seines unedlen Charakters fast ausschliefdlich in
Verbindungen vor. Von Eisenerzen spricht man bei Gesteinen, de mehr als 20 % Eisen
enthalten.

Die Entdedkung von Eisen ist zeitlich nicht genau festzulegen. Bereits in agyptischen Gré-
bern vonetwa 4000 v. Chr. hat man kleine Eisengegensténde gefunden. Die Eisenzédt in
Europawird in etwa von 800 v.Chr. bis zum Jahre O datiert.

Abhéngig vom Kohlenstoff gehalt unterscheidet man zwischen nicht schmiedbarem Rohei-
sen undschmiedbarem Stahl.[*?

4.2 Stahl

Stahl besitzt einen Kohlenstoff gehalt kleiner 2,1 %. Es ist die wichtigste Form des techni-
schen Eisens, in de 90 % der Weltprodukion an Roheisen tberfuhrt werden. Grundsétz-
lich erfolgt die Herstellung duch Oxidation der Verunreinigungen (C, Si, Mn, P, S) mit
Sauerstoff. Es hildet sich eine Oxidschladke und Stahl. Bel den technischen Verfahren
verwendet man heute im Wesentlichen das LD-Verfahren (Linz-Donawitz-Verf.) sowie
das Elektrostahlverfahren. Die dteren Bessemer, Thomas- und Siemens-Martin-Verfahren
haben kaum noch Bedeutung "

4.3 Edelstanl

Die Eigenschaften keines anderen Metall es lassen sich duch Legierungsmal3nahmen und
Warmebehandlung in so groRem Umfang verdndern wie die des Eisens.!*® Die Zahl der
bekannten Eisen- und Stahlsorten geht in die Tausende. Erfunden wurde Edelstahl im Jah-
re 1904 von Leon Guillet.!” Der Einsatz auf medizinischem Gebiet begann 1926 als
Strauss den 18Cr8Ni Edelstahl mit einem Gehalt an 2 — 4% Molybdan und Spuren von
Kohlenstoff patentierte. Dieser hatte @ne ausreichende Korrosionsbestandigkeit unter phy-

siologischen Bedingungen.!®?



B. Grundagen 22

Heute werden in der Orthopadie hauptsachlich de awvel Legierungen 316L und 22-13-5
eingesetzt, deren Hauptbestandtelle in Tabelle 5 angegeben sind.

Tabelle 5: Zusammensetzung von 316 und 22-13-5 Edelstahl

Legierung Mn[%] Cr[%] Ni [%] Mo[%] Fe[%]

316 <2 17-19 13155 23 Rest
22-13-15 4-6 20,523,5 11,513,5 23 Rest

Hierbei verbesern Chrom und Molybdén vor allem die Korrosionsbestandigkeit, wohin-
gegen der im Vergleich zu technischen Stéhlen relativ hohe Nickelgehalt die austenitische,
nichtmagnetische Mikrostruktur stabili siert.[”

Die Dichte von Edelstahl ist etwa doppelt so hach wie die von Titan. Allerdings ist das
Gewicht bei vielen kleinen Implantaten nicht ausschlaggebend. Die medhanischen Eigen-
schaften sind stark abhéngig von dr Herstellungund Vorbehandung. So hat geschmiede-
tes Material die geringste, kalt-gezogenes die grofte Festigkeit.*?

In Bezaug auf die Korrosionsbestandigkeit ist der 22-13-5 Edelstahl dem 316L Uberlegen.
Dies wurde sowohl mit elektrochemischen Tests a's auch in Inkubetionsversuchen urter-
sucht.”! Die VerschleiRfestigkeit der medizinischen Edelstahle ist gut und vergleichbar mit
der von Cobalt-L egierungen.!®

Die Biokompatibilitat wurde in einer Vielzahl von in vitro- und in vivo-Tests untersucht.
Sie bescheinigen 316L und 22-13-5 neben dem langjdhrigen erfolgreichen klinischen Ein-
satz die Eignungal's Implantatmaterial .1

Allerdings kommt es aufgrund des hohen Nickelgehaltes bei einigen Personen zu Kompli-
kationen durch eine vorhandene Nickelalergie. In desen Féllen musste man hisher auf
Titanimplantate aurtckgreifen. Eine weitere Moglichkeit stellen de sich gerade in Erpro-
bung tefindichen Nickel-freien Edelstdhle dar. Sie sind den bisherigen Stéhlen in ihren
mechanischen Eigenschaften und ar Korrosionsbestandigkeit tiberlegen urd haben in Be-
zug auf ihre biologischen Eigenschaften bereits positive Ergebnisse ebract.[?

Verwendung finden Edelstahlimplantate vor allem in der Frakturheilung wnd in kinstli-

chen Hiiftgelenken [%?
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5 Cobalt-Legierungen

Fast ale der heute verwendeten Cobalt-Legierungen basieren auf den Arbeiten von El-
wood Haynes, der um die Jahrhundertwende den Einfluss von Chrom als Legierungsbe-
stancteil fir Cobalt, aber auch fir Nickel und Eisen urtersuchte®® Heute werden tiber
60 % der Jahresproduktion an Cobalt fur die Herstellung von Legierungen verwendet. Die
grol¥e Zahl an unterschiedlichen Systemen lésg sich zu einigen Hauptgruppen zusammen-

fassen 6

5.1 Hochtemperatur-Legierungen (Superalloys)

Dievor alem in der Luftfahrtindustrie ds Turbinenschaufeln undin Plattenform zur Aus-
kleidung von Gasauslassen bei Turbinen verwendeten Hochtemperatur-Legierungen sind
eine komplexe Mischung verschiedener Elemente. Haufige Legierungsbestandteile und

ihre Eigenschaften sindin Tabell e 6 wiedergegeben.

Tabelle 6: Einflussvon L egier ungsbestandteilen in Cobalt Superalloys

Element Eff ekt

Chrom, Aluminium Verbesserung der Oxidations- und Korrosionsbestandigkeit bei
hohen Temperaturen

Molybdan, Wolfram, Tantal, Niob Mischkristall verfestigung

Titan, Nickel Verfestigung durch Bildung intermetallischer Cobalt-Nickel-
bzw. Cobalt-Titan-Verbindurgen

Kohlenstoff Verfestigung durch Carbidbildung mit Legierungsbestandteil en

5.2 Magnetische Legierungen

Cobalt-Legierungen werden fir die Herstellung von Dauermagneten fir verschiedenste
Anwendungen hergestellt. Die wichtigsten sind herbei die Gruppen der Alnico-
Legierungen - bestehend aus Nickel, Eisen, Aluminium und Cobalt - sowie Legierungen
aus Seltenerdmetall en wie Samarium oder Praseodym und Cobalt.

5.3 Hartmetall-L egierungen

Die sog. Stellit -Legierungen zechnen sich var allem durch eine hohe Verschlei3festigkeit
aus. Die Legierungsbestandteile sind neben Cobalt und Chrom Wolfram, Molybdan, Nik-
kel, Eisen und Kohlenstoff. In den letzten 100 Jahren hat sich an den Zusammensetzungen
nicht viel verandert. Allerdings konnte durch eine kontrolli ertere Sauerstoffzugabe und
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damit eine gleichmalligere Verteilung der Hartmetallcarbide é@ne stark verbesserte Ver-

schleifl¥festigkeit erzielt werden.

5.4 Medizinisch relevante L egierungen

Die este Anwendung einer Cobalt-Legierung auf medizinischem Gebiet erfolgte in der
Zahnmedizin. Man verwendete ane unter dem Namen , Vitallium® bekannte Legierung
aus Cobalt, Chrom, Molybdéan, Kohlenstoff und Sili zium. Sie konrte enfach gegossen und
damit in unterschiedlichsten Formen hergestellt werden. Sie zechnete sich durch hohe Fe-

stigkeit bel geringer Dichte, gute Korrosionsfestigkeit und gue biologische Vertragli chkeit
[66:67]
aus.

Die cdhemische Zusammensetzung der heute an haufigsten verwendeten Cobalt-Legierung
CoCrMo sowie der in dieser Arbeit verwendeten Legierung MP35N (CoNiCrMo) sind in
Tabelle 7 wiedergegeben. Von CoCrMo existiert eine gegossene und eine geschmiedete
Form. Diese unterscheiden sich nu geringfiigig in ihrer chemischen Zusammenset-

zung!¥®”

Tabelle 7: Chemische Zusammensetzung wichtiger Cobaltbasislegierungen

Legierung Cr[%] Mo[%] Ni[%] Fe[%] Mn[%] Ti[%] Co[%]

CoCrMo 2630 57 <1 <1 <1 - Rest
CoNiCrMo 1921 910 3337 <1 <0,15 <1 Rest

Die medhanischen Eigenschaften einer Legierung héngen stark vonihrer Mikrostruktur ab.
Je gleichméafdiger und feinkdrniger sie ist, desto besser sind die mechanischen Eigenschaf-
ten. Das ist der Hauptgrund fur die Unterschiede avischen gegossenem und geschmiede-
tem CoCrMo. Durch das Schmieden werden de hauptsadlich fur die Festigkeit verant-
wortlichen Carbide gleichmaiig verteilt und flhren zu den Uberlegenen medhanischen Ei-
genschaften. Zwar kann de gegossene Legierung duch spezelle Hitze- und Druckbe-
handungen verbessert werden, de Fahigkeiten des geschmiedeten Materials werden aber

nicht erreicht.[®”

Die Korrosionsbestandigkeit von Cobaltlegierungen urnter physiologischen Bedingungen

hat sich sowohl in in vivo als auch in in vitro Versuchen as gedgnet herausgestellt.®”
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Auch de aif technischem Gebiet geschétzte Verschlei3festigkeit wurde in mechanischen

Tests und Hiift- bzw. Kniegelenkssimulatoren urtersucht und pasitiv bewertet.!®

Die Biokompatibilitét wurde ebenfalls in verschiedenen in vivo- und in vitro-Tests unter-

sucht undfiir chirurgische Implantate ds geeignet befunden [6%°4

Cobaltlegierungen werden aufgrund ihrer herausragenden mechanischen Eigenschaften,
ihrer guten Korrosionsfestigkeit und der bemerkenswerten Verschleif3eigenschaften vor
allem beim Gelenkersatz engesetzt.[®”

6 Silan-Haftver mittler®

Das Konzept, dass eine Bindungzwischen zwei unterschiedlichen Materialien nu durch
eine dritte, haftvermittelnde Substanz erméglicht wird, de mit den beiden anderen eine
gleichermal3en gue Bindung eingeht, wurde schon vonPlato erwéahnt. Er versuchte damit
das aus den vier gegensétzlichen Elementen Feuer, Wassr, Erde und Luft bestehende

Universum zu erklaren:

Dasssich zwei Bestandteile dlein undohne einen Dritten wohl verbinden, ist nicht mdglich;
denn ein bestimmtes Band in der Mitte mussdie Verbindung zwischen beiden schaffen. Das
schorste dler Bander aber ist das, welches sich selbst und das Verbundene, soweit méglich,
Zu einem madt. [...] Verhdlt sich der mittlere so zum letzten wie der erste zum mittleren und
wiederum wie der letzte sich zum mittleren so der mittlere zum ersten, dann wird, da der
mittlere zum ersten undletzten wird, der letzte und der erste aber beide zum mittleren, daraus
notwendig folgen, dassalle dieselben seien. [PLATO, Timaios]

Obwohl das Auftragen von organischen Polymeren auf anorganische Oberfladchen schon
relativ lange durchgefuhrt wurde (z.B. Schutzladkierungen auf unedlen Metallen), bekam
das Konzept der Haftvermittlung erst im 20. Jahrhundert eine technische Bedeutung. Vor
allem nach der Entwicklung der Kompasitmaterialien 1940entstand ein Bedarf an neuen,

verbesserten Bindungstechniken.

Die damals hergestellten gasfaserverstarkten Epoxidharze zeégten zwar eine sehr hohe
Anfangsfestigkeit, die sich aber nach kurzer Zeit und insbesondere nach Einwirkung von
Feuchtigkeit oder Temperaturschwankungen stark verschlediterte. Diese Beobaditung
wird duch einen Bindurgsverlust des Polymers mit den hydrophilen Glasoberflachen
durch das Eindringen von Wassr und de unterschiedlichen thermischen Ausdehnungs-

koeffizienten erklart. Durch den Einsatz von Haftvermittlern konrte die Bindung zwischen
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den beiden Komponenten des Kompaositmaterials dark verbessert werden. Die bifunktio-
nellen Molekile konnten sowohl mit der Glasoberflade, als auch mit dem Polymer eine
stabil e Bindungeingehen. Seit den funfziger Jahren wurden fir eine Vielzahl von Materi-
alkombinationen Haftvermittlersysteme entwickelt und etabliert. Die Bindung zum anor-
ganischen Substrat kann durch kovalente oder ionische Bindungsowie durch Komplexbil-

dungerfolgen. Die Haftungzum Polymer erfolgt in der Regel durch kovalente Bindungen.

In der Gruppe der Haftvermittler besitzen argancfunktionelle Silane eine herausragende
Rolle. Sie emdglichen eine starke Bindung zwischen einer organischen Beschichtung, wie
einem Polymer, und einem anorganischen Substrat, meistens ein Metall oder Glas. Sie ha-
ben in der Regel die allgemeine Struktur RSIX3. Hierbei ist X eine leicht hydrolysierbare
Gruppe, wie zB. ein Ethoxy- oder Methoxy-Rest. R bezachnet einen hydrolysestabil en,
organischen Rest. Die durch Hydrolyse entstehenden Silanolgruppen Si-OH kénnen mit
Hydroxylgruppen auf anorganischen Substraten (z.B. Metallen) und Silanolgruppen ande-
rer Haftvermittlermolekile kondensieren und kovalente Si-O-M-Bindungen bilden. Der
Rest R enthalt eine funktionelle Gruppe, die éne Bindungzum Polymer ermdglicht. Ub-
lich sind hier Hydroxyl-, Amino-, Isocyanat-, Methaayl- oder Epoxid-Gruppen.

Die Anbindung eines Silanhaftvermittlers an eine Metall oberflache durch Wasserstoff-

briickenbindungen undK ondensationsreaktionen ist in Abbildung 8 zu sehen.

[}
Ho—|
OR +3H,0 OH T
X—Si‘OR ——> X-Si-~OH HO <
orR  SROH oy 5
L
HO—§f 2
OH |, OH
X-Si-07_ 0 X=Si-0
on H 3H,0
HO — O HO
OH |, |
X-Si-07 ~0 X=Si-0
\ H \
OH OH

Abbildung 8: Hydrolyse énes Silanhaftver mittlers und K ondensation mit einer Metalloberflache

6.1 Anwendungen'®®

Die klasssche Anwendurg der Silane ist wie bereits erwédhnt die Haftvermittiung zwi-

schen anorganischen und aganischen Materialien. Hier sind zum einen de glasfaserver-
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starkten oder mit mineralischen Fullstoffen versetzten Kompositmaterialien zu nennen,
zum anderen die Anbindung vonKunststoff en, Farben oder Ladken auf Metall oberflachen.

Daneben haben sich nach weitere Anwendungsgebiete eschlossen. Daau gehéren urter

anderem:;

* Der Einsatz ds Hydrophdierungsmittel fir keramische Isolatoren und im Fassaden-
schutz

» Diegezéelte dhemische Veranderung vonchromatographischem Saulenmaterial
» DieBeschichtung vonoxidischem Elektrodenmaterial

» Die Anbindung aktiver Substanzen an anorganische Trégermateriaien fur die hetero-

gene Katalyse

* Die Verwendungvon Silanen mit quartaren Ammoniumsalzen fur antibakterielle und

»anti-fouling* Beschichtungen
* Die Peptidsynthese mit Glas als stationérer Phase

» Die Immobili serung vonEnzymen fir analytische und chromatographische Verfahren

sowie in Fermentern.

6.2 Aminopropyltriethoxysilan und | socyanatopropyltriethoxysilan

_OEt _OEt
HNT s o=c=N">""si
EtO’ OEt EtO OEt
| I

Abbildung 9: Strukturformeln der Haftver mittler Aminopropyltriethoxysilan (APTES, |) und Isocy-
anatopropyltriethoxysilan (IPTES, I1)

APTES gehdrt zu den am besten untersuchten undauch grofitedhnisch angewandten Haft-
vermittlern. Seine Strukturformel ist in Abbildung 9 zu sehen. Mit der eingebraditen Ami-
noguppe ist es moglich, die unterschiedlichsten Systeme anzubinden. Die Beschichtung
von Glas™, Kieselgel!™" und verschiedener Metall e wie Eisen, Aluminium oder Kupfert’®
" \wurde ausfiihrlich urtersucht. Auch organische Materialien wie Cellulosd™ oder Te-

flon"? |assen sich modifizieren.

Auf dem Gebiet der Biomaterialien sind va allem Puleo et al. zu nennen, de sich ausgie-
big mit der Anbindung von APTES an CoCrMo aber auch Ti6Al4V beschéftigt ha
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ben 133768 Neben der Untersuchung der aufgebrachten Silanschichten wurde Trypsin als
Modell protein an die Oberflache angebunden und auf seine Aktivitéat hin urtersucht. Au-
Rerdem wurde mit Hilfe von APTES Fbrinogen auf NiTi-Oberflachen angebuncen!®83,
RGD-Sequenzen (Arginin-Glycin-Asparaginsaure) auf SiO, immobili siert® und dis an-
tithrombogene Thrombomoduin an Glas gebuncen'®®. Fiir die kovalente Anbindung von
biologischen Systemen an Titan und seine Legierungen existieren neben der bereits er-
wahnten Arbeit von Puleo weitere Verdffentlichungen. Xiao et al.'®¥ sowie Gawalt et al .[®
immobili sierten RGD-Sequenzen auf Ti6AI4V, Jennisen et al.l®? aktivierten Titanpulver
und Titanplattchen mit APTES und banden Ubiquitin und BMP-2 (Bone Morphogenic
Protein) kovalent an de Oberflache an. Nanci et al.'® beschichteten Titan mit Albumin
und alkalischer Phosphatase. Untersuchungen zur Anbindung von Proteinen an Tantal
wurden von Tsuruta e al.'®® durchgefiihrt, die Trypsin undBSA (bovines Serum Albumin)
Uber APTES auf einer Tantalelektrode immobilisierten.

Die Struktur des zweiten in dieser Arbeit verwendeten Silanhaftvermittlersist ebenfallsin
Abbildung 9 zu sehen. Die vorhandene Isocyanatgruppe hat im Vergleich zu APTES den
Vorteil, dass e aich ohre weitere Aktivierung drekt mit Amino- oder Hydroxylgruppen
reagieren kann. Auf dem Gebiet der Biomaterialien gbt es nur wenige relevante Verof-
fentlichungen. Seongbond™ modifizierte Polyethylenglykol mit IPTES zur Herstellung
von kowalent gebundenen, Protein-abweisenden Schichten auf Glas. Udipi et al.® be-
schichteten Tantaloberflachen mit einem anti-inflammatorisch wirkenden Komplex. Die
kovalente Bindurg erfolgte ebenfall s durch drekte Regtion mit IPTES.

6.3 Analytik der Haftvermittler schichten

Qualitative und quantitative Untersuchung der Haftver mittlerschichten

Zum Nadweis der Haftvermittl erschichten wurden reflexive IR-Messungen, de Rontgen-
phaoel ektronenspektroskopie sowie an UV-spektroskopisches Verfahren urter Einsatz
des Reagenzes Sulfo-succnimidyl-dimethoxytrityl-butyrat (Sulfo-SDTB) eingesetzt.[*”
Bei letzterem nutzt man den holen Extinktionskoeffizienten des Dimethoxytritylkations,
um die geringen Oberflachenkorzentrationen von Aminogruppen zu bestimmen. In einer
ersten Re&ktion kindet man den Dimethoxytritylrest Gber einen Spacer an de auganglichen
Aminoguppen der Oberfladhe. In einem zweiten Schritt wird anschlief3end das Tritylkati-
on abgespalten urd phaometrisch bestimmt (Abbildung10). Die Nadhweisgrenzen liegen
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im Nanomolbereich. Diese Methode wurde fir diese Arbeit auf den Modell oberfladchen

etabliert und auf die reden Proben Ubertragen.

Fur die Quantifizierung von IPTES wurde analog zu sulfo-SDTB ein kommerziell nicht
erhdltli cher Farbstoff synthetisiert, der Uber eine Aminoguppe mit den okerfladlichen
Isocyanatgruppen des Haftvermittlers reagieren kann. Der weitere Reektionsverlauf ver-
lauft analog sulfo-SDTB. Der Syntheseweg zum Dimethoxytritylaminohexana (DAH) ist
am Ende dieses Kapitels angegeben (Abbildung 13).

OCHj3 OCHs
® : C
o - NHS O H
H3CO Q O{CHZ}C—O—N + HN—|| —— Hzco Q o~<CH2 C—-N
3 3
g | 9
OCH3

+ HCIO,4 (I? H O
— HO~{CH}-C-N * HCO O ©  Clo
3 -
Abbildung 10: Nachweisvon APTES mit sulfo-SDTB
OCHj, OCHjs

OCHs

HCIO,4 H ©
- HO~<CH2 N—-C—N + HsCO ®  clo,
6 -
Abbildung 11: Nachweisvon IPTES mit DAH

Eines der gré@en Probleme bei der Quantifizierung der Aminogruppen war der Beaug der

bestimmten Farbstoff menge auf eine exakte Oberflache. Bei allen verwendeten Proben war
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immer nur eine Seite von Bedeutung, de andere entweder unbeschichtet oder nicht oxi-
diert. Bei den Wafern kamen zusétzlich nach de unregelmaldigen Bruchkanten hinzu, de
eine Beredhnung cer Oberflache unmoglich madten. Nad einer Vielzahl von richt er-
folgreichen Versuchen zur Maskierung cer Unterseiten und Kanten mit Tesafilm oder
thermoplastischen Kunststoff en wurde schliefdlich eine Beschichtungsform entworfen und
in der mechanischen Werkstatt der Universitédt Regensburg gebaut. Sie besteht aus einer
Bodenplatte mit 20 Vertiefungen entsprechend der Form und Dicke der zu untersuchenden
Proben und einer Auflage mit 20 Lochern und Dichtungsringen, de aif die Bodenplatte
geschraubt wird (Abbildung 12). Dadurch kann der Bereich auf der Oberfladhe, der mit der
FarbstoffI6sung in Kontakt kommt, auf eine reproduzierbare und deiche Fladche begrenzt

werden.

Abbildung 12: Beschichtungsform flr quantitative Unter suchungen

6.4 Untersuchung der Haftvermittler schichten auf ihre chemische Stabilitéat

Am Beispiel von APTES wurde die chemische Stabilit & der Haftvermittler auf der Ober-
flache durch Inkubetion in Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten urtersucht. Die Pro-
ben wurden zu verschiedenen Zeiten aus der Lésung entnommen und der Restgehalt an
Aminoguppen mit sulfo-SDTB quantifiziert. Wegen der hydrolysierbaren |socyanatgrup-
peist ein solcher Versuch mit IPTES nicht moglich.

6.5 Synthesevon Dimethoxytritylaminohexanol (DAH)

Wie in Abbildung 13 zu sehen, handelt es sch bel der Herstellung um eine dreistufige
Synthese. In der ersten Stufe wird durch eine Schmelzkondensation zwischen Aminohexa
na () und Phthalsadureanhydrid (I1) Hydroxyhexylphthalimid (111) hergestellt. Dieses wird
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in der zweiten Stufe mit Dimethoxytritylchlorid (1V) zu Dimethoxytritylhexylphthalimid
(V) umgesetzt. Letzter Schritt ist dann de Freisetzung der Aminoguppe durch Hydraz-
noyse des Phthalimids und de Bildung des Endprodiktes Dimethoxytritylhexylamin
(VIl). Die Synthese erfolgte ettsprechend cen Vorschriften von Agathocleous™ und

Avifio[*4
o o}
-H,0
CgH15NO o) o]
[117,19]
I 23,34?23 C14H17NO3
[ > ] [247,29]
1|
OCHj

0 ®
-HCI
D N N
N OH + Cl O OCH; ———»

° g
C14H17NO3

[247,29]

[338,83]
IV

VI
C3sH35NOs5
[549,66]
V
OCHs
® 0
H2N NH
¢ 6
Co7H33NO3 CgHgN2O,
[419.56] [162,15]
VII \all

Abbildung 13: Synthese von Dimethoxytritylaminohexanol
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7 Kollagen!®>®"

Kollagen ist das haufigste Protein bei Sdugetieren undmacht etwa ein Viertel des Gesamt-
proteingewichts aus. Es ist der wichtigste Faserbestandteil von Haut, Knochen, Sehnen,
Knorpel, BlutgeféRen undZdhnen. Um den Anforderungen in den unterschiedlichen Ge-
weben gerecht zu werden, wird de Grundstruktur jewells entsprechend modifiziert. In
menschlichem Gewebe kommen mehr als 15 verschiedene Arten von Kollagenen var, von

denen der Grofeil bereits umfassend urtersucht und charakterisiert ist.

7.1 Struktureller Aufbau

Die Grundstruktureinheit des Kollagens, das Tropokallagen, besteht aus drei Polypeptid-
ketten deicher Grofde. Die Zusammensetzung héngt vom Typ des Kollagens ab. Das in
dieser Arbeit verwendete Typ | Kollagen besteht aus zwei unterschiedlichen Ketten, von

denen eine doppelt vorhanden ist.

Charakteristisch fur das Kollagenmolekdl ist der hohe Anteil an Glycin und Prolin sowie
das Vorkommen von Hydroxyprolin und Hydroxylysin in der Aminosauresequenz. Der
Antell der einfachsten Aminosaure Glycin betragt dabei fast ein Drittel.

Tropokdlagen ist ein Stdbchenmolekiil von etwa 300 nm Lé&nge und einer Dicke von etwa
1,5nm. Es besteht aus einer dreistréngigen Helix, die sich aus drei a-helikalen Peptidket-
ten zusammensetzt. In deser kompakten Struktur ist auch der hohe Antell an Glycin be-
grindet. Nur diese kleine Aminosdure (AS) hat im Inneren des Helixkabels ausreichend
Patz.

Abbildung 14: K ollagen Tripelhelix®®
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Schon der Austausch einer einzigen Aminosaure kann weitreichende Folgen haben. Bei
der Krankheit Osteogenesis imperfecta ist ein Glycinrest gegen ein Cystein ausgetauscht.
Damit verliert das Molekil die Fahigkeit zur Bildung hahgeordneter Faserstrukturen und

es kommt zu schwerwiegenden Knochendef ormationen.

Der Zusammenhalt der Helix erfolgt hauptsachlich durch Wasserstoff briickenbindungen
zwischen den peptidischen CO- und NH-Gruppen. Ab einer bestimmten Temperatur be-
ginnen dese Bindungen aufzubredhen undaus den stébchenférmigen Molekilen entstehen
ungeordnete Knauel. Man bezechnet die Temperatur, bel der 50 % der Struktur zerstort
ist, als Schmelztemperatur T,

Die Ubergeordnete Struktureinheit des Kollagens, die Kollagenfaser oder Kollagenfibrill e
entsteht aus vielen Tropokollagenmolekiilen duch eine gestaff elte Anordnung,wie sie in
Abbildung 15 zu sehen ist. In einer Reithe sind de @nzenen Molekule durch 40nm breite
L iicken voneinander getrennt und zur benachbarten Reihe um 68 nm versetzt, was zu den

charakteristischen Querstreifen fihrt.

mmwmmwm\ SISASSSOTTORLT) B SO
SO ISR I ST

300 nm 40 nm

Abbildung 15: Strukturdler Aufbau einer Kollagenfaser und Lage der intermolekularen Querver -
netzungen

Neben den Wasserstoff briickenbindungen erfolgt bei den Kollagenfasern eine ausétzliche
Stabilisierung duch kovalente Quervernetzungen, die nach der Zusammenlagerung cer
Tropokdl agenmolektile gebildet werden. Intramolekulare Querbriicken werden von zwel
oxidierten Lysin-Seitenketten Ulker eine Aldolkondensation gebildet. Fir intermolekulare
Vernetzungen kommen nu vier ganz bestimmte Reste in Frage: zwei Lysinreste am nicht-
helikalen C- bzw. N-terminalen Ende des Molekiils und zwei Hydroxylysinreste an den
beiden Enden der helikalen Bereiche. Aus jewells zwei Hydroxylysinen urd einem Lysin
bildet sich eine Hydroxypyridiniumbriicke avischen drei Polypeptidketten. Die resultie-
renden chemischen Strukturen sind in Abbildung16 dargestellt, die Lage der Quervernet-
zungen sind bei der Faserstruktur mit angegeben.



B. Grundagen 34

CHy}5CH,~CHy~NH,  HoN—CH,~CHp~( CHy )5

l Lysinoxidase

Ha
o} 0 H,C—C
“N—OH
CHy}—CH,~— M—cH,—fch, D
H H
N
cH
2
i Aldolkondensation Hc::—OH

H H
CHZ}Z—CHZ—c:j\—QCHZ -

o H

Abbildung 16: Naturliche Quervernetzungen in Kollagen, intramolekular (I.) und intermolekular

()

Ausmald und Art der Quervernetzung sind stark von Art und Alter des Gewebes abhangig.

Entsprechend der Schmelztemperatur bei Tropokdlagen existiert fur fibrill &res Koll agen
ebenfalls ein vergleichbarer Parameter. Bei der sogenannten Schrumpfungstemperatur T

kommt es zu einem pl6tzli chen Zusammenziehen der Koll agenfasern.

Untersuchungen der Schmelz- und Schrumpfungstemperaturen von Kollagen verschiede-
ner Tierarten ergaben elnen Zusammenhang zwischen thermischer Stabilit & des Koll agens
und der Korpertemperatur des Tieres. Aulferdem wurde festgestellt, dassein hoter Gehalt
an Prolin und Hydroxyprolin de Helix stabili siert.

Tabelle 8: Abhangigkeit der thermischen Stabilitat von Kollagen von der K 6r pertemper atur

Kollagenquelle Prolin & Hydroxyprolin  Thermische Stabilitét [°C] Korpertemperatur [°C]

[AS/I00AS
Ts Tm
Haut der Kalbes 232 65 39 37
Haut des Haies 191 53 29 24-28

Haut des Dorsches 155 40 16 10-14




B. Grundagen 35

7.2 Anwendungsgebiete von Kollagen %%

Kollagen wird schon sehr lange bei der Gerbung chemisch verandert undin Form von Le-
der vielfdltig eingesetzt. Seine Hydrolyseprodukie werden als Gelatine oder Klebstoffe
verwendet. Erst in den letzten Jahrzehnten entwickelte sich ein vermehrtes Interesse an

Kollagen fir den Einsatz auf medizinischem Gebiet.

Grundsétzlich muss man zwischen zwel verschiedenen Herangehensweisen unterscheiden.
Bel der einen geht man von koll agenreichem Gewebe aus, dassvon Natur aus in der ge-
wunschten Form und Struktur vorliegt. Dieses wird duch chemische Veranderung, meist
chemische Quervernetzung mit Glutaraldehyd, in ein implantierbares Material Uberfiihrt.
Beispiele hierfur sind Herzklappen, Sehnen, Bander, Blutgefal3e und Pericardium.

Daneben steht die Isolierung undReinigung vonKoll agen aus tierischem Gewebe und de
Gewinnung urterschiedlicher Produkte durch klassische polymerchemische Methoden.

Die wichtigsten Formen und ihre Anwendungsgebiete sind in Tabelle 9 zu sehen.

Tabelle 9: Medizinische Anwendungen von K ollagenprodukten

Matrix Form Medizinische Anwendung

Membran (Fil me, Bléatter) Reparatur von aalem Gewebe, Wundabdedkungen,
Hauttransplantationen

Por6s (Schwamm, Fil z, Fasern) Blutgtillung, Wundabdedkung, Knorpelreparatur,
plastische Weichteil vergroferung

Gel Drug Délivery

Losung plastische Weichteil vergroferung

Faden Reparatur von Sehnen undBéndern, Nahte

Tuben (Membran, Schwamm) Reparatur von Nerven undGeféfden

Komposit Kollagen/ Synth. Polymer Reparatur von Gefélien undHaut, Wundabdeckung

Kollagen / Keramik Knochenreparatur

7.3 Kinstliche Kollagenquervernetzung!****

Um eine ausreichende in vivo-Stabilitét zu gewahrleisten, ist eine ausétzliche, kinstliche
Quervernetzung van Kollagen nawendig. Dafir kommen unterschiedliche physikalische
und chemische Verfahren in Frage. Ausgangspunkt fir die meisten Quervernetzungen sind
die e-Aminogruppen der Lysin- und Hydroxylysinreste und die Carboxylgruppen der As-

paragin- und Glutaminsaure.
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7.3.1 Physikalische Verfahren

Der grundegende Vorteill der physikalischen Verfahren ist, dass $e keine Chemikalien
verwenden, de a Irritationen fuhren kdnren. Allerdings snd andere unerwiinschte Ne-
benre&tionen nicht auszuschlief?en. Zu nennen sind hier die Bestrahlung mit ultraviolet-
tem Licht (254 nm, UV) und das Dehydrothermalverfahren (DHT). Durch de UV-
Strahlung werden in den aromatischen Resten von Phenylalanin und Thyrosin freie Radi-
kale gebildet, die dann urtereinander zu Quervernetzungen abreagieren. Vorteil ist dabei
die kurze Reaktionszet. Beim Dehydrothermalverfahren wird dem Kollagen urter Vaku-
um bei erhéhter Temperatur Wasser entzogen. Dadurch entstehen aus freien Carborsdure-
und Aminogruppen neue Amidbindungen, die a1 einer Stabili sierung des Molekdils fihren.
Um eine voll standige Umsetzung zu erreichen ist, allerdings eine Reaktionszat von meh-

ren Tagen notwendig.*%Z

7.3.2 Chemische Methoden

Die dnemischen Quervernetzungsreagenzien lassen sich nachmals in zwel Gruppen unter-

teilen:

* Reagenzien, de @ne Bindung zwischen zwei freien Aminogruppen erméglichen (z.B.
Glutaraldehyd)

* Reagenzien, de durch Aktivierung cer freien Carboxylgruppen zu einer Neubildung

von Amidbindungen fiihren (z.B. Carbodimide)

Theoretischen Berechnungen zufolge existieren etwa siebenmal mehr Mdgli chkeiten zur

Bildungvon Amidbindungen als fir die Verknipfung von zwei Aminoguppen.

Trotzdem ist Glutaraldehyd (GA) das wichtigste und am haufigsten eingesetzte Querver-
netzungsreagenz. Die erste efolgreiche Anwendung auf dem Gebiet der Implantatquer-
vernetzung erfolgte in den spéten 60er Jahren durch Carpentier. Glutaraldehyd liegt in
wasgiger Losung meist nicht als Monomer vor, sondern pdymerisiert zu urterschiedlich
langen Ketten, de aber ihre Reaktionsfahigkeit beibehalten. Neben dem Vorteil dadurch
weiter voneinander entfernte Aminogruppen zu verkntpfen, besteht als Nadteil aber die
Moglichkeit einer Hydrolyse und der unerwiinschten Freisetzung von Glutaraldehyd im

Organismus.[19%109
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Eine andere Moglichkeit ist die Verwendung von Hexamethylendiisocyanat (HDI), das
ebenfall s zwei Aminoguppen verbindet. Die Quervernetzung erfolgt wegen der Hydroly-
selabilit & der Isocyanatgruppen in organischen Losungsmittel (Isopropanad, DMSO). Die
Eigenschaften von HDI-quervernetzem Gewebe beziglich Schrumpfungstemperatur, me-
chanischen Eigenschaften und enzymatischer Stabilitdt sind mit denen nadch Glutaralde-
hyd-Quervernetzung zu vergleichen. Allerdings snd die cytotoxischen Effekte bei HDI
geringer as bel Glutaraldehyd.[*%61%7

Um neue Amidbindungen zwischen freien Carboxyl- und Aminogruppen einzufihren
verwendet man entweder die Acyl-Azid-Methode (AA) oder ein wasserlddliches Carbo-
diimid, wie zB. Ethyl-dimethylaminopropyl-carbodiimid (EDC).

H3C_\
N=C=N

\—\; CHs
N e HCI

CHs

Abbildung 17: Strukturformel von EDC

In beiden Fallen erfolgt eine Aktivierung der Carbonsédure, die anschliefiend mit sterisch
zuganglichen Aminogruppen reagiert. Bei der EDC-Quervernetzung setzt man zusétzlich
noch N-Hydroxysucanimid (NHS) als Hilfsreagenz zu. Es bildet mit der aktivierten Car-
boxylguppe en ebenfalls aktives, aber hydrolysestabileres Zwischenprodukt, und unter-
drickt damit eine unerwiinschte Umlagerung der aktivierten Carbonsaure a1 einem stabi-
len N-Acylharnstoff. In beiden Falen dienen de Reagenzien nu zur Aktivierung wund
werden nicht in das Koll agen eingebunden.

Die Aktivierungsreaktionen sind in beiden Fallen redht unterschiedlich und zusammen mit
den Mechanismen der anderen Quervernetzungen in Abbildung 18 zu sehen.
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Abbildung 18: Chemische Quervernetzung bel Kollagen mit Glutaraldehyd (1), HDI (I1), der Acyl-
Azid-Methode (Il 1) und EDC/NHS (1V)

7.4 Analytik der Querver netzungen

Um die durch de Quervernetzung im Kollagen hervorgerufenen Veranderungen zu be-

stimmen und zu quantifizieren, existieren verschiedene Mogli chkeiten.

7.4.1 Bestimmung der freien Aminogruppen mit Trinitrobenzolsulfonsiure
(TNBS)!™

Wie bereits im letzten Absatz ewéahnt, verlaufen die meisten Quervernetzungsarten uker
die freien e-Aminogruppen der Lysin- und Hydroxylysinreste. Je hGher der Grad der che-
mischen Quervernetzung in einem Material ist, desto geringer ist die Konzentration an
noch vorhandenen Aminogruppen. Zur Quantifizierung deser Menge verwendet man Tri-

nitrobenzol sulfonséure. Wie in Abbildung 19 zu sehen ist, reagiert der Farbstoff mit den
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freien Aminogruppen zu einem stabilen Trinitrobenzolderivat. Nach Hydrolyse des Koll a-
genmoleklls kann de Konzentration der dann léslichen, modifizierten Lysinreste phato-
metrisch bestimmt werden. In deser Arbeit wurde éne Vorschrift von Bubnis et al.[*%®
angewendet und qotimiert. Insbesondere en vor der phaometrischen Bestimmung durch-
gefubhrter Ausschiittelschritt mit Diethylether fuhrte a1 groffen Mesdehlern. Dieser soll
Pikrinsaure, die durch Hydrolyse des Farbstoffs entsteht, und de modifizierten o-
Aminoguppen vom N-terminalen Ende jeder Peptidkette aus dem Regktionsgemisch ent-
fernen. Allerdings fuhrte die manuelle Extraktion mit einem Scheidetrichter zu keinen re-
prodwzierbaren Ergebnissen. Zur Losung deses Problems wurde schliefdich de komplette
Bestimmung in autoklavierbaren Schraubdeckelglasern duchgefuihrt. In desen komte der
Extraktionsschritt reproduzierbar mit einem Uberkopfschiitler erfolgen. Dies fiihrte neben

einem enormen Zeitgewinn auch zu reproduzierbaren Ergebnissen mit geringen Fehlern.

(I)@
0=S=0 O,N
O,N NO, H o
Koll—NH, + ——— Kol—N NO, +HSO;

O,N
Q H
N NO,
HO
NH3 O,N

Abbildung 19: Umsetzung von Kollagen mit TNBS im basischen Milieu und Struktur des photome-

trisch bestimmten Lysinderivates nach der Hydrolysein Salzsaure.

7.4.2 Bestimmung der Schrumpfungstemperatur mit Differential Scanning Calori-
metry (DSC)

Genau wie die nattrliche Quervernetzung der Kollagenfasern einen Einfluss auf deren
Schrumpfungstemperatur hat, kann man auch de kinstli che Quervernetzung anhand deser
Kennzahl verfolgen. Je héher die Quervernetzung, desto stabiler verhdlt sich die Koll agen-
faser gegenuber thermischer Denaturierung. Die DSC ist ein vor alem in der Polymer-
chemie @angesetztes Verfahren zu Bestimmung von Glas, Kristallisationss und

Schmelziibergéngen. Die experimentelle Anordnurg besteht aus zwei Ofen, de mit der
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Probe und einer Referenz beflillt werden. Die Temperatur wird Uber einen bestimmten Be-
reich verandert und die Temperaturdifferenz auf null geregelt. Vollzieht sich nun in der
Probe @n Ubergang, im Fall des Kollagens der endotherme Schrumpfungsprozess muss
dem Probensystem von aussen Energie augefihrt werden, um die Temperatur zur Referenz
konstant zu halten. Der Temperaturbereich und de bendtigte Heizleistung werden Gher

einen Computer ausgegeben.

7.4.3 Bestimmung der biochemischen Stabilitét durch Kollagenaseinkubation

Grundegendes Ziel der Quervernetzung ist die Verbesserung der Stabilit & der Koll agen-
schicht in vivo. Zum Abbau von Kollagen im Koérper trégt vor allem ein bestimmtes En-
zym, die Kollagenase, bei. Es kann spezfisch Peptidbindungen in den Tripelhelixberei-
chen des Kollagens gaten undfihrt zu einem Aufbrechen der geordneten Struktur. An-
schlieffendist das onst sehr widerstandsféhige Koll agen auch dem Angriff anderer Protea
Sen ausgesetzt.

Zur Optimierung der Quervernetzungsprozesse kénnen Kollagenaseversuche auch in vitro
durchgefiihrt werden. Man verwendet dazu eine Kollagenase, die von dem Bakterium
Clostridium histolyticium produwziert wird. Die quervernetzen Kollagenproben werden fir
bestimmte Zeit in einem koll agenasehaltigen Puffer inkubiert und anschlief?end de Rest-
mengen an Kollagen bestimmt

7.4.4 Bestimmung der Zytotoxizitat der quervernetzten Kollagene durch Adhasions-
und Proliferationsunter suchungen mit humanen mesenchymalen Stammzedlen
(H-M SC)

Bel Stammzdlen handelt es sich um undfferenzierte Zellen, de ar Proliferation, Selbst-
erneuerung undzur Produkion einer Vielzahl differenzierter Zellen und zu Regeneration
von Gewebe fahig sind. Sie haben de Fahigkeit, sich nahezu unbegrenzt zu teilen und da-
mit die StammzdIlpopuation aufrecht zu erhalten. In vitro kann man diese Zellen daher

Uber langere Zeitraume vermehren.

In der aktuellen &ff entlichen Diskussion stehen de embryonalen Stammzdlen, de aus shr
frihen Embryonalstadien, den Blastozysten, gewonnen werden. Man urterscheidet sog.

totipatente Stammzdlen, bei der die Entwicklung eines gesamten Individuums aus einer
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Zelle moglich ist, und pluripotente Stammzdlen, die sich zu urterschiedlichen Geweben

und Organen entwickeln konnen.

Bei den in deser Arbeit verwendeten mesenchymalen Stammzdlen handelt es sch um
sog. adulte bzw. gewebsgezifische Stammzdlen. Beilm Menschen sind mittlerweile Uber
20 werschiedene Arten aus kaum regenerationsfahigem Gewebe wie dem Gehirn undstark
regenerativem Gewebe wie Blut, Leber, Haut, Haaen oder der Darminnenwand bekannt.
Diese besitzen nu noch begrenzte Differenzierungéhigkeit in Richtung kestimmter Ge-
webeaten. Am besten untersucht sind de hamatopoetischen Stammzdlen, de fur die
standige Regeneration des Blutes zustéandig sind. Aus den aus dem Knochenmark zu ge-
winnenden mesenchymalen Stammzdlen kénren sich Gewebe wie Knochen, Knorpel,
Muskeln oder Fett entwickeln.

Die Differenzierung zu den jewells unterschiedlichen Zelltypen wird wahrscheinlich
hauptsachlich vonexternen Faktoren bedanflusd. Dazu gehort der Kontakt mit benachbar-
ten Zellen und extrazellulérer Matrix, das lokale Milieu sowie Wadstums- und Differen-
zierungsfaktoren ' Dje Entscheidung,in dieser Arbeit firr die Adhasions- und Prolife-
rationsuntersuchungen mesenchymale Stammzdlen zu verwenden, beruht auf der Mog-
lichkeit damit auch den Einfluss der Kollagenschicht auf das Diff erenzierungsverhalten

der Zellen in Richtung Knochen zu urtersuchen.

Flr die Zytotoxizitatsuntersuchungen wird eine bestimmte Anzahl von Zellen auf die Pro-
ben aufgebradit und de Zahl der vitalen Zellen auf der Oberflache nach einem Tag (Ad-
h&sion) und nadh sieben Tagen (Proliferation) bestimmt Die Quantifizierung erfolgt mit
einem etablierten Verfahren, dem sog. MTT-Test. Hierbel wird duch die &tiven Mito-
chondien der lebenden Zellen ein Tetrazolderivat (Methylthiazoltetrazolium, MTT) in ein
Formazanderivat Uberfuhrt, welches phaometrisch bestimmtwird (Abbildung20).

Abbildung 20: Reduktion von MTT
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7.5 Vergleich der einzelnen Quervernetzungsarten

Leider existieren in der Literatur keine vergleichenden Untersuchungen aller gangigen
Quervernetzungsarten mit identischen Bedingungen und Ausgangsmaterialien. Trotzdem
ist es moglich, sich einen Uberblick tber den Einfluss der einzenen Methoden auf die

oben genannten Charakterisierungsmdgli chkeiten zu verschaff en.

Weadock et al.? untersuchten den Einflussvon Glutaraldehyd (GA), ultraviolettem Licht
(UV), dem Dehydrothermalverfahren (DHT) und Cyanamid (CA), einem Carbodimid,
welches analog EDC reaiert, auf Kollagen aus Rinderhaut. Dabei zeigte sich duch Quer-
vernetzung mit UV, DHT und CA nur eine geringfligig verbesserte Koll agenasestabilit &t
im Vergleich zur unbehandelten Probe. Durch de Verwendung von Glutaraldehyd oder
einer Kombination aus DHT und CA konnte ane stark erhdhte, und fir beide Methoden in
etwa vergleichbare Stabilit & erreicht werden. In einer anderen Studie verglichen ebenfalls
Weadock et a.l’3 nur die physikalischen Methoden UV und DHT untereinander. Als
Ausgangsmaterial wurde bovines Typ 1 Kollagen verwendet. Im Gegensatz zu den vorigen
Ergebnisen konrte hier aber durch einen geringeren Druck bzw. eine andere UV-
Lichtquelle, eine stark verminderte L 6slichkeit in verdinrter Essgsaure und PepsinlGsung
gefunden werden.

Lee & a.™*¥ konnten duch Cyanamid, im Gegensatz zu einer Quervernetzung durch GA
und EDC, keine ehdhte Denaturierungstemperatur bei bovinem Pericardium feststellen.
Fir GA ergaben sich geringfigig hohere Werte ds fir EDC. Daflr zeigten de EDC-

guervernetzten Proben eine bessere Stabilit & gegentiber Koll agenase.

Van Wachem et a.®@ verglichen de Quervernetzung vonKollagen aus Schafshaut mit
GA, HDI, AA und EDC. Bezigich der Schrumpfungstemperatur zegten sich bei EDC
und AA die besten Ergebnisse, GA und HDI lagen etwas darunter. Der mit TNBS be-
stimmte Restgehalt an freien Aminogruppen war fur HDI, AA und EDC vergleichbar,
nach einer Quervernetzung mit GA war er klar niedriger. Im Zell versuch mit humanen Fi-
broblasten zeigten mit GA undHDI quervernetzte Proben geringe Cytotoxizitdt durch ver-
ringertes Zellwadstum, wahrend bei AA und EDC ein leicht verbessertes Zellwadhstum

ZU messen war'.

Einen Vergleich zwischen DHT-und EDC-Quervernetzung von bovnem Typ 1 Kollagen
fihrten Pieper et a. durch!*¥. Sie konrten duch de DHT-Methode keinen Einfluss auf
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die Denaturierungstemperatur und die Koll agenasestabilit &t feststellen. Die freien Amino-
gruppen wurden geringfligig verringert. Grof3e Veranderungen ergaben sich durch de
Quervernetzung mit EDC. Diese Ergebnisse konnten duch de Kombination keider Me-
thoden nach etwas verbessert werden. In Zellversuchen mit Fibroblasten und Myoblasten
konnten bei Verwendung eines mit EDC und Ethand quervernetzten Materials keine

cytotoxischen Eigenschaften nachgewiesen werden.

Die Ergebnise von Olde Damink et a."™>® sowie Charulata & a.™", die Schafshaut-
kollagen mit EDC bzw. Rattenschwanzkollagen mit GA bzw. AA quervernetzten, sind
beziglich der bestimmten Schrumpfungstemperaturen undfreien Aminogruppen mit den

Ergennissen von \an Wadem zu vergleichen.

Obwohl die meisten Arbeiten von unterschiedlichen Ausgangsmaterialien und Quervernet-
zungsreggenzien ausgehen, ist anhand der Daten ersichtlich, dass durch EDC ein ver-
gleichbar hoher Quervernetzungsgrad zu erreichen ist wie mit Glutaraldehyd. Beziglich
der Biokompatibilitét ist EDC dem Glutaraldehyd tberlegen.

8 Immobilisierung von Proteinen an Oberflachen

8.1 Adsorptive Bindung

8.1.1 Grundlagen der Polymeradsor ption an Ober flachen! &1

Flexible Polymere in Lésung lesitzen eine hohe konformative Entropie aufgrund der vie-
len Zustande, die die @nzenen Segmente der Polymerkette @nnehmen konren. Je besser
das Losungsmittel ist, desto groler ist das Polymerknduel und damit die Entropie. Durch
Adsorption an eine Oberflache geht ein Tell dieser Entropie verloren. Deshalb findet Ad-
sorption nur statt, wenn der auftretende Entropieverlust durch de Anziehungskraft zwi-

schen Polymer und Oberflache kompensiert wird.

Die Konformation, de alsorbierte Polymere auf der Oberflache aanehmen, ist abhdngig
von dr Qualitét des Losungsmittels. Je besser das Ldsungsmittel, desto mehr direkter
Kontakt (,trains*) ist nétig, um den Entropieverlust auszugleichen. Ist das Lésungsmittel
schledhter, treten sogenannte ,loops’ viel haufiger auf. Diese fuhren ebenfalls zu einer

hoheren Oberflachenkoreentration an Polymer als bei einem guten Lésungsmittel. In bei-
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den Féllen ragen de Polymerenden (,tails*) relativ weit in de Losung, um den Entropie-
verlust zu minimieren (Abbildung21). Die thermodynamische Erklarung dafiir, dass $ch
aus einem schledhten Lésungsmittel mehr Polymer auf eine Oberfladche ascheidet als aus

einem guten, ist al'so der geringere Entropieverlust der weniger kompakten Polymerketten.

tail
loop
train

Abbildung 21: Adsorption eines flexiblen Polymers aus einem schlechten (links) und guten (rechts)
L dsungsmittel

8.1.2 Proteinadsor ption™*)

Grundsétzlich handelt es sch bei Proteinen auch um Polymere und einige ihrer Eigen-
schaften sind mit denen von flexiblen Polymeren zu vergleichen. Im Adsorptionsverhalten
ergeben sich all erdings grundlegende Unterschiede. Im Gegensatz zu flexiblen Polymeren
handelt es sich bel Proteinen meist um hoch geordnete Strukturen mit geringer Entropie.
Die durch die Adsorption auftretenden korformativen Anderungen konren zu einer Entro-
pieehdhung undsomit sogar zu einer spontanen Adsorption auf eigentlich abstolenden

Oberflachen fuhren.

Die vier wichtigsten Faktoren, de die Adsorption vonProteinen auf Oberflachen bedn-

flussen, sollen im Folgenden deshalb etwas genauer besprochen werden.
Elekrostatische Effekte

In einer wassrigen Umgebung ist davon auszugehen, dass swohl das Protein as auch de
Substratoberfladhe dektrisch geladen sind. Sie sind von Gegenionen umgeben und man
spricht von der Elektrischen Doppelschicht. Néhert sich ein Protein der Oberfladche, so
Uberlappen de beiden Doppelschichten und es kommt zu einer elektrostatischen Wed-
selwirkung. Diese flhrt zu einer Anderungin der Gibbs-Energie. Untersuchungen haben
alerdings ergeben, dass der absolute Wert dieser Anderung nur sehr gering ist. Fir den
Ladungsausgleich zwischen Protein und Oberfladhe sind nedermolekulare oder anorgani-

sche Gegenionen verantwortlich. Fir sie ist das Protein ein viel schledhteres , Losungs-
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mittel” als die wassrige Umgebung, weshalb de hdchste Affinitét zwischen Protein und
Oberfladhe bei Systemen mit ausgeglichener Ladurngsverteilung kesteht, bel denen keine

zusétzli chen lonen bendtigt werden.
Londorsche Krafte undvan-der-Waal s-Wechselwirkungen

Uber theoretische Berechnungen ist es moglich, grobe Aussagen Uber die GroRenordnung
der van-der-Wads-Kréfte avischen Protein urd Oberflache a1 madien. Ihr Einfluss auf
die Anderung cer Gibbs-Energie fur die Adsorption auf Metall oberfladchen ist etwa 10 his
100fadch so groRwie der Beitrag der el ektrischen Doppel schicht.

Hydratationsanderungen

Sind sowohl die Proteinoberflache ds auch die Substratoberfladche hydrophil, ist es wahr-
scheinlich, dass nach der Adsorption ein dinner Wasserfilm zwischen beiden Schichten
zurtickbleibt und es zu keinen grof¥en Hydratationsénderungen kommt Anders seht es
aus, wenn eine oder beide der Oberfladhen hydrophdo ist. In desem Fall wiirde ene De-

hydratation den Adsorptionsprozess fordern.

Der Einflussdes Proteins auf diesen Effekt ist nur sehr schwer zu bestimmen, da Ausmald
und Gr63e der hydropholen Bereiche stark von der Struktur und Geometrie des Proteins
abhangen, die sich aber wahrend der Adsorption verandern konren. Ein grundsétzli cher
Einflussist aber bestétigt worden.

Auch bei der Substratoberflache ist der Einflussder Hydrophobie schwierig zu beurteil en,
da sich duch eine Modifikation meist auch de Oberflachenladung @ndert. Trotzdem
konrte die Anderung der Gibbs-Energie durch Proteinadsorption auf eine hydrophobe
Oberfladche bestimmt werden. Sie liegt nochmals 3 his 10 mal hoher as die der van-der-
Waals-Wedselwirkungen.

Anderungen in der Proteinstruktur

Proteine alsorbieren wegen ihrer Uberstruktrur nicht wie flexible Polymere in den bereits
erwahnten train-loop-tail-K onformationen. Eine generelle Beobadtung ist, dassdie Dicke
einer adsorbierten Proteinschicht mit den Ausmal3en des Molekils in Lésung vergleichbar
ist. Das gricht fr eine kompakte Struktur der Proteine, selbst wenn sie auf der Oberflache
konformative Anderungen eingehen.
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Grolere Veranderungen in der durch Wasserstoff briicken stabili sierten Sekundarstruktrur
der Proteine sind nur dann zu erwarten, wenn mit der Substratoberflache ebenfalls die
Moglichkeit zur Aushildung von Wasserstoff briickenbindungen besteht. Die damit ver-
bundene Erh6hungin der konformativen Entropie tragt alerdings nur in geringem Malse
zur Anderung cer Gibbs-Energie bei.

Esist ein gegenteiliger Effekt zu erwarten, wenn keine Moglichkeit fir Wasserstoff brik-
kenbindungen besteht.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Adsorption von Proteinen auf Oberflachen ein
komplexer Prozessist, der von mehreren Faktoren abhangt, die sich untereinander beein-
flussen. Auf hydropholen Oberfladhen adsorbieren all e Proteine auch unter elektrostatisch
ungurstigen Bedingungen. Auf hydrophilen Oberfladhen hangt die Affinitét davon ab, wie
bereitwilli g das Protein seine Struktur verandert um durch einen Gewinn an konformativer

Energie negative Eff ekte 21 kompensieren.

8.2 Kovalente Anbindung
Die im letzen Abschnitt vorgestellten Grundlagen der Proteinabsorption gelten natirlich

auch fur die kovalente Immobili sierung, ca @éne Anndherung und Anlagerung des Proteins

an de &tivierte Metall oberfladhe Vorausstzung fir eine kovalente Bindungist.

8.2.1 Bindung an APTES

Die durch APTES eingefiihrte Aminogruppe ist ohne weitere Aktivierung richt in der La
ge, kovalente Bindungen mit einem Protein (Kollagen) einzugehen. In dieser Arbeit wur-
den deshalb zwei verschiedene Strategien verfolgt. Zum einen die Verwendung von ho-
mobifunktionellen Linkern und zum andern de direkte Anbindurg an den Haftvermittler

im Rahmen der Quervernetzung ulker die &tivierten Carbonsduren des Koll agens.
Verwendung von Linkern

Die vier verwendeten Linker Carbonyldiimidazol (CDI)*?**?Y Disuccinimidylcarboret
(DSC)*??  sowie Disucdnimidylsuberat (DSS™?? und Disulfosucdnimidylsuberat
(DS3)!"* wurden bereits zur Aktivierung aminofunktioneller Oberflachen verwendet. Ihre
Strukturformeln sind in Abbildung 22 wiedergegeben. In alen Félen erfolgt die Anbin-

dung duch eine nucleophle Substitution des Imidazol- bzw. Hydroxysuccinimidylrestes
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durch eine Aminogruppe des Haftvermittlers und des Kollagens. Im Falle von CDI und
DSC ist das Endproduld ein substituierter Harnstoff, im Falle von DSS und DS3 sind es

zwei Amidbindungen, de durch eine C8-K ette verbunden sind.
o] o]
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Abbildung 22: Strukturformeln der homobifunktionellen Linker CDI, DSC, DSS undDS3

Direke Anbindung

Eine direkte Anbindung as Kollagens an den Haftvermittler kann im Rahmen der Quer-
vernetzung erfolgen. Hierbei reagieren einige der durch EDC/NHS aktivierten Carbonsau-
ren des Kollagens mit den Aminogruppen der Haftvermittl eroberflache a1 Amidbindun-
gen. Allerdings ist durch dieses Verfahren keine kovalent angebuncene, unguervernetzte

Proteinschicht herzustell en.

8.2.2 Bindung an IPTES

Im Gegensatz z2u APTES ist hier keine weitere Aktivierung ndwendig. Die durch den
Haftvermittler eingeflhrte Isocyanatgruppe kann direkt mit den Aminogruppen des Kolla-
gens zu einem substituierten Harnstoff reagieren. Das gebil dete Endprodukt ist demnach
identisch mit der durch APTES und CDI bzw. DSC erhatenen kovalenten Bindung.

8.2.3 Anbindung von Peroxidase als M odell protein

Fur erste vergleichende Untersuchungen zwischen den einzenen Immobili sierungsdrate-
gien wurde das Enzym Peroxidase als Modell protein angebunden. Durch de direkte An-
bindungeines Enzyms hat man de Mdglichkeit, auch nach sehr geringe Mengen an Pro-
tein an der Oberflache durch entsprechend lange Inkubationszeit mit der Substratldsung
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nachzuweisen. Durch den nur schwer zu bestimmenden Einflussder Immobili sierung auf
die Enzymaktivitat kbnren nu relative Proteinmengen angegeben werden. Aus diesem

Grundwurde auch keine gleichzeti ge Anbindungund Quervernetzung duchgefiihrt.

Die Immobili sierung vonPeroxidase wurde in der Literatur schon mehrfach beschrieben.
Haufig erfolgte éne Anbindung an Gold tiber ein NHS-aktiviertes langkettiges Thiol 2>
127 Aber auch de kovalente Bindungan aminofunktionell€*?® und carborsaurehalti ge**?
Oberflachen sowie die alsorptive Beschichtung einer TiO,-Oberflache™®*? wurden be-

schrieben.

8.2.4 Anbindung von Kollagen

Entsprechend der Peroxidase afolgte aich de Immobili serung van Kollagen anhand der
vorgestellten Methoden. Die Quantifizierung des Kollagens erfolgte mit Hilfe des Farb-
stoffes Sirius-Rot. Der eigentlich fur die histologische Farbungvon Kollagen verwendete
Farbstoff bindet sich adsorptiv an die fibrill &ren Strukturen des Proteins und wurde bereits

von mehreren Arbeitsgruppen fiir die Quantifizierung herangezogen 334

In der Literatur ist die kovalente Immohili sierungvon Kollagen vor allem auf nichtmetalli-
schen Oberflachen wie Cellulosé®™®!, Polyvinylalkohd!*? und Silikon**¥ beschrieben.
Peng et a.[**7 beschichteten de Oberflache von dentalen Titanimplantaten tber eine Zwi-
schenschicht von Polyethylen-co-vinylalkoha kovalent mit Kollagen. Auf dem Gebiet der
metalli schen Oberfladhen ist vor alem die Arbeitsgruppe Worch zu nennen, die sowohl
Reintitan al's auch Ti6AI4V adsorptiv mit Kollagen beschichtete und urtersuchte, 214

8.2.5 Untersuchung der angebundenen Kollagenschicht auf biochemische, chemi-

sche und medhanische Stabilitat

Die Untersuchung vonkovalent und adsorptiv gebundenen Kollagenschichten auf unter-
schiedlichen Metalloberflachen auf ihre diemische und hiochemische Stabilité erfolgte
entsprechend der bereits vorgestellten Methoden auf Seite 30 und Seite 40. Die mechani-
sche Stabilitdt wurde anhand dreier verschiedener Verfahren getestet:

» Die Haftung einer Kollagenschicht in trockenem Zustand wurde durch einen Abzieh-
test in Anlehnungan DIN SO 2409 urtersucht. Dazu wurden adsorptiv und kowalent
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gebuncene Schichten mit Tesafilm beklebt und de Oberflachen nach Abziehen des
Klebestreifens durch Auflichtmikroskopie visualisiert.

» Kollagenschichten im feuchten Zustand wurden duch einen spitzen Gegenstand (Spa-
tel, Pinzette) medhnischer Belastung ausgesetzt. Auch hier wurden die Oberflachen an-
schlief3end urter dem Mikroskop fotografiert.

» Als praxisnaher Test wurden abschlief3end orthopédische Schrauben aus Ti6AI4V und
Ti6AI7Nb kovalent und adsorptiv mit Kollagen beschichtet, in einen Rinderknochen
geschraubt und de verbleibende Kollagenmenge auf den Schrauben mit Sirius-Rot be-

stimmt.
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C.Material und Methoden

1 Verwendete Materialien

1.1 Titan und Titanlegierung

Verwendet werden Pléttchen aus Reintitan (Grade 2), Ti6AlI4V und Ti6AI7Nb (Fa. Hege-
dis) mit einem Durchmesser von 15 mm und einer Dicke von 2mm. Die Politur erfolgte
durch die Fa. Hededlis mit der Vorpdlierpaste 113GZW B1 (Fa. Menzerna).

Fur die mechanischen Stabilitdtstests werden Schrauben aus Ti6AI4V (Sx664T, Fa. Ae-
sculap) und Ti6AI7Nb (A98.582,Fa. Synthes) verwendet.

1.2 Tantalisierter Edelstahl

Es werden Pléattchen aus 316L-Edelstahl mit einem Durchmesser von 15,5mm und einer
Dicke von 1 mm, beschichtet mit 200 nm Tantal und 70nm Tantaloxid verwendet. Die
Tantalschichten werden am Lehrstuhl fir Funktionswerkstoffe in der Medizin und Zahn-
heilkunde, Universitdt Wirzburg, mittels Kathodenzerstdubung (PVD-Anlage, Balzers
PLS 570) eines Tantatargets hergestellt. Die Sputter-Bedingungen sind: Basisdruck 10*
Pa, Arbeitsgasdruck 0.7 Pa Argon, Sputter-Leistung 400W und Abscheiderate 0.3 nm/s
fir Tantal und Tantaloxid. Vor der Beschichtung werden die Substrate 20 min mittels
Plasmaézen gereinigt: Argon-Gasdruck 0,7 Pa, Bias-Spannung 145 V, Leistung 300W.
Der Ubergang von Tantal zur Tantal oxidbeschichtung erfolgt ohne Prozessunterbrechung
durch Reduzierung des Argongaspartialdruckes und Zugabe von Sauerstoff zum Prozess-

gas.

1.3 Cobaltbasidegierung
Verwendet werden Pléttchen der Cobaltlegierung MP35N (Fa. Jaeckl) mit einem Durch-

messr von 15,5mmundeiner Dicke von 2mm. Die Polierung erfolgte analog den Titan-

materialien.
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1.4 Modédloberflachen

In Vergleichsuntersuchungen werden Siliziumwafer der Fa. Infineon, besputtert mit 100
nm Titan oder Tantal, sowie 24-Well-Platten der Fa. Nunc verwendet.

1.5 Kollagen und Gelatine

Als Kollagenmaterial wird bovines und equines fibrill &res Typ-I-Kollagen der Fa. Innacoll
verwendet, das owohl in dspergierter as auch in gefriergetrockneter dreidimensionaler
Form vorliegt. Es wird aus Achillessshnen durch Hitzedenaturierung, saure Hydrolyse und
Pepsinabbau gewonnen. AufRerdem wird sdurel 6sliches Kalbshautkoll agen (Fa. Fluka) und
Gelatine aus Schweinehaut (Fa. Fluka) verwendet.

Relonstitution von fibrill &rem Kalbshautkollagen: 100 mg Kalbshautkollagen werden in
100 ml 10 mM Esggsaure gelost. Man gibt 100 ml Phosphatpuffer (133 mM, pH=7,0,
4°C) hinzu und zentrifugiert die tribe Lésung fir 5 min bei 4°C und 00 g. Der klare
Uberstand wird abdekantiert und iber Nacht bei 37°C in einem abgededten Bedherglas
stehen gelassen. Die so erhaltene engetriibte Losung wird bel Raumtemperatur fir 15min
bei 5000 gzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen unddie ehaltenen Fibrill en wer-

den mit 66,6 mM Phasphatpuffer (pH=7,0) gewaschen und nachmals zentrifugiert.

1.6 Chemikalien

L dsungsmittel

Alle Losungsmittel werden in z.A. Reinheit verwendet. Das Toluol fur die Silanisierung
wird zusétzlich tker Molekularsieb (4 A, Fa. Merck) getrocknet und unter Argon gl agert.
Fir alle wasgigen Systeme wird Milli pore-Wasser verwendet.

Quervernetzungs- und Aktivierungsreagenzien

N,N‘- Ethyldimethylaminopropylcarbodimid Hydrochlorid, EDC (Fluka, Biochemika).
Das Reagenz wurde nach Erhalt in Chargen zu 1 geingefroren.

N-Hydroxysuccanimid, NHS (Fluka, z.A.)

Glutaraldehyd, GA (Fluka, 25 % in Wassr)

Carbonyldiimidazol, CDI (Fluka, purum)

Disucanimidylsuberat, DSS(Sigma, minimum 95 %)

Disulphosucanimidylsuberat, DS3 (Sigma, ca 90 %)

Disucanimidylcarbonat, DSC (Aldrich, techn)
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Analytische Reagenzien
Sulfo-sucanimidyl-dimethoxytrityl-butyrat, sulpho-SDTB (Pierce)
Sirius Rot, Direkt Rot F3B (Fluka)

Trinitrobenzolsulfonsdure, TNBS (Fluka, 1 M in Wasser, Biochemika). Die Lésung wurde
nach Erhalt in 1 ml Chargen eingefroren um einer Zersetzung zur Pikrinsdure vorzubeu-
gen.

Peroxidase aus Meerrettich (Fluka, 700U/mg)

Wasserstoff peroxid, 30% (Merck, z.A.)
Orthophenylendiamin-Dihydrochlorid, OPD (Fluka, purum)
Perchlorsdure, 70% (Merck, z.A.)

Synthesechemikalien

Aminohexand (Fluka, purum)

Hydrazn Mondhydrat (Fluka, purum)

Dimethoxytritylchlorid (Merck, z.S.)

Phthal sdureanhydrid (Merck, z.S.)

Haftver mittler

Aminopropyltriethoxysilan, APTES (ABCR)

| socyanatopropyltriethoxysilan, IPTES (ABCR)

Puffer und Waschldsungen

Morphdi noethansulfonsaure Monohydrat, MES (Fluka, >99%)
Phosphat-gepuff erte Salzlsung, PBS (Fluka, Tabletten zum Aufltsen)
Natriumhydrogencarboret (Merck, z.A.)
di-Natriumhydrogenphasphat-Dihydrat (Merk, z.A.)
Natriumdihydrogenphasphat-Monohydrat (Merk, z.A.)
Citronensaure-Monohydrat (Merck, z.A.)

Triton X-100 (Sigma)

Natriumhydroxid (Merck, z.A.)

Borséure (Merck, z.A.)

Essgsaure, 100% (Merck, z.A.)

Salzsdure, 37 % (Merck, z.A.)

Salpetersaure, 65% (Merck, z.A.)
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2 Methoden

2.1 Oxidation der Oberflachen

Die dektrochemische Vorbehandung der Titanmaterialien erfolgt am Institut fur Werk-
stoffwissenschaft, Universitdt Dresden, urter galvanostatischen (0,26 mA cm 1000 S)
und pdentiostatischen (5 Vg 2 ) Oxidationsbedingungen. Die ehaltenen Pléttchen
werden ome weitere Vorbehandlung verwendet. Zur naschemischen Oxidation werden
ale Proben, in Anlehnungan ASTM F86, fur jewells 5 min im Ultraschallbad in Aceton,
Tolud, Aceton, Ethand und Wasser gewaschen und anschlief3end fir 10 min in 3,5 %
HNO; im Ultraschall bad ge&zt. Die Proben werden mit Wasser gewaschen undim Vaku-
um getrocknet.

2.2 Kernreaktionsanalyse

Die Ergebnisse der Kernreaktionsanalysen der unterschiedlich oxidierten Oberflache wer-

den urs ebenfals vom Institut fur Werkstoff wissenschaft, Universitét Dresden zur Verfu-
gung gestellt.

2.3 RoOntgenphotoel ektr onenspektr oskopie (XPS)

Die Elementvertellung auf den Oberflachen wird duch Réntgenphdoel ektronenspektro-
skopie mit dem Modell PHI 5700 (Physicd Eledronics) unter Verwendung von mono-
chromatischer Al-K-Strahlung bestimmt

2.4 Bestimmung der Hydroxylgruppen mit Trifluoressgsaureanhydrid

Die unterschiedlich oxidierten Metallpléttchen werden zusammen mit 3 ml Trifluoressg-
saureanhydrid fur 30 min in offenen Schnappdedelglasern in einem Exsikkator gelagert
und anschlieffend mittels XPS untersucht. Die integrierte Flache des Fluorsignals ist as
relativer Hydroxylgruppengehalt angegeben.

2.5 Aufnahmen mit dem Rasterkraft mikroskop (AFM)

AFM-Untersuchungen der beschichteten und unkeschichteten Oberflachen werden im
contad- oder noncontad-Modus mit einem Autoprobe CP (Fa. Park Scientific Instru-
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ments) und einem SiN-Cantilever durchgefiihrt. Die vermessenen Ausschnitte haben eine
Grofevon 1x1bzw. 10x10 pum.

2.6 Bestimmung der Oberflachenrauhigkeit

Die Oberflachenrauhigkeiten der verwendeten Metall oberflachen werden tber das meda
nische Tastschnittverfahren mit einem Perthometer S6P (Fa. Feinprif Perthometer GmbH)
bestimmt. Angegeben ist der Mittelrauhwert (RA) = Standardabweichung einer Zwolf-
fachbestimmung.

2.7 Aufnahmen mit dem Auflichtmikroskop

Mikroskopische Aufnahmen wurden mit einem Dialux 20 (Fa. Leitz), ausgestattet mit ei-
ner PENTAX “OEd Spiegelreflexkamera, durchgefiihrt.

2.8 Silanisierung von Substratoberflachen

Die Beschichtung mit Aminopropyltriethoxysilan (APTES) sowie Isocyanatopropyl-
triethoxysilan (IPTES) erfolgt, falls nicht anders angegeben, aus 1,5 %igen toludlischen
Losungen urter Ruckflussfir 3 hin einer Argornatmosphére. Fir die Bestimmung der Ad-
sorptionsisothermen werden de Konzentrationen an Haftvermittl er varii ert (5*10'4; 1*10%
0,1 1; 5; 10; 15; 20; 30 und50 mg/ml). Aminasil anbeschichtete Proben werden aufeinan-
derfolgend 2x 1 min in Chloroform, 2x 1 min in Methand und 1minin Wasser im Ultra-
schallbad gewaschen. Die isocyanatbeschichteten Oberflachen werden einmal mit Toluol

gespit. Alle Proben werden anschlief3end im Vakuum getrocknet.

2.9 Infrarotspektroskopie

IR-Spektren der Oberflachen werden mit einem JASCO FT/IR-610 in gerichteter Reflexi-
on mit Hilfe aner RAIR-Einheit (Spec30, Einfallswinkel 30°, Pike-Tednologies) aufge-
nommen. Als Background werden geé&zte Oberflachen verwendet. Die Auswertung erfolgt
mit dem Programm ,, Spedra Analysis for Windows 95/NT“ Ver. 1.53.03 @r Fa. Jasco.

2.10 Bestimmung der Aminogruppen mit sulpho-SDTB

Herstellung der Farbstofflosung 600 pg sulpho-SDTB werden in 200 pl Dimethylforma-
mid gel6st und man gbt 42 mg NaHCO3 in 9,8 ml H,O zu.
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Farbstoffanbindung: Die au charakterisierenden Plattchen werden in die beschriebene Be-
schichtungsform eingebaut und fir 30 min bel RT mit der frisch hergestellten Farbstoff16-
sunginkubiert. Anschlief3end wird die Losung abgesaugt und man wascht mit Wasser 3 x
hintereinander, 1 x 10 min und nehmals 3 x nacheinander in der Form. Die Pléttchen

werden der Maske entnommen, kurz unter fli ef?endem Wasser gespuilt undvorsichtig trok-
kengetupft.
Farbstofffreisetzung: Die Pléttchen werden in Pr8parateglasern mit 1,5 ml HCIO, (35%)

Uberschichtet und das Dimethoxytritylkation innerhalb von 15 min urter gelegentlichem
Umschittel n freigesetzt.

Vermesaung: Die Losungen werden in PS-Einmalkivetten Gberfihrt und kel 494,6 nm mit
einem Lambda 18 UV/VIS-Spektrometer (Fa. Perkin EImer) vermessen. Die Quantifizie-
rung erfolgt tber eine vorher aufgenommene Eichgerade. Alle Mesaungen werden als
Funff achbestimmung duchgefiihrt und de Ergebnise ds Mittelwert £+ Standardabwei-
chungangegeben.

2.11 Aktivierung mit bifunktionellen Linkern

APTES beschichtete Oberflachen werden fur 2 hin einer Lésung von 0,01mmol/ml DS3
in PBS (pH=7,4), DSSin DMF sowie CDI und DSC in Acetonitril aktiviert (jewells 1,5ml
in Praparateglasern). Es wird einmal mit dem entsprechenden L6sungsmittel gespit und
im Vakuum getrocknet.

2.12 Anbindung von Dimethoxytritylaminohexanol (DAH)

DAH dient zur Charakterisierung von aktivierten APTES- und IPTES-Oberflachen. Die
Synthese afolgt entsprechend 2.27.

Zur Anbindung wn Dimethoxytritylaminohexanol werden aktivierte Titan- und Tan-
taloberflachen in 10 mg/ml Farbstoff in Acetonitril Uber Nacht inkubiert. Nach dreimali-
gem Waschen mit Acetonitril und Trocknen im Vakuum werden de Pléttchen in de Be-
schichtungsmaske @ngebaut und die Absorption bei 494 nm nach Zugabe von 35 %
HCIO, bestimmt Die Anbindung des Farbstoffs an de mit Isocyanat aktivierten Oberfl&-
chen erfolgt analog duch drekte Inkubation der silanisierten und getrockneten Proben
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ohre weiteren Vorbehandlungsshritt. Alle Mesaungen werden als Funffachbestimmung
durchgefihrt und de Ergebniss ds Mittelwert £ Standardabwei chungangegeben.

2.13 Auslagerungsver suche mit APTES

Mit APTES beschichtete Ti- und TaWafer werden fur 15 und 72 hin wassrigen, gepuf-
ferten Systemen bei pH=4 (Citrat-Puffer), pH=7,4 (PBS), pH=105 (Borsaure-Puffer) so-
wiefir 1, 2, 3, 15und48 h pH=9,5 (Borsaure-Puff er) ausgel agert, mit Wasser gespuilt und
die verbleibende Konzentration an Aminoguppen mit sulpho-SDTB bestimmt Die Mes-
sungen werden als Funffachbestimmung durchgefihrt und de Ergebniss als Mittelwert +
Standardabwei chung angegeben.

2.14 Bestimmung der Aminosaurezusammensetzung der K ollagenmaterialien

Die vier verschiedenen Ausgangsmaterialien (5 mg) werden in 6 N Salzsdure fir 24 h bei
12C¢°C hydrolysiert. Das Hydrolysat wird mit einem Amino Acid Analyzer LC 5001 (Fa
Biotronic) und dem Saulenmaterial BTC 2710 unersucht. Das Ergebnis ist angegeben as
die Anzahl an Aminosauren pro 1000 Aminosauren als Mittelwert + Standardabweichung

einer Dreifachbestimmung.

2.15 Quervernetzung von Kollagen

Die Quervernetzung aler Proteine wird in MES-Puffer (pH 5,5 mit der entsprechenden
Konzentration an EDC und ¥4 deser Konzentration an NHS durchgefiihrt. Die Re&tions-
zdt betrégt - abgesehen vonder zatabhangigen Quervernetzung - 4 h. Alle Proben werden
vor der Quervernetzung mindestens 90 min in MES-Puffer inkubiert und vahandene L uft-
blasen duch kurzes Evakuieren entfernt. Anschlief3end wird jewells 2 x 1 hmit 0,1 M
Na,HPO,4 und 4 x ® min mit H,O gewaschen und ebenfalls im VVakuum getrocknet. Drei-
dimensionale Schwamme werden nach der Waschprozedur entwassert (1 hin 80% Ace-
ton, 1 hin 100% Aceton, 2x 2hin 100% Aceon, Uker Nadit in 100% Aceton) undim
Vakuum getrocknet.

Die Quervernetzung mit Glutaraldehyd erfolgt in frisch hergestellter Losung (6,25 mg/ml)
fUr 4 h. Die Waschschritte entsprechen denen der EDC-Quervernetzung.
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2.16 Bestimmung der freien Aminogruppen mit TNBS

Getrocknete Koll agenproben (Filme oder Schwammchen) werden zu jeweils 1-2 mg in 20
ml Schraubdedkelgléser (Fa. Schatt, autoklavierbar) eingewogen. Man gbt 1 ml 4 %
NaHCO; und 1 ml 0,5 % TNBS-Losung (1 ml der eingefrorenen 1 M Ldsung wird auf
58,6 gaufgefillt) zu undlasd fir 3 h kel 40 °C reagieren. Nadh der Zugabe von 3ml 3 N
HCI erfolgt die Hydrolyse der Proben fir 1 h kel 120 °C. Nachdem die Proben abgektihlt
sind, wird 5ml Wasser zugegeben und 3xmit 15 ml Diethylether ausgeschittelt. Das Aus-
schitteln erfolgt ebenfalls in den Schraubdeckelglasern in einem Uberkopfschiittler
(REAX 2, Fa. Heiddph). Nach dem Ausschiitteln werden de Lésungen in Préparategl&ser
Uberfihrt und Etherreste bei 40°C im Wasserbad entfernt. Die Absorption der Losungen
wird in PMM A-EinmalkUvetten bei 346 nm bestimmt. Die Berechnung @& Aminogup-
penkoreentration erfolgt Uber den literaturbekannten unddurch eigene Mesaungen besté
tigten Extinktionskoeffizienten far das  Lysin-Dinitrophenylderivat von
1,46*10 Imol™cm™ bei 346 nm. Zur Herstellung des Blanks wird pro Quervernetzungs-
zustand kel einer Probe die Salzsdure bereits vor der Farbstofflésung zugegeben, sonst
aber keine Anderungen vorgenommen. Durch de Salzsiure werden de vorhandenen Ami-
nogruppen protoniert und konmen nicht mehr mit dem Farbstoff reagieren. Man vermisg
die so erhaltenen Losungen gegen Wasser und verwendet die dem Mittelwert am nacdhsten
liegende Probe ds Blank fur die agentliche Mesaing. Die Mesaungen werden als Funf-
fachbestimmung durchgefiihrt und de Ergebnise ds Mittelwert + Standardabweichung
angegeben.

2.17 Bestimmung der Schrumpfungstemperatur mittels Differential Scanning
Calorimetry (DSC)

Caorimetrische Mesaungen werden mit einer DSC-7 (Fa. Perkin Elmer), ausgestattet mit
einem RC 6 Cryostaten (Fa. Lauda), as Dreifachbestimmung druchgefiihrt. Die Tempera-
tur- und Enthalpie-Kalibrierung erfolgt mit hochreinem Indium (Schmelzpunkt
156,61°C). Unquervernetzte Koll agenproben werden fir 5 min mit Wassr benetzt, tlber-
schissges Wasser durch Abtupfen mit Papiertiichern entfernt und de Proben in Alumini-
umpfannchen verschlosen. Quervernetzte Proben werden aus dem letzten Waschwasser
entnommen und ebenfalls trockengetupft. Fur die Untersuchung aks rekonstituierten

Kalbshautkoll agens wird der unquervernetzte undim Zentrifugenglas quervernetzte Riick-
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stand verwendet. Die Heizrate betrégt 5 °C/min in einem Temperaturbereich von 15 his
95°C. Die Schrumpfungstemperatur wird als Onset-Wert des auftretenden endahermen
Peaks bestimmt Die Messungen werden als Dreifachbestimmung durchgefiihrt und de
Ergebnise ds Mittelwert + Standardabwei chung angegeben.

2.18 Herstellung der K ollagenprobekér per (Filme)

Auf dem Boden von 24-Well-Platten oder Wafern werden 100 pl einer 0,1 %igen Kolla-
gendispersion kew. Gelatinelosung verteilt und kel 37 °C eingetrocknet. Anschlief3end

werden die Proteinschichten wie oben beschrieben quervernetzt und gewaschen.

2.19 Sterilisation der Probenkorper

Die aveidimensionalen Probenkdrper (Kollagen auf PS und Metalloberflachen) werden
mittels Ethylenoxid (EO) bei einer Gaskonzentration von 1000-1200 mg/l, einer Tempe-
ratur von 50-60°C und einer Feuchte des Sterilgutes von 4080 % sterilisiert. Zur Ver-
fluchtigung as EO’s werden die Proben vor der weiteren Benutzung 2 Tage lang trocken

gelagert.

2.20 K ollagenasetest

Die a1 urtersuchenden Proben werden mit 1 ml einer Kollagenase P L6sung (Boehringer,
Mannheim) in einer Konzentration von1 mg/ml Uberschichtet und fir verschiedene Zeit-
raume inkubiert (0 h; 1,5 b 3 h; 6 h; 24 h; 6 d). Nadch Ablauf der Inkubationszet wird der
jeweili ge Uberstand verworfen, mit PBS gespiit und der verbliebene Koll agenrestanteil
mit Sirius-Rot 2 Stunden lang inkubiert. Danach wird das Sirius-Rot mittels 500 ul 0,1 M
NaOH solubili siert und de Farbung im ELISA-Reader bei 540 nm quantifiziert. Die Mes-
sungen werden als Vierfachbestimmung duchgefiihrt und die Ergebnise ds Mittelwert +
Standardabwei chung angegeben.

2.21 Gewinnung von humanen mesenchymalen Stammzdlen (M SC)

Nacd einer Knochenmarkspunktion von Patienten werden die im Punktat enthaltenen ad-
hérenten Zellen amplifiziert, die nicht adhérenten Blut(vorlaufer)zdlen werden wahrend
der Kultivierungsphase verworfen und de verbliebenen MSC nach 14 Tagen in den Ver-

such aufgenommen.
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2.22 Zytotoxizitatstest

Zur Bestimmung des zdluldren Adhasionsverhaltens auf zweidimensionalen Probenkor-
pern werden 50.00 MSC auf die sterili sierten Proben aufgebradit, mit 2 ml Zellkulturme-
dium (Dulbeca’'s modified eagles medium, DMEM) Uberschichtet und rach 24 Stunden
Inkuketion de zdluldren Adhadsionsraten bstimmt. Hierzu wird das Medium abgezogen,
nicht undnur leicht adhdrente Zellen durch zweimaliges Spulen mit PBS abgewaschen urd
die verbliebene Zell zahl mittels MTT-Test (MTT-Testkit, Fa. Promega) bestimmt. Bei der
Ermittlung des Proliferationsverhaltens betrégt die Ausgangszdlzahl 20.000 MSC und de
Inkubationszet 7 Tage. Die Quantifizierung erfolgt ebenfall s mittels MTT-Test. Die Mes-
sungen werden as Vierfachbestimmung duchgeftihrt und die Ergebnisse ds Mittelwert +
Standardabwei chung angegeben.

2.23 Immobilisierung von Peroxidase

Die Anbindung ar Peroxidase afolgt durch Inkubation der aktivierten Waferoberfladen
in einer Loésung von 0,15mg/ml Peroxidase in PBS fur 2 h. Diese wird, um eine exakte
Fladhenberechnung zu ermdglichen, ebenfalls in der Beschichtungsmaske durchgefibrt.
AnschlieRend wird 2x 1 min und2 x 15min mit einem Waschpuffer (12,2 gNaCl und0,5
ml Triton X-100in 1 PBS) gewaschen und die Proben aulerhalb der Maske unter fli ef3en-
dem Wasser abgespuilt. Die Farbentwicklung erfolgt durch Inkubation mit 2 ml Substratl6-
sung (60 mg Orthophenylendiamin, 50 ul H,O,, 0,73 gZitronensdure, 1,2 g NaHPO,,
2H,0 in 100 ml H,0) und Reé&tionsabbruch nadch 15 min durch Zugabe von 1 ml 1 M
H,S0,. Die Absorption wird bei 490 nm in PSEinmalkivetten bestimmt. Die Mesaungen
werden as Vierfachbestimmung duchgefihrt und die Ergebnisse ds Mittelwert + Stan-
dardabweichung angegeben.

2.24 Immobilisierung von Kollagen

Die a1 beschichtenden Plattchen werden wie beschrieben aktiviert und fur 4 hin 0,1%
Pferdekoll agensuspension inkuliert. Fur die gleichzeatige Anbindung urd Quervernetzung
wird der Suspension zusétzlich 5 mg/ml EDC und 1,25mg/ml NHS zugesetzt. Anschlie-
Rend werden die Proben unter flief3endem Wasser abgespuit und im Stickstoff strom ge-
trocknet. Zur Quantifizierung werden die kollagenbeschichteten Pléttchen in de Be-
schichtungsmaske engebaut und fir 30 min mit 0,1 % Sirius Rot in 05 M Essigsaure ge-
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farbt. Anschlief3end wird 5x 1 min in der Beschichtungsform mit 0,1 M Essgsaure gewa-
schen. Die gefarbten Proben werden in Préparategldsern mit 1 ml 0,5 M Natronlauge tber-
schichtet und der Farbstoff innerhalb von30 min unter gel egentlichem Umschitteln gel st.
Die Vermessung erfolgt bel 550 nm in PS-Einmalkiivetten unddie Berechnung ar Kolla-
genmenge durch eine auf Wafer-Oberfladchen bestimmte Eichgerade. Die Mesaungen wer-
den as Vierfachbestimmung duchgeftihrt und de Ergebnisse ds Mittelwert + Standar-
dabwei chung angegeben.

2.25 Untersuchung der biochemischen und chemischen Stabilitat der Kolla-
genbeschichtung

Die Versuche werden entsprechend Punkt 2.13 und 2.20 auf koll agenbeschichteten Me-
tall oberflachen durchgefihrt.

2.26 Untersuchung der medhanischen Stabilitét der K ollagenbeschichtung

Abziehtest mit Tesafilm

Auf APTES-beschichteten und unbeschichteten Waferoberflachen werden 100 pl einer
0,01 %igen Pferdekollagensuspension in 10 mM Essgsaure angetrocknet und mit
1 mg/ml EDC in MES quervernetzt, gewaschen und getrocknet. Ein Streifen Tesafilm wird
Uber eine Hélfte des Plattchens geklebt und wieder abgerisen, wobei nicht kovalent ge-
bundene Fibrillen vonder Oberfladche égeldst werden. Anschlief3end wird die Oberflache

im Auflichtmikroskop visualisiert.
Mechanische Belastung durch spitzen Gegenstand

Auf APTES-beschichteten und unbeschichteten reden Oberflachen werden 100 ul einer
0,1 %igen Pferdekoll agensuspension eingetrocknet und mit 1 mg/ml EDC quervernetzt.
Nadc dem Waschen wird im feuchten Zustand versucht, einen Tell der Schicht mit einer
Pinzette von der Oberflache au kratzen. Das Resultat wird im Auflichtmikroskop visuali-
Sert.

Schraubversuchein Rinderknochen

APTES-beschichtete und unbeschichtete medizinische Schrauben aus Ti6AI7Nb und
Ti6Al4V werden in eine 0,1 %ige Pferdekoll agensuspension getaucht und de engetrock-
nete Schicht quervernetzt (1 mg/ml EDC) gewaschen undmit 0,1 % Sirius Rot in 0,5 M
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Essgsaure gefarbt. Anschliefiend werden die Schrauben in vorgebohrte Locher in einen
Rinderoberschenkelknochen geschraubt und wieder heraus gedreht. Die verbleibende
Menge an Kollagen wird durch Losen des Farbstoffesin 0,5M Natronlauge phaometrisch
bestimmt.

2.27 Dar stellung von Dimethoxytritylaminohexanol
1. Stufe: Synthese von Hydroxyhexylphthalimid

5 g(42 mmol) Aminohexanal und 6,31g (42 mmol) Phthal sdureanhydrid werden in einem
Kolben vargelegt und bei 150-1@ °C geschmolzen. Nach 15min lésd man de entstande-
ne zde Masse akihlen und erhdlt ein festes Produkt. Das Rohprodukt wird aus Petrole-
ther (60/80) umkristalli siert und man erhélt ein farbloses Pulver. Ausbeute: 7,559 (71 %).
Schmp.: 43°C (Lit. 4345 °C). '"H-NMR (300MHz, CDCl5): & 7,82 (m, 2H, aromat. CH
Phthalimid), 7,69(m, 2H, aromat. CH, Phthalimid), 3,67 (m, 4H, -N-CH,-, -O-CH,-), 18-
1,3(m, 8H, -CH»>-). IR (KBr): 3507cm™ (s, v O-H), 3062 cm™ (w, v C-H aromat.), 2925,
2861cm™” (m, v C-H aliph.), 1770, 1713 cm™ (s, v C=0), 1440 cm™ (8 CH.)

2. Stufe: Synthese von Dimethoxytritylhexylphthalimid

Pyridin wird Uker Nadt Uber KOH getrocknet und Glker Natriumhydrid abdestilli ert. Die
Edukte werden im Olpumpenvakuum getrocknet, die Glasgerdte ausgeheizt. Die Reaktion
wird urter Feuchtigkeitsauschluss in der Glovebox duchgefuhrt. 4,10 g(20 mmol) Hy-
droxyhexylphthalimid und 7,449 (22 mmol) Dimethoxytritylchlorid werden in 80 ml Py-
ridin gelost. Man lasg 17 hbei Raumtemperatur rihren und gbt 2 ml Methand zu. Nac
einer weiteren Stunde wird das Pyridin abgezogen und der Ruckstand in CH,Cl, gel6st.
Man schittelt je 3x mit 4 % NaHCO; und geséttigter NaCl-L6sung aus, trocknet die orga-
nische Phase iber Na,SO,4 undzieht das Losungsmittel ab. Das Rohprodult wird mit Die-
thylether:Petrolether 1:1 chromatographiert und man erhdt das Endprodult als gelbliches
Ol. Ausbeute: 9,0 g (81 %). 'H NMR (400 MHz CDCl3): & 7,82 (m, 2H, aromat. CH,
Phthalimid), 7,69 (m, 2H, aromat. CH Phthalimid), 742-7,12 (m, 9H, aromat. CH), 6,81
(d, 4H, aromat. CH, neben -OCHj3), 3,76 (s, 6H, -OCHy), 3,65 (t, 2H, -N-CH,-), 3,01(t,
2H, -O-CHy), 1,7-1,25(m, 8H, -CH,-). IR (Film): 3072 cm™ (w, v C-H aromat.), 2933,
2835cm™ (m, v C-H aliph.), 1771, 1710 cm™ (s, v C=0), 1444 cm™ (8 CH,), 829cm™ (s, &
C-H aromat., disubst.), 721 cm™ (s, 8 C-H aromat., monosubst.)
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3. Stufe: Synthese von Dimethoxytritylaminohexanaol

3,64 g(6,6 mmol) Dimethoxytritylhexylphthalimid werden in 45 ml Methana vorgelegt.
4 ml (67 mmol) Hydrazn-Hydrat in 10 ml Methanol werden zugegeben. Man lésd Uber
das Wochenende bei Raumtemperatur rithren. Anschlief3end wird der entstandene Nieder-
schlag abgesaugt und das Losungsmittel abgezogen. Der Rickstand wird in CH,Cl, gel6st.
Man schiitelt je 3 x mit 4 % NaHCO; und geséttigter NaCl-L 6sung, trocknet die organi-
sche Phase tber Na,SO, und zieht das L 6ésungsmittel ab. Das Rohprodult, ein gelbliches
Ol, wird anfangs mit Dichlormethan:Methand 955, am Ende mit Dichlor-
methan:Methand 65:35 chromatographiert und man erhét das Endprodukt als gelbliches
Ol. Ausbeute: 1,8 g (65 %). 'H NMR (400MHz, CDCls): & 7,45-7,15 (m, 9H, aromat. -
CH), 6,82(d, 4H, aromat. CH neben -OCHy), 3,78(s, 6H, -OCH3), 3,03(t, 2H, -O-CH,-),
2,72(t, 2H, -N-CH,-), 1,661,25 (m, 8H, -CH,-). IR (Film): 3735cm™ (m, v N-H), 3067
cmt (w, v C-H aromat.), 2933, 2858 cm™ (m, v C-H aliph.), 1508 cm™ (s, v C=C aromat.),
1457cm’* (6 CHy,), 829cm™ (s, & C-H aromat., disubst.), 761, 705 cm™ (s, 6 C-H aromat.,

monasubst.)
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D. Ergebnisse

1 Charakterisierung der metalli schen Werkstoffe

1.1 Chemische Analyse der Metalloberflachen

1.1.1 Elementzusammensetzung

Tabelle 10: XPS-Mesaingen auf Metall oberflachen

Oberflache Cls[%] O1ls[%] AI2p[%] N1s[%] Ti2p[%] P2p[%] Tadf[%]
Tantal gedzt 0,77 70,47 - - - - 27,13
Ti6Al4V gedzt 868 6155 426 1,44 24,07 - -
Ti6Al4V galvanostatisch 5,34 63,68 4,20 053 2215 2,99 -
Ti6AI4V potentiostatisch 4,08 65,66 2,53 045 22,30 4,37 -

Die nach einem Sputterschritt zur Entfernung vonVerunreinigungen bestimmten Element-
zusammensetzungen der reden Proben sind in Tabelle 10 wiedergegeben. Sie zeigen nur
geringe Kohlenstoffspuren in der Tantaloxidschicht. Auf den Ti6Al4V-Oberfladchen sind
ale Legierungsbestandteile aul}er Vanadium zu erkennen. Auf den elektrochemisch ox-
dierten Proben wurde Phospha gefunden und die geézte Probe zegte enen erhthen
Stickstoff - und Kohlenstoff gehalt.

1.1.2 Hydroxylgruppengehalt der Oberflachen

Die mit Hilfe von Trifluoressgsaureanhydrid bestimmten zuganglichen Hydroxylgruppen
auf den urterschiedlichen Metall oberflachen ergeben das in Abbildung 23 zu sehende
Bild. Bei den Titanmaterialien hat die patentiostatisch vorbehandelte Probe immer den
hochsten Wert, die nasschemisch gedtzte immer den niedrigsten. Vergleicht man Ti6AI4V,
cp-Ti und Ti6AI7Nb urtereinander, findet man fur Reintitan de hichste Konzentration an
Hydroxylgruppen, gefolgt von der Vanadium-Legierung. Ebenfall s recht hohe Werte wur-
den fir die Cobaltlegierung gemessen, wohingegen auf der Tantaloberflache @n im Ver-

gleich sehr niedriger Wert bestimmt wurde.
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Abbildung 23: Mit TFAA bestimmter relativer Hydroxylgruppengehalt auf gavanostatisch (GS)
oder potentiostatisch (PS) oxidierten bzw. nasschemisch geétzten (GA) Metalloberflachen

Fur die unterschiedlich vorbehandelten Titanmaterialien wurde die Oberflachenkorzentra-
tion an Wasserstoff zusétzlich duch Kernreaktionsanalyse bestimmt (Tabelle 11). Die
Werte fir die dektrochemisch vorbehandelten Ti6AI4V- und cp-Ti-Proben lagen zum Ab-
gabetermin deser Arbeit leider noch nicht vor. Wegen der guten Ubereinstimmung der
bereits gemessnen Daten mit den Ergebnissen der TFAA-Bestimmung sind allerdings

auch fir die restlichen Messungen vergleichbare Ergebnisse zu erwarten.

Tabelle 11: Oberflachenkonzentrationen an Wasserstoff in Atom-%

galvanostatisch potentiostatisch nasschemisch
Ti6Al4V - -- 20
cp-Titan -- - 24
Ti6AI7Nb 18,9 35,3 18

1.2 Topographische Struktur der Metallober flachen

1.2.1 Oberflachenrauhigkeitsbestimmung

Die durch das medhanische Tastschnittverfahren bestimmten Oberflachenrauhigkeiten der
verwendeten Metalloberflachen sind in Tabelle 12 angegeben. Die Ergebnisse variieren im
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Rahmen der Fehler nicht stark voneinander. Die in den AFM-Aufnahmen zu sehenden
Unterschiede konnen mit dieser Methode nicht wiedergegeben werden.

Tabelle 12: Oberflachenrauhigkeiten der verwendeten M etall ober flachen

RA  [pm ]
cp-Ti GS 0,12 + 0,02
cp-Ti PS 0,12 + 0,03
cp-Ti GA 0,12 + 0,02
Ti6Al4V GS 0,09 + 0,01
Ti6Al4V PS 0,10 + 0,02
Ti6Al4V GA 0,10 + 0,02
Ti6AlI7Nb GS 0,12 + 0,03
Ti6AI7Nb PS 0,13 + 0,03
Ti6AI7Nb GA 0,09 + 0,01
MP35N GA 0,13 + 0,03
316L Tantal/Tantaloxid GA 0,11 + 0,00
Ti-Wafer GA 0,08 + 0,01
TaWafer GA 0,08 + 0,01

1.2.2 AFM-Aufnahmen

Die folgenden Abbildungen zeigen de Oberflachentopographie der verwendeten Metall-
oberflachen in jeweils zwel Vergroferungen. Es snd Ausschnitte von 10X10 bzw. 1x1 um
wiedergegeben. Auf den Titanmaterialien erkennt man besonders in der geringen Aufl6-
sung starke Furchen undKratzer, die beli den elektrochemisch oxdierten Proben nicht so
ausgepragt und scharfkantig sind. Am deutlichsten sind de Unterschiede beim Reintitan
(Abhildung 24). Betraditet man de mikroskopische Rauhigkeit in der hohen Auflésung,
ergibt sich bei der Nb-Legierung ein @nliches Bild. Bei Ti6Al4V hingegen sind rach
elektrochemischer Oxidation grélere Unebenheiten zu erkennen. Ein Vergleich zwischen
galvancostatischer und pdentiostatischer Vorbehandlung zegt die grofRere Rauhigkeit fir
die galvanostatische Oxidation. Durch sie bilden sich, wie in der hohen Auflésung zu er-
kennen ist, viele kleine Erhebungen auf der Oberflache. Auf der tantalisierten Oberflache
ist bel Bild B ein Loch in der Beschichtung zu erkennen, Bild A zeigt, dass die Schicht aus
vielen kleinen Partikeln besteht. Die Oberflache der Cobaltegierung MP35N hat eine sehr
glatte und deichméaidige Struktur.
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Abbildung 24 : AFM-Aufnahmen nasschemisch (A,B); galvanostatisch (C,D) und potentiostatisch

(E,F) oxidierter Reintitan-Oberflachen
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Abbildung 25: AFM-Aufnahmen nasshemisch (A,B); galvanostatisch (C,D) und potentiostatisch

(E,F) oxidierter Ti6Al4V-Oberflachen
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Abbildung 26: AFM-Aufnahmen nasschemisch (A,B); galvanostatisch (C,D) und potentiostatisch

(E,F) oxidierter Ti6AlI7Nb-Oberflachen
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A

Abbildung 27: AFM-Aufnahmen nasschemisch oxidierter tantalisierter Stahloberflachen (A,B) und
MP35N Pléattchen (C,D)

2 Aktivierung der Metall oberflachen

2.1 Qualitativer Nachweis durch Infrarotspektroskopie

Qualitative Aussgen Uber die Anbindung @& Silane liefert die reflexive IR-
Spektroskopie. Abbildung 28 zeigt das Spektrum von IPTES as Film und gebunden an
eine Tantalwaferoberflache, aufgenommen als reflexives IR-Spektrum. Beide Spektren
sind charakterisiert durch de Vaenz- und Deformationsschwingurgen der CH,-Gruppen
zwischen 3000 urd 2900 kzw. 1450 Hs 1250 cm™, die Valenzschwingurgen der Si-O-Si-
Bindungen zwischen 113 und 1050 cm™, die Schwingungen von Si-OEt bzw. Si-OH bei
950 cm™ sowie der Isocyanatgruppe bei 2271 cm™. AuRerdem sind in beiden Spektren
Carbonylschwingungen bei 1720 und1650 cm™* zu erkennen. Sie sind beim angebundenen
Haftvermittler viel stdrker und duch eine Redtion der Isocyanatgruppe mit Wasser zu

einer Carbaminsaure bzw. mit Ethanol zu einem Polyurethan zu erklaren. Entsprechend ist
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auch de Intensitdt der Isocyanatschwingurg beim reinen Haftvermittler viel grofer. Auf
der Waferoberflache ist zusétzlich eine Si-OH-Schwingung ki 3350cm™ zu sehen.

[—IPTES —IPTES auf Wafer |

3500 3300 3100 2900 2700 2500 2300 2100 1900 1700 1500 1300 1100 900

Wellenzahl [em™]

Abbildung 28: IR-Spektren von IPTES als Film (oben) und angebunden an einen Tantalwafer (un-
ten)

Abbildung 29 zeigt die Spektren von APTES als Film und angebuncden an de Oberfladche
eines Titanwafers. Das Spektrum des reinen Haftvermittlers ist durch de Valenz- und De-
formationsschwingungen der CHo-Gruppen zwischen 3000 urd 2900bzw. 1450 his 1250
cm™, die Vaenzschwingungen der Si-O-Si-Bindungen zwischen 1150 und1050cm™, die
Schwingungen von Si-OEt bzw. Si-OH bei 950 cm™ sowie zwvei Banden bei 3370 und
1600cm’*, die den Aminogruppen zugeschrieben werden, charakterisiert. Nach der Anbin-
dungist eine breite Bande zwischen 3500und 30 cm™ zu erkennen, hervorgerufen duch
die Aminogruppen sowie durch de infolge der Hydrolyse des Haftvermittlers entstande-
nen Silanolgruppen und Ethand. Die breite Bande von etwa 1500 hs 1300 cm™ ist sehr
wahrscheinlich eine Kombination der CH,-Deformationsschwingungen und einer Amin-
Kohlendioxid-Bande. Letztere entsteht durch Adsorption von Kohlendioxid unddie Bil-
dung vonCarboret- und Hydrogencarboretspezes. AufRerdem ist zu erkennen, dass die
Intensitét der Bande bei 950 stark abnimmt undsich die Bande um 1100cm™ zu Keineren
Wellenzahlen verschiebt. Das lasd auf eine Hydrolyse mit anschlief3ender Kondensation
des Haftvermittl ers schlief3en.
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Abbildung 29: IR-Spektren von APTES als Film (oben) und angebunden and einen Titanwafer (un-
ten)

2.2 Halbguantitativer Nachwels durch Rontgenphotoelektr onenspektr oskopie

Die Rontgenphdoelektronenspektroskopie erlaubt halbquantitative Untersuchungen der
Silan-beschichteten Oberfladchen. In Tabelle 13 sind de Elementzusammensetzungen ver-
schiedener silanisierter Oberflachen angegeben. Im Vergleich zu den unbeschichteten
Oberfladhen ist die Anbindung der Haftvermittler durch de Einfihrung van Silizium ein-
deutig zu erkennen. Daneben nimmt der Kohlenstoff gehalt stark zu, der Sauerstoff gehalt
ab. Relative Vergleiche avischen den angebundenen Haftvermittlermengen lassen sich
ebenfalls aus der Elementzusammensetzung ablesen. Dabei zegen nach APTES
Beschichtung de ge&zten Ti6Al4V- und Tantaloberfladhen die hdchsten Konzentrationen,
gefolgt von den galvanaostatisch und den potentiostatisch oxidierten Oberflachen. Der Sili-
ziumgehalt auf der Isocyanat-beschichteten Tantaloberfladhe liegt in einem mittleren Be-
reich.

Der fehlende Stickstoff gehalt auf den tantali sierten Oberflachen lésd sich begriinden durch
eine Uberlagerung cbs Tantal- und Stickstoffpeeks, die @ne Bestimmung unmdglich

macht.
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Tabelle 13: XPS-Mesauingen auf beschichteten Metalloberflachen

Beschreibung Clqd%] OI1§%] AI2p[%] N1s[%] Ti2p(%] P2p[%] Si2p[%] Tadf[%]
Tantal APTES 43,93 3812 - - - - 592 12,03
Tantal IPTES 36,84 4624 - - - - 3,67 13,08
TiGAI4V GA APTES 30,19 46,34 1,71 3,77 9,66 - 6,34 -

Ti6Al4V GSAPTES 27,62 49,74 0,72 4,27 6,95 3,28 5,13 --
Ti6Al4V PSAPTES 25,80 51,45 1,25 3,99 11,02 2,86 2,55 --

2.3 Hochaufgel6ste XPS-Spektren

Betrachtet man de hochaufgel 6sten Spektren der Stickstoffregion von rasschemisch ox-
dierten und APTES-beschichteten Ti6Al4V-Oberflachen (Abbildung 30), ist auch hier die
Einfihrung vonAminoguppen durch den Haftvermittler klar zu erkennen. Die beiden Pe-
aks entsprechen der protonierten (402,5 €V) und der freien (400,7 €V) Form der Amino-
gruppe. Ebenfalls gezegt ist die Anbindung eines Aktivierungsreagenzes an den Haftver-
mittler am Beispiel von Disuccnimidylsuberat. Neben einem geringen Restanteil an pro-
tonierten Aminogruppen ist das durch die Reaktion zwischen aktivierter Carborsaure und
Haftvermittler entstandene Amid (400,4€V), und ds Imid (400,9eV) des zweiten, nach
aktiven Endes des Linkers, zu erkennen (NHS-Ester). Die Pe&k-Deoonvalution erfolgte
mit Microcal Origin 6.0.

\ oxidiert = APTES beschichtet ==DSS aktiviert

rel. Intensitat

405 404 403 402 401 400 399 398
Bindung senergie [eV]

Abbildung 30: Hochaufgeloste XPS-Spektren der Stickstoffregion unter schiedlicher Aktivierungszu-
stande auf Ti6Al4V
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2.4 Quantitativer Nachweis mit sSDTB und DAH

2.4.1 Adsorptionsisothermen von APTES auf Titan- und Tantalwafern

Beschichtet man Tantal- und Titanwafer bei sonst gleichbleibenden Redktionsbedingungen
und steigender APTES-Konzentration urd bestimmt anschlief3end die Anzahl der Amino-
gruppen an der Oberflacdhe, ergibt sich folgendes Bild (Abbildung31):
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Abbildung 31: Adsorptionsisothermen von APTES auf Titan- und Tantalwafern

Die Oberflachenkoreentration an Aminoguppen steigt auf beiden Oberflachen bei gerin-
gen Silankonzentrationen stark an und erreicht bei etwa 1 % einen Sattigungswert von
knapp urter 5 nmol Aminogruppen pro cm?. Die Form der Kurve einnert an eine Lang-

muir-lsotherme.

2.4.2 Aminogruppenbestimmungen mit sulpho-SDTB

Neben den auf den Modell oberflachen bestimmten Adsorptionsisothermen wurde der Ein-
flussder unterschiedlichen reden Metall oberflachen und deren oxidativer Vorbehandiung
auf die Anbindung vonAPTES untersucht. Dazu wurden alle Oberfladchen urter identi-
schen Bedingungen mit APTES beschichtet (wasserfreies Toludl, 1,5% APTES, 120 °C,
3 h) und anschlief3end de oberfladlich zuganglichen Aminogruppen quantifiziert. Wie in
Abbildung 32 zu sehen ist, ergeben sich bei Ti6Al4V die héchsten Werte wie auch de
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grofden Unterschiede avischen den einzenen Vorbehandungen. Bei Reintitan komte kein
Einfluss des Oxidationsverfahrens auf die Aminogruppenkonzentration festgestellt wer-
den. Die asolute Konzentration war vergleichbar mit derjenigen auf der potentiostatisch
vorbehandelten Ti6Al4V Oberflache und n beiden elektrochemisch oxidierten
Ti6AI7Nb Proben. Nadch nasschemischem Atzen konrte auf Ti6AI7Nb eine deutlich gerin-
gere Aminogruppenkonzentration rechgewiesen werden. Die Konzentration von Amino-
gruppen auf den mit Tantal und Tantaloxid beschichteten Stahlpléttchen ist mit der auf
Reintitan vergleichbar. Auf der Oberflache der Cobaltbasislegierung konnte nur eine ge-

ringe Konzentration an Aminogruppen bestimmt werden.

\I galvanostatisch O potentiostatisch [0 nalchemisch \
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Abbildung 32: Aminogruppenkonzentrationen auf APTES beschichteten Metalloberflachen

2.4.3 Bestimmung der Oberflachenkonzentration an aktiven Gruppen mit DAH

Die Konzentration der oberflachlich gebundenen reaktiven Gruppen nach einer Aktivie-
rung der APTES-beschichteten Metall oberflachen mit den homobifunktionellen Linkern
DS3, DSS, CDI und DSC wurde durch Anbindung des Farbstoffes DAH bestimmt. Ent-
sprechend erfolgte die Quantifizierung der Isocyanatgruppen nach der Beschichtung mit
IPTES. Alle Untersuchungen wurden auf tantalisierten urd titanbeschichteten Wafern
durchgefiihrt. Als Vergleich ist der mit sulpho-SDTB bestimmte Wat fir die Aminogrup-
penkorzentration mit angegeben (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Quantifizierung von funktionellen Gruppen auf Modelloberflachen

Aus Abbildung 33 geht klar hervor, dassdurch de direkte Bestimmung von APTES mit
sulpho-SDTB die im Vergleich hochsten Konzentrationen bestimmt werden kdnren. Mit
den verwendeten Aktivierungsreagenzien bzw. Linkermolekilen kann immer nur ein Tell
der vorhandenen Aminogruppen aktiviert werden. Die besten Ergebnisse zegten hier Car-
bonyldiimidazol und Disulfosucc nimidylsuberat, gefolgt von Disuccinimidylsuberat. Auf
den mit Disucanimidylcarborat aktivierten Oberflachen wurde sogar weniger Farbstoff
nadchgewiesen als unspezfisch auf der aminofunktionellen Oberflache gebunden wurde
(APTES). Die geringen Werte auf der IPTES-beschichteten Oberflade spredhen, wie die

IR-Untersuchungen, fir einen dektivierten Haftvermittler.

2.5 Chemische Stabilitat der Haftver mittler schicht
Die chemische Stabilit & der hergestellten APTES-Schichten wurde durch Auslagerungs-

versuche bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht. Als Oberflachen denten wiederum
die mit Tantal und Titan besputterten Wafer. Wie in Abbildung 34 zu sehen ist, sind de
Silanschichten bei sauren pH-Werten stabil, hydrolysieren aber in basischem Mili eu redt
schnell. Bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4verringert sich innerhalb der ersten
15 Stunden de Aminoguppenkonzentration auf etwa die Hélfte, bleibt aber dann stabil.
Abbildung 35 zegt den geichmalligen Abbau der Haftvermittlerschicht bei einem pH-
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Wert von 95. GrolRere Unterschiede in der Stabilit & der Haftvermittlerschichten auf Titan
und Tantal konrten nicht gefunden werden.
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Abbildung 34: Audagerungsversuche bel pH=4; pH=7,4und pH=10,5
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Abbildung 35: Audagerungsversuche bel pH=9,5

2.6 Zytotoxizitatstest der oxidierten und aktivierten Metallober flachen

Die Ergebnisse werden im letzten Punkt dieses Kapitels zusammen mit den Daten fir die
koll agenbeschichteten Metalloberfladchen vargestellt.
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3 Charakterisierung der biologischen Plattform

3.1 AFM-Aufnahmen

Die folgenden Abbildungen zeigen de Struktur der verwendeten Proteine auf Wafer-
Oberfladhen, visualisiert durch Rasterkraftmikroskopie. Der zunehmende fibrill &re Cha
rakter ist gut zu erkennen. Bild A zeigt einen geichmaliigen Gelatinefilm, beim Kalbs-
hautkollagen (B) sind kereits grofRere Aggregate und faserartige Strukturen zu erkennen.
Beim rekonstituierten Kalbshautkollagen sind ceutlich die Fibrillen zu zu sehen (Bild C).
Beim Pferdekollagen sind aufferdem die darakteristischen Querstreifen zu erkennen
(Bild D). Im Gegensatz zu den niedermolekularen Proteinen kommt es allerdings nicht
mehr zu einer vollstdndigen Oberflachenbeschichtung, sondern zu einer unregelmaliigen
Belegung mit Fibrill en. Gelatine und Kalbshautkoll agen sind in einer hoéheren Auflésung
dargestellt um die vorhandenen Unterschiede besser abzubilden. Die Struktur des rekon-
stituierten Kalbshautkoll agens wurde im non-contact-V erfahren aufgenommen, da sich de

Fibrill en durch einen drekten Kontakt mit dem Cantil ever zu sehr verformten.
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Abbildung 36: AFM-Aufnahmen von Gelatine (A), Kalbshautkollagen (B), rekongtituiertem Kalbs-
hautkollagen (C) und Pferdekollagen (D) auf Waferoberflachen
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3.2 Aminosdurezisammensetzung der verwendeten Kollagene und Gelatine

In Tabelle 14 sind de Aminosaurezusammensetzungen der fibrill &ren Kollagene bovinen
und equinen Ursprungs owie des |6slichen Tropokoll agens aus Kalbshaut und Gelatine
angegeben. Sieist fur alle untersuchten Proteine sehr dhnlich. Das shwefelhaltige Cystein
war in keiner der Proben vorhanden, kleine Mengen an Tyrosin wurden Gkerall gefunden.
Keine Unterschiede ergaben sich auch im Gehalt an carborsdurehaltigen Aminosauren.
Unterschiede egaben sich alerdings im Iminosduregehalt (Prolin- und Hydroxyprolin)
sowie in der Anzahl an vorhandenen Lysin- und Hydroxylysinresten. Bei den fibrill &ren
Kollagenen hat Pferdekollagen im Vergleich zum bovinen Material einen deutlich hoheren
Lysin- und Hydroxylysin-Gehalt. Die hydrolysierte Gelatine aus Schweinehaut zegte so-

wohl bel den Iminosauren als auch bei Lysin die hochsten Werte.

Tabelle 14 : Aminosaurezusammensetzung der verwendeten K ollagene und Gelatine

Pferdekall . Rinderkoll. Kabshautkoll. | Gelatine
[AS/1I000AS] |[AS/I00AS |[[AS1I00AS] |[AS/100AS
Hydroxyprolin 104 + 7 |103 = 12 |107 + 8 107 = 5
Asparaginsaure/Asparagin 50 + 1 (63 + 1 |53 + 1 53 + 1
Threonin 22 + 1 |20 = 2 |22 + 1 20 + 1
Serin 39 + 5 |35 + 5 |35 + 5 36 =+ 4
Glutaminsdure/Glutamin 97 + 2 |97 + 3 |95 + 2 9%5 =+ 1
Prolin 142 + 6 (147 + 7 |137 + 6 150 + 5
Glycin 219 + 15 (222 + 5 |226 + 11 (213 + 12
Alanin 120 + 2 (124 + 9 |117 £+ 5 121 + 4
Cystein 0 + 0 |0 + 0 |0 + 0 0 + 0
Valin 28+ 2 |27 + 1 |28 % 2 25 £+ 2
Methionin 4 + 3 |2 + 3 |2 + 3 4 + 4
Isoleucin 13 + 1 |15 =+ 2 |17 £ 2 14 = 2
Leucin 32 + 2 |30 + 2 |32 £ 2 29 + 3
Tyrosin 5 + 1 |3 + 1 |4 + 1 5 + 0
Phenylaanin 19 + 2 |18 + 1 |18 + 1 16 = 1
Histidin 11 + 1 |7 + 2 + 1 + 0
Hydroxylysin 13 +£+ 1 |10 + 1 |8 + 1 + 1
Lysin 26 + 4 (21 + 1 |34 + 4 36 =+ 7
Arginin 56 + 1 (61 + 4 |58 %+ 2 58 + 2
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3.3 Quervernetzung von Kollagen und Gelatine
3.3.1 Quervernetzung mit EDC und NHS

Die Quervernetzung cer verschiedenen Proteine mit EDC und NHS wurde beziglich des
EDC:NHS-Verhdltnisses, der EDC-Konzentration undder Regktionszet untersucht. Als
Analytik diente die Bestimmung der freien Aminogruppen mit TNBS. In Abbildung 37 ist
zu sehen, dassdas Verhaltnis zwischen EDC und NHS nicht zu klein werden darf, da sonst
die Quervernetzung nu noch schleaht oder gar nicht mehr funktioniert. Als optimaler Wert
stellte sich ein Verhdtnis von 14 heraus, das in alen weiteren Versuchen verwendet wor-
den ist. Der Einfluss der Re&ktionszet auf den Gehalt an freien Aminoguppen bel den
verschiedenen Proteinen ist in Abbildung 38 dargestellt. Es ergibt sich ein recht einheitli-
ches Bild mit einem starken Riickgang an Aminogruppen innerhalb der ersten Stunde. Bei
Redktionszeiten grolder 4 h kann kel den fibrill &ren Kollagenen keine, bei Kalbshautkoll a-
gen undGelatine nur noch eine minimale Verringerung der freien Aminogruppen erzielt
werden. Die fibrill &ren Kollagene zegen einen héheren Endpunkt als das Kalbshautkoll a-
gen und de Gelatine. Bei allen weiteren Quervernetzungen wurde die Reaktionszet kon-
stant bel 4 h belassen. Abbildung39 zeigt den Verlauf der Quervernetzung bei steigender
EDC-Konzentration. Die freien Aminoguppen nehmen stark ab, der Grad der Quervernet-
zung somit zu. Mit Konzentrationen grol¥er als 20 mg/ml EDC kann der Quervernetzungs-
grad kaum noch erhdht werden. Auch hier zeigen de fibrill &ren Kollagen keine so hohe

Quervernetzungwie Kalbshautkollagen und Gelatine.

45

I
o
—

7}
< 3 [
o
g |
=N
= 30 ].
g
o
% 25 }: I
£ |
< 1
20 1
15 T T

0 4:1 2:1 1:1 1:1,5 1:2
Massenverhaltnis EDC:NHS

Abbildung 37: Einflussdes EDC:NHS-Verhéltnisses auf den Querver netzungsgrad von Gelatine
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Abbildung 38: Zeitabhangigkeit der Quervernetzung
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Abbildung 39: Konzentrationsabhangkeit von EDC auf die Quervernetzung

3.3.2 Quervernetzung mit Glutaraldehyd

Neben EDC wurden zu Vergleichszwedken ale Ausgangsmaterialien in einer Lésung von
6,25 mg/ml Glutaraldehyd in PBS quervernetzt. Die Ergebnisse der Aminogruppenbe-
stimmung sind in Tabelle 15 wiedergegeben. Die Wete von etwa 5 verbleibenden Amino-
gruppen fur die drei Koll agene stehen im Einklang mit den durch 30 mg/ml EDC erhalte-

nen Daten. Bei Gelatine konnte mit 3 Aminoguppen pro 1000 AS ein geringerer Wert
erreicht werden.
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Tabelle 15: Freie Aminogruppen nach Glutaraldehyd Querver netzung

Aminogruppen [n/1000AS]

Rinderkollagen 4,4+0,3
Pferdekoll agen 4,7+0,3
Kalbshautkollagen 5,6+05
Gelatine 2,8£0,2

3.3.3 Bestimmung der Schrumpfungstemperatur mit DSC

Die Schrumpfungstemperatur aler Kollagene wurde in umuervernetzter Form und nac
Quervernetzung mit 5 mg/ml bzw. 30 mg/ml EDC bestimmt Die Ergebnisse sind in
Tabelle 16 angegeben. Folgende Aussagen konren getroff en werden: Bei alen Koll agen-
arten nmmt durch de Quervernetzung mit EDC/NHS die Schrumpfungstemperatur stark
zu. Bel den unguervernetzten Proben steigt die Schrumpfungstemperatur vom Kalbshaut-
kollagen Uber das rekonstituierte Kalbshautkollagen zu den beiden fibrill &ren Koll agenen
ebenfalls gark an. Dabei liegt der Wert des Pferdekollagens nochmals etwa 5 % hoher als
der des Rinderkoll agens. Nadh der Quervernetzungsind nu noch sehr geringe Unterschie-
de awischen Rinder- und Pferdekollagen festzustellen. Allerdings liegen sie immer deut-
lich tbker den Werten des Kalbshautkoll agens. Der grol¥e Unterschied zwischen fibrill &rem
und richt-fibrill &rem Kalbshautkollagen im unquervernetzten Zustand tritt bei einem ge-
ringen Quervernetzungsgrad ebenfalls auf. Wird mit 30 mg/ml EDC quervernetzt, ver-
schwinden dese Unterschiede. Auch durch eine Quervernetzung mit Glutaraldehyd konnte
bei allen Kollagenen eine deutliche Erhéhung der Schrumpfungstemperatur erreicht wer-
den. Auch hier zegten Rinder- und Pferdekollagen im Vergleich de héchsten, undunter-
einander fast identische Werte. Die Schrumpfungstemperatur des rekonstituierten Kalbs-
hautkoll agens lag im Gegensatz zu den EDC-quervernetzten Proben nu geringfiigig nied-
riger. Die geringste hydrothermal e Stabilit & wurde fur Kalbshautkoll agen bestimmt.

Tabelle 16: Schrumpfungstemperaturen unquervernetzter und quervernetzter K ollagenproben

Rinderkollagen  Pferdekollagen = Kabshautkollagen  fibr. Kalbshautkoll.

T4°C] LERY LERY LERY
nicht quervern. 54,2+ 0,1 57,8+ 0,1 37,5+ 0,3 49,5+ 0,2
5 mg/ml EDC 78,4+ 0,4 76,5+ 0,2 51,4+ 1,3 64,7+ 1,6
30mg/m EDC  86,3+0,1 85,7+ 0,2 75,4+0,1 74,6+ 1,4

6,25mg/ml GA  76,4+0,5 76,0+ 0,1 55,6+ 0,7 72,3+ 0,3




D. Ergebnise 82

3.3.4 Biochemische Stabilitat der quervernetzten Proteine

Die biochemische Stahilitdt von Kollagen- und Gelatinefilmen auf Thermanoxpldttchen
wurde durch Inkubation mit Kollagenase und anschlief3ende Quantifizierung der verblei-
benden Proteinmenge mit Sirius-Rot untersucht. Bei Rinderkollagen (Abbildung 40) und
Pferdekollagen (Abbildung 41) zeigt sich bei unquervernetzten Filmen bereits nach 1,5
Stunden Koll agenaseinkubation ein nahezu vdlstandiger Abbau der beiden Koll agenarten.
Waéhrend ein geringer Quervernetzungsgrad (1 mg/ml EDC) bei Rinderkollagen nach kei-
ne Erh6hung der Stabilit at feststellen lasg, zegt sich im Falle des Pferdekoll agens bereits
eine deutliche Verbesserung Bel hoheren Quervernetzungsgraden kann fur das Pferde-
kollagen eine Stabilitdt gegentiber enzymatischen Abbau von mehr als ®ds Tagen er-
reicht werden. Unter gleichen Bedingungen wird das Rinderkollagen um ca 50 % abge-
baut. Durch Quervernetzung mit Glutaraldehyd kann nur bel Rinderkollagen eine ver-
gleichbare biochemische Stabilit &t erreicht werden.
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Abbildung 40: Kollagenrestanteil nach Kollagenaseinkubation bei Rinderkollagen

Es wurde ane stark verringerte Stabilitét von Kalbshautkollagen (Abbildung 42) und Ge-
latine (Abbildung44) gegentiber enzymatischer Inkubationim Vergleich zu den fibrill &ren
Kollagenen festgestellt. Mit EDC konrte bei Kalbshautkollagen keine Stabilit & Gber 1,5h
Inkubationszet hinaus erreicht werden, bei der Gelatine war kein Einflussder Quervernet-
zung auf die Stabilitét nachzuweisen. Nach Glutaraldehyd-Quervernetzung konnte beim
Kalbshautkollagen nach 6 Tagen, kel Gelatine nach 6 Stunden nach ein Restanteil an Pro-
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tein nachgewiesen werden. Beim Kalbshautkollagen zegt sich allerdings, wie beim Rin-
derkollagen, ein Anstieg der Proteinmenge bel den letzten Zeitpunken. Die Stabilit & von
rekonstituiertem, fibrill &ren Kalbshautkollagen ist fur die niedrigen Quervernetzungsgrade
und de GA-Quervernetzung mit der des |6sli chen Kalbshautkoll agens zu vergleichen. Nur
nach Quervernetzung mit 30 mg/ml EDC ist eine deutlich verbesserte Stabilitat zu sehen.
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Abbildung 41: Kollagenrestanteil nach Kollagenaseinkubation bei Pferdekollagen
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Abbildung 42: Kollagenrestanteil nach Kollagenaseinkubation bei K albshautkollagen
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Abbildung 43: Kollagenrestanteil nach Kollagenaseinkubation bel rekonstituiertem Kalbshautkolla-
gen

E0hO15h0O3h®@6h B24h O06d

120

100 -

80 1

60 -

40 -

Gelatinerestanteil [%)]

20 4

0 mg/ml EDC 1 mg/ml EDC 5 mg/ml EDC 30 mg/ml EDC 6,25 mg/ml GA
Art der Quervernetzung

Abbildung 44: Gdatinerestanteil nach Kollagenaseinkubation bei Gelatine
3.3.5 Zytotoxizitatstests der quervernetzten K ollagenmaterialien

Um den Einflussder Quervernetzung der Ausgangsmaterialien auf das biologische System
zu urtersuchen, wurden Adhdsions- und Proliferationsversuche mit mesenchymalen
Stammzdlen auf PSOberflachen mit unterschiedlich quervernetzten Kollagen- und Gela-
tinefilmen durchgefihrt.
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Abbildung 45: Zelladhasion von mesenchymalen Stammzellen auf unterschiedlichen Kollagenmate-

rialien
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Abbildung 46: Zellproliferation von mesenchymalen Stammzellen

Eindeutige Unterschiede avischen den einzdnen Materialien ergaben sich nur bel der Ad-

hé&sion auf unquervernetzten Filmen. Hier zeigten de fibrill &ren Kollagene ane in etwa

dreifache Zellzehl (Abbildung 45). Bei quervernetzen Filmen sowie bei der nach 7 Tagen
bestimmten Proliferation (Abhbil dung 46) ergaben sich im Rahmen der Fehler keine grofie-

ren Unterschiede avischen den einzenen Proteinen. Vergleicht man die @nzdnen Quer-

vernetzungszustande miteinander, zeigte sich ein Trend zu reduzierter Zelladhédsion urd
Zéellproliferation kel  zunehmender EDC-Konzentration. Die auf Glutaraldehyd-
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guervernetzen Filmen bestimmte Zellzahl lag bei der Adhésion im Bereich der niedrig
EDC-quervernetzten Proben, bel der Proliferation im Bereich der hoch EDC-
guervernetzten Filme. Auch hier zagten sich keine e@ndeutigen Unterschiede zwischen den
einzenen Proteinen.

4 Kombination beider Plattformen

Die bisherigen Ergebnisse beruhen auf getrennten Untersuchungen der metallischen Im-
plantatwerkstoff e sowie der organischen Beschichtungsmaterialien. Im Folgenden werden
die Ergebnise aur Kombination beider Plattformen und der Untersuchung ds Endpro-
duktes vorgestellt.

4.1 Anbindung von Peroxidase

Die Ergebnise aur Quantifizierung der aktiven Gruppen auf Metall oberflachen mit DAH
wurden bereits vorgestellt. In Abbildung47 und Abbildung 48 ist zu sehen, wie sich dese
aktivierten Oberflachen zur Immobilisierung von Proteinen eignen. Als Modell protein
wurde in ersten Untersuchungen Peroxidase verwendet. Sowohl auf Titanwafern als auch
auf Tantalwafern ist durch Aktivierung der Oberflache und kovalente Bindung ein Mehr-
faches an Peroxidase zu immobili sieren as durch rein adsorptive Anbindung. In beiden
Falen zeigen CDI, DSC und DS3 de besten Ergebnisse, DSS aktiviert am schlechtesten.
Ohne Aktivierung vVonAPTES ist keine Immobhilisierung erkennbar. Ebenfalls eine sehr

hohe Immobili sierungwurde auf Tantal durch den Haftvermittler IPTES erreicht.
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Abbildung 47: Peroxidaseaktivitat auf aktivierten Reintitan-Oberflachen
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Abbildung 48: Peroxidaseaktivitat auf aktivierten Tantal Oberflachen

4.2 Immobilisierung von Kollagen

4.2.1 Immobilisierung auf M odell oberflachen

Abbildung 49 zegt die Ergebniss von Immohilisierungsversuchen von Pferdekoll agen auf
unterschiedlich aktivierten Titan- und Tantalwafern. Auf beiden Oberflachen konrte nur
durch de gleichzatige Anbindung undQuervernetzung mit EDC eine im Vergleich zur
gedzten Oberflache endeutig erhdhte Koll agenmenge nachgewiesen werden. Durch DS3-
Aktivierung konrte nur geringfiigig mehr, auf der IPTES-beschichteten Oberflache dwas
weniger immobili siertes Koll agen als auf den unlkehandelten Proben bestimmtwerden. Die
geringste Konzentration wurde, wie bei der Peroxidase, auf den APTES-beschichteten

Plétchen gemessen.

4.2.2 Immobilisierung auf realen Oberflachen

Die Immobili sierung von Pferdekoll agen auf Tantal-besputterten Stahlplattchen und gal-
vanostatisch vorbehandelten Ti6AI4V-Proben in unterschiedlichen Aktivierungszusténden
ergab ein @hnliches Bild wie auf den urtersuchten Wafer-Oberflachen. Auch hier konnte
durch geichzetige Anbindung urd Quervernetzung mit EDC die hochste Koll agenmenge
immobili siert werden, de Affinitét der Kollagenfasern zu der APTES-beschichteten Ober-
flache war wieder am geringsten. Im Gegensatz zu Abbildung 50 konnte &er weder auf
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DS3-aktivierten noch auf IPTES-beschichteten Pléttchen eine mit der geé&zten Probe ver-
gleichbare Menge Kollagen gemessen werden. AufRerdem konnte bis auf die APTES-
beschichteten Plattchen in allen Fallen eine hohere Koll agenkonzentration auf den Tan-

taloberflachen nachgewiesen werden.

ETitan O Tantal

2,5

Kollagenmenge [ug/cm?]

geatzt APTES EDC

Abbildung 49: Immobilisierte Pferdekollagenmenge auf Titan- und Tantal-Oberflachen
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4.3 Visualiserung desimmobilisierten Kollagens mit AFM

Anaog zu den Aufnahmen auf Wafern wurde beispielhaft das durch DS3 an de reden
Oberfladhen gebundene Pferdekollagen mit Rasterkraftmikroskopie visualisiert. Die Er-
gebnisse sind in Abhildung 51 wiedergegeben. Es lassen sich keine Unterschiede zwischen
den beiden Oberfladhen feststellen und de Aufnahmen sind mit denen auf Wafern zu ver-
gleichen. Auf den datten Modell oberflachen ist die Darstellung cer Fibrill en allerdings
klarer.
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Abbildung 51: AFM-Aufnahmen von immobilisiertem Pferdekollagen auf Ti6Al4V (A) und tantali-
siertem Edestahl (B).

4.4 Untersuchung der angebundenen Kollagenschicht auf biochemische, che-

mische und medanische Stabil itat

Analog zu den Kollagenaseversuchen auf PSbzw. den Auslagerungsversuchen mit reinen
Haftvermittlerschichten, wurden Versuche mit kovalent und adsorptiv gebundenen Kolla-
genfilmen auf Wafern undrealen Metall oberflachen durchgefiihrt.

Biochemische Stabili tat

Erste Versuche wurden mit kovalent (APTES+DS3) und adsorptiv gebundenen Pferde-
kollagenschichten auf tantalisierten Wafern duchgefihrt. Zur Stabili sierung wurden die
Schichten mit 1 mg/ml EDC quervernetzt. Das Ergebnis zeigt Abbildung 52. Nach an-
fanglich nach geichformigem Redaktionsverlauf ist nach 6 Stunden ein pl6tzlicher Abfall
der adsorptiv gebundenen Kollagenmenge zu beobachten, wahrend sich de kovalent ge-
bundene Schicht kontinuierlich verringert. Auf titanbeschichteten Wafern konnten keine

Unterschiede avischen adsorptiver und kowalenter Immobiliserung gefunden werden.
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Abbildung 52: Enzymatische Stabilitat adsor ptiv und kovalent (APTES+DS3) gebundener Kollagen-
schichten

Diese Ergebniss sollten nun auf die reden Metall oberflachen Ukertragen werden. Exem-
plarisch wurden drel Substrate verwendet, die nach APTES-Beschichtung einen hohen
(Ti6AI4V GS), einen mittleren (cp-Ti GA) undeinen niedrigen (MP35N GA) Aminogrup-
pengehalt aufweisen (vgl. Abbildung 32). Neben den Koll agenaseversuchen wurden zu-
sétzli ch Inkubationsversuche ohne Enzym unter identischen Bedingungen (Medium, Tem-
peratur, Zeit) durchgefihrt. Verwendet wurde rekonstituiertes Kalbshautkollagen, de
Quervernetzung erfolgte mit 5 mg/ml EDC.
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Abbildung 53: Kollagenrestanteil quervernetzter und unbehandeter Kollagenfiime auf Ti6AI4V
nach enzymatischer Degradation und Mediumausagerung
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\l Koll kovalent quer E Koll kovalent OKoll ads quer OKoll ads
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Abbildung 54: Enzymatische Stabilitat adsorptiv und kovalent gebundener Kollagenschichten mit
und ohne Quervernetzung auf Reintitan
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Abbildung 55: Enzymatische Stabilitat kovalent gebundener, quervernetzter Kollagenfilme auf
Ti6Al4V, Reintitan und MP35N

Abbildung 53 verdeutli cht nochmals den grol¥en Einflussder chemischen Quervernetzung
auf die enzymatische Stabilitét von Kollagen. Nach der Inkubation im Medium ohne En-
zym konrten auf Ti6Al4V keine Unterschiede avischen quervernetztem und unqerver-
netztem Koll agen festgestellt werden. Auf Reintitan undMP35N ergaben sich nach Medi-
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uminkubetion ebenfall s identische Werte, unabhéngig von der Anbindung unddem Quer-
vernetzungsgrad.

Abbildung 54 zegt neben den grol3en Unterschieden zwischen umuervernetztem und
quervernetztem Kollagen eine geringfligig bessere Stabilitdt des kovalent gebundenen
Films durch einen langsameren Abbau hbis 3 h. Die in Abbildung55 wiedergegebene en-
zymatische Stabili tét der kovalent gebundenen, guervernetzten Koll agenschichten auf den
drei Substratoberflachen verdeutlicht einen Zusammenhang zwischen den fir die kova
lente Anbindung zur Verfigungstehenden Aminogruppen undder gemessenen Stabilit &t.
Je hoher die Aminogruppenkorzentration auf der Oberfladhe ist, umso stabiler verhdlt sich
die angebundenen Koll agenschicht gegentiber enzymatischer Degradation.

Chemische Stabilitat

Der Einflussder in Abhbildung 35 wiedergegebenen Hydrolyse der Haftvermittlerschicht
bei pH=9,5 auf die Stabilié von wunterschielich kovalent gebundenen Koll agenschichten
wurde durch Inkubetionsversuche mit tantalisierten und titanbeschichteten Wafern urter-
sucht. Verwendet wurde fibrill &res Pferdekollagen, die Quervernetzung der EDC-Probe
erfolgte mit 1 mg/ml EDC. Im Gegensatz zu den Immobilisierungsversuchen wurde auf
allen Oberfladhen eine konstante Kollagenmenge von 10 pg immobilisiert. Abbildung 56
zeigt einen geringen Riuckgang der Kollagenmenge um maximal 20 % innerhalb von 48
Stunden und keinen Einflussder Anbindungsart auf die Stabilit &t.
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Abbildung 56: Kollagenrestanteil nach Auslagerung bei pH=9,5 auf tantalisierten Wafern
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Mechanische Stabili tat

Die medhanische Haftung von adsorptiv und kovalent gebundenen, quervernetzten Pferde-
kollagenfilmen wurde im trockenen Zustand duch einen Abziehtest mit Tesafilm unter-
sucht, im feuchten Zustand duch medhanische Belastung mit einem spitzen Gegenstand
(Pinzette, Spatel). Die Ergebnisse wurden mit dem Aufli chtmikroskop visualisiert undsind
in Abbildung 57 wiedergegeben. Die Kollagenschicht fir die Versuche im feuchten Zu-
stand hette die 10fache Dicke, um eine ausreichende, interne Stabilit & zu gewdahrleisten. In
beiden Versuchen ergab sich ein vergleichbares Bild. Ohne kovalente Bindung kam es zu
einem Adhésionsbruch zwischen Kollagenschicht und metalli scher Unterlage. Im trocke-
nen Zustand sind rach dem Abziehen des Tesafilms nur noch vereinzdte Fibrillen zu er-
kennen (Bild A, rechts unten), die unbeklebte Halfte ist noch vdlstandig belegt (Bild A,
links oben). Die feuchte Schicht lief3 sich mit einem Spatel komplett von der Unterlage
abldsen (Bild C, rechts unten). Bestand eine kovalente Bindungzwischen Metall und Kol-
lagen, komte nach dem Abziehtest keine optische Verdnderung der Schicht festgestellt
werden (Bild B). Im feuchten Zustand (Bild D) ist eindeutig der durch de Spatelspitze
verursadhte Kratzer zu erkennen, der aber nicht zu einer Ablésung der Schicht fuhrte.

Abbildung 57: Mikroskopische Aufnahmen (10Qx) der mechanischen Stabilitatstests im trockenen
(A, B) und feuchten (C,D) Zustand
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In einem praxisnahen Test wurden abschli efiend mit Pferdekoll agen beschichtete, orthopé-
dische Schrauben aus Ti6Al4V und Ti6AI7Nb in einen Rinder Oberschenkelknochen ge-
schraubt und de verbleibende Kollagenmenge mit Sirius-Rot quantifiziert. Es konnten
allerdings keine Unterschiede awischen adsorptiver und kovalenter Bindurg gefunden
werden. Ausschlaggebend fur die Haftungwaren der Durchmesser des vorgebohrten Lochs
im Knochen unddie Oberflachenstruktur der Schrauben. Bei einem kleinen Durchmesser
und holer medanischer Belastung wurde die Kollagenschicht vollstandig entfernt. Bei
etwas gréferen Durchmessern bieb sie bis auf die Aulenkanten der Gewinde erhalten.
Auf den Schrauben aus Ti6Al4V, die ene sehr rauhe, sandgestrahlte Oberflache aufwie-
sen, war der Grof¥eil des Kollagens auch bei kleinen Lochdurchmessern urd hohen me-
chanischen Belastungen nicht mehr von den Schrauben zu entfernen, urebhéngig davon,
ob de Anbindungadsorptiv oder kovalent erfolgte.

4.5 Zytotoxizitatstests auf Metalloberflachen

Abschlief?end wurden Adhasions- und Proli ferationsversuche mit mesenchymalen Stamm-
zdlen auf kovalent und adsorptiv beschichteten Metall oberflachen duchgefiihrt. Als Sub-
stratmaterialien denten tantalbesputterte Stahlplattchen, beschichtet mit Pferdekoll agen
und Ti6Al4V, beschichtet mit [6slichem Kalbshautkollagen. Die Ergebnisse fir die oxi-
dierten und aktivierten Oberflachen ohne Kollagenbeschichtung sind ebenfalls in
Abbildung 58 und Abbildung59 angegeben.

Auf Ti6Al4V konnte, im Vergleich zu der galvanostatisch oxdierten Referenzprobe, nur
durch eine kovalente Anbindung \on Kollagen mit EDC eine verbesserte Zelladhésion und
-proliferation erreicht werden. Nach 24 h ergaben sich auf den Ulrigen Oberfladchenzustan-
den vergleichbare Zellzahlen. Die Proliferationsergebnisse auf den silanbeschichteten und

DS3-aktivierten Proben fielen geringfligig schledhter aus al's auf der Referenzprobe.

Auf tantalisierten Stahlpléttchen konnten bei der Zelladhdsion nu sehr geringe Unter-
schiede avischen den einzdnen Oberfladhenzustéanden festgestellt werden. Nur auf den
slanisierten und DS3-aktivierten Proben ergaben sich leicht verringerte Adh&sionsraten.
Die Ergebniss nach 7 Tagen zeigen all erdings eine @ndeutig verbesserte Proliferation auf
koll agenbeschichteten Oberfladhen im Vergleich zu den unkeschichteten Zustanden. Dabei

hatte die Art der Koll agenanbindung keinen Einflussauf das zdlulére Verhaten.
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Abbildung 58: Adhé&sion und Proliferation von MSC auf mit Kalbshautkollagen beschichteten und

unbeschichteten Ti6Al4V-Oberflachen
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Abbildung 59: Adhasion und Proliferation von M SC auf mit Pferdekoll agen beschichteten und unbe-

schichteten tantalisierten Stahloberflachen
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E. Diskusson

1 Werkstoffplattform

Ziel dieser Arbeit war die Verbessrung der Biokompatibilitét von Implantaten aus
Ti6Al4V und tantalbeschichtetem Edelstahl 316.. Als Vergleichsmaterialien wurden
Reintitan, de Titanlegierung Ti6AI7Nb und de Cobaltbasislegierung MP35N verwendet.
Alle Ausgangsmaterialien standen in einer nashemisch mit Salpetersiure oxidierten
Form zur Verfligung, vonden Titanmaterialien lagen zusétzlich nach jeweil s zwel el ektro-
chemisch oxidierte Zustande vor. Am Beginn deser Arbeit stand die Untersuchurng der
oxidierten Oberflachen auf ihre Elementzusammensetzung mittels Rontgenphotoel ektro-

nenspektroskopie und ihre topogaphische Struktur mittels Rasterkraftmikroskopie.

Betrachtet man de Elementzusammensetzung der unterschiedlich aktivierten Ti6AI4V-
Oberfladhen (vgl. S. 63), so sind keine grof3en Unterschiede zu erkennen. Der Phosphor-
gehalt von 3 bzw. 4 % bel den elektrochemisch oxdierten Proben begriindet sich in dem
als Elektrolyt verwendeten Phaosphatpuffer. Entsprechend wurde bel der in Salpetersiure
gedzten Probe an leicht erhdhter Stickstoff gehalt gefunden. Das Fehlen von Vanadium in
der Oxidschicht wurde bereits in der Literatur beschrieben!**?. Die Elementzusammenset-
zung der gesputterten Tantal/Tantaloxidschicht zeigt neben Tantal und Sauerstoff nur sehr
geringe Kohlenstoff verunreinigungen. Da diese Probe identische Wasch- und Atzschritte
wie die nasschemisch oxidierte Ti6Al4V-Probe durchlaufen hat, konnen die hoheren
Kohlenstoff konzentrationen bel der Titanlegierung nur aus dem Herstellungsprozess her-

ruhren.

Aus der durch Rasterkraftmikroskopie ehaltenen Oberflachentopogaphie der unter-
schiedlichen Metalloberfladhen lassen sich folgende Erkenntnisse aleiten (vgl. S. 66-69):
Bei Titan und den Titanlegierungen stammt die in allen 10x10 um Ausschnitten zu erken-
nende Struktur von der mechanischen Politur der Oberflache. Bel der zwar identisch po-
lierten, aber viel harteren Cobaltlegierung, sind de Schleifspuren kaum zu erkennen.

Selbst die 1x1 um Aufloésungzegt eine fast ebene Oberflade.

Auf der durch einen Sputterprozess entstandenen Tantal/ Tantaloxidoberfladhe sind in der
hohen Auflésung unerschiedlich grofe Partikel zu erkennen, de durch den Targetbe-
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schuss entstehen und sich auf der Oberfladhe niederschlagen. Auf dem 10x10 um Aus-
schnitt ist ein Defekt in der Tantalbeschichtung urd die darunter liegende Edel stahl ober-
flache au sehen. Es wird deutlich, dassdie durch de Politur der 316L-Pl&ttchen entstande-
ne Struktur durch die Besputterung tUberdeckt und rivelli ert wird.

Fir die Titanoberfladhen sollte der Einflussder oxidativen Vorbehandiung auf die Topo-
graphie untersucht werden. Hier zeigte sich in den 10x10 um Ausschnitten, dass bei den
nasschemisch oxidierten Proben de Strukturierung der Oberfladhe am ausgepragtesten ist.
Die durch potentiostatische und galvanostatische Behandung entstandenen Proben zeigen
eine weichere Oberflachenstruktur durch einen starkeren Abtrag von Ecken urd Kanten.
Am deutlichsten sind de Unterschiede fir Reintitan. Dagegen ist in der hohen Auflésung
eine Zunahme der Mikrorauhigkeit durch die elektrochemische Oxidation zu beobadten.
Dies ist bel Ti6Al4V am ausgepragtesten. Bei den galvanostatisch oxidierten Proben ist
vor alem bei Reintitan urd Ti6AI7Nb eine ,blumenkohartige” Struktur zu erkennen.
Mogliche Ursadhen fur die beobadhteten strukturellen Veranderungen der Oberfladhen
sind kel den Legierungen de bindre Struktur aus o- und B-Phasen. Hierbei stabilisiert
Aluminium die hexagonale a-Phase, Vanadium bzw. Niob die kubisch-flachenzentrierte 3-
Phase. Born!**3 fiihrt die urterschiedli che Stabilit & der beiden Phasen in einem HNO;-HF-
Saurebad auf ihre dektrochemischen Potentiale aurlick. Die Zunahme der Rauhigkeit re-
sultiert also moglicherweise aus einer unterschiedlich starken Oxidation der verschiedenen
Phasen. Bei Reintitan sind es Kristallkorner bzw. die Korngrenzen, die a1 einer ungleich-
mafdigen Oxidation fihren konren. Daneben ist es auch denkbar, dasses sch bei den ge-
fundenen Strukturen um eine Vorstufe 1 den von Scharnweber™™¥ beschriebenen Blas-
chen auf viel stdrker oxidierten Oberflachen der gleichen Materidien handelt. Hierbei
kommt es an der Grenzfladhe avischen Oxidschicht und Bulkmaterial zu einer Oxidation

von Wasser unter Sauerstoff entwicklung.

Neben der Ausbildung einer reproduzierbar dicken und dchten Passivierungsschicht auf
den Metall oberflachen sollten durch de verschiedenen Oxidationsprozesse vor allem Hy-
droxylgruppen gebildet werden, de ane Grundvaaussetzung fur die Anbindungvon Si-
lanhaftvermittlern darstellen. Die relativen Unterschiede in den Oberfladhenkonzentratio-
nen an Hydroxylgruppen wurden mit Hilfe von Trifluoressigsaureanhydrid und XPS be-
stimmt (vgl. S. 64). Hier ergaben sich fir die potentiostatisch oxidierten Proben die hich-
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sten Werte, obwohl dies eigentlich fur die unter drastischeren Bedingungen galvanosta
tisch oxdierten Proben erwartet wurde. Eine mdgliche Erkléarung kann de kurze Oxidati-
onszet sein. Die anféanglich als Ti(OH), vorliegende Oxidschicht wandelt sich erst mit der

Zeit durch Wasserabspaltung in Titandioxid um.

Im Falle von Ti6AI7Nb und fur die ge&zten Proben karelieren de Ergebnise der Hy-
droxylgruppenbestimmung mittels XPSsehr gut mit der Kernreaktionsanal yse.

Es galt nun, die Einflisse der unterschiedlichen Materialien und Oxidationsverfahren auf
das Anbindungsverhaten der verwendeten Silanhaftvermitller APTES und IPTES zu un-
tersuchen. Erste qualitative Mesaungen wurden mittels reflexiver IR-Spektroskopie auf
metalli sierten Wafern duchgeftihrt (vgl. S. 70f). Diese agnen sich aufgrundihrer glatten
Oberflachen und ar geringen Lichtstreuung kesonders fir eine Vermessung der dinnen
Haftvermittlerschichten. Fir APTES stehen de Ergebniss in Einklang mit den Arbeiten
von Boerio et a.l’*" die Filme aif Ti6Al4V, Aluminium, Eisen undKupfer untersuch-
ten. Fir IPTES existieren keine vergleichbaren Untersuchungen in der Literatur, das
Spektrum ist aber eindeutig zuzuordnen. Allerdings wird ein Teil der Isocyanatgruppen
wahrend der Anbindung dirch entstandenes Ethanol oder Wasser aus der Luft bzw. den
organischen Losungsmitteln deaktiviert. Dies wird durch die Quantifizierung cer Isocya
natgruppen bestétigt. Auf Tantal- und Titanoberflachen ergaben sich entsprechende Er-
gebnise. Auf den viel raueren, reden Proben konrten keine aussagekraftigen Spektren

erhalten werden.

Durch XPS-Messungen (vgl. S. 72) konnte durch de Einfihrung vonSili zium und de Zu-
nahme von C und N die Anbindung der beiden Haftvermittler ebenfalls nachgewiesen
werden. In allen Falen waren de darunter liegenden Metall oxidschichten nach in stark
abgeschwéachter Form zu erkennen. Hoch aufgeldste Spektren der Stickstoffregion auf
APTES-beschichteten Ti6Al4V-Oberflachen zeigen, dassein Tell der Aminogruppen in
protonierter Form vorliegt. Grund cfUr ist der letzte mit destilli ertem Wasser durchge-
fUhrte Waschschritt nadch der Silanbeschichtung, bei dem sich durch geldstes Kohlendioxid
ein leicht saurer pH-Wert nicht vermeiden lasst. Nachdem die weitere Aktivierung aber
entweder in basisch gepufferten wasgigen Systemen oder in organischen Lésungsmitteln
unter Zusatz einer sterisch gehinderte Base durchgefiihrt wird, stellte dies kein Problem
dar. Das zegt auch das hochaufgel Oste Spektrum der DSSaktivierten Oberflache, bel dem
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neben der Einfuhrung eines Amidstickstoffes ein starker Rlckgang der protonierten Ami-
noguppen zu erkennen ist. Fur tantali sierte Oberfladhen waren entsprechende Mesaungen
nicht moglich, dasich der Tantal- und der Stickstoff peak tberlagern.

Mit den Ergebnissen waren auch erste halbguantitative Vergleiche awischen einzednen
Oberfladchen mdglich. Fir die ge&zte Oberflache von Ti6Al4V und des tantalisierten Edel-
stahls ergab sich ein vergleichbarer Si-Gehalt. Nach einer Beschichtung mit IPTES ergab
sich auf der Tantaloberflacdhe eén im Vergleich zur APTES-Beschichtung geringerer Si-
Gehalt. Auch die Art der oxidativen Vorbehandung hatte enen starken Einfluss auf die
Oberflachenkoreentration an Silizium, die bel der nasschemisch oxdierten Probe am
hochsten war. Mit nur etwa 2,5 % am geringsten war er bei der potentiostatsich vorbehan-
delten Probe. Diese Ergebniss lassen sich nicht durch de mit TFAA bestimmten Unter-
schiede in der Hydroxylgruppenkonzentration erkléren.

Mit Hilfe von sulpho-SDTB konnten quantitative Aussagen Uber die Konzentration an
Aminoguppen auf den APTES-beschichteten Oberflachen getroffen werden. Dieses Rea-
genz emoglicht aufgrund seines shr hohen Extinktionskoeffizienten die Bestimmung sehr
geringer Mengen an Aminogruppen. Zu beachten ist hierbei, dasssowohl APTES als auch
IPTES als shr kurzkettige Haftvermittler keine ,,self assembled monolayer ausbil den,
sondern bei entsprechender Silankonzentration Multilayer unterschiedlicher Dicke.[**4°!
Der Verlauf der Adsorptionsisothermen (vgl. S. 73) auf Titan- und Tantalwafern ist des-
halb nicht durch de Ausbildungeines Monolayers zu erkléren. Wahrscheinlich hildet sich
bereits bel sehr geringen Gleichgewichtskonzentrationen eine vollstandige Belegung cr
Oberflache. Bei steigender APTES-Konzentration im Losungsmittel bilden sich Haftve-
mittlerschichten zunehmender Dicke. Fur den Farbstoff, der nur mit oberfladlich zugang-
lichen Aminoguppen reagieren kann, sind de unteren Schichten nicht erreichbar und es
kommt zu der gemessenen, deichbleibenden Aminogruppenkorzentration. Fir die weitere
Anbindung von Kollagen haben die nicht zu bestimmenden Aminogruppen aber entspre-
chend auch keine Bedeutung. Auf den beiden Modelloberflachen, auf denen ein Einfluss
der Rauhigkeit ausgeschlossen werden kann, ergaben sich keine Unterschiede. Die maxi-
mal bestimmte Konzentration vonknapp unter 0,5 nmol Aminogruppen pro cm? liegt et-
was niedriger als die fur cp-Titan und Tantal auf reden Oberflachen gemessenen Werte.

Dieser Unterschied ist aber sicherlich mit den verschiedenen Rauhigkeiten zu erklaren.
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Der Vergleich aler reden Proben nadch identischen Beschichtungen mit APTES ergab fir
die meisten Oberfladhenzustdnde e@ne Aminogruppenkorzentration zwischen 0,5und 0,55
nmol/cm? (vgl. S. 74). Ein Vergleich dieser Werte und der XPSErgebnise mit Literatur-
daten**47 zeigt recht gute Ubereinstimmungund l4sst auf eine Belegung mit einem diin-

nen Multilayer (n<5) mit einer Dicke kleiner 2,5 nm schlief3en.

Der Einfluss der oxidativen Vorbehandlung, de sich, wie bereits diskutiert, auf die Hy-
droxylgruppen urd die Rauhigkeit der Oberflachen auswirkt, auf die Konzentration der
Aminoguppen nach APTES-Beschichtung soll anhand Tabelle 17 zusammengefasd wer-
den. Fir die meisten Oberflachen ergibt sich ein gue Ubereinstimmung. Betrachtet man
beispielsweise die galvanostatsich oxidierte Vanadiumlegierung fuhrt eine mittlere Hy-
droxylgruppenkorzentration undeine hohe Rauhigkeit zu einer hohen Aminoguppenkon-
zentration. FUr die potentiostatisch varbehandelte Probe liegen alle Wete in einem mittle-
ren Bereich. Nach nasschemischer Oxidation fuhrt ein niedriger Hydroxylgruppengehalt
und eine mittlere Rauhigkeit zu einer geringen Aminoguppenkorzentration. Allerdings
fuhrt diese Betrachtung richt in alen Féllen zu einem schlissgem Ergebnis. Gerade im
Falle der Cobaltlegierung steht die geringe Aminogruppenkonzentration in Widerspruch
zum bestimmten Hydroxylgruppengehalt. Eine mogliche Ursadche daflr ist neben der
Oberflachenrauhigkeit der hohe Nickelgehalt von etwa 30 % in der Legierung Nach
Plueddemann®*® hat das Oxid einen sehr hohen IEP von 11 undes konrten keine guten
Ergebnisse mit Silanhaftvermittlern auf Nickel erreicht werden. Denkbar ist, dassder hohe
Fluorgehalt aus ionischen Wedselwirkungen zwischen Trifluoressgsaure und der Ober-
flache resultiert, die mit dem Haftvermittler nicht moglich sind kew. die Aminogruppen
fUr die Bestimmung maskieren. Ein Vergleich mit Literaturdaten ist trotz der Arbeiten von
Puleo et. al’"™8 auf CoCrMo wegen der unterschiedlichen Zusammensetzungen der
beiden Cobaltbasislegierungen nicht moglich.

In manchen Gruppen l&s4 sich auch ein drekter Zusammenhang zwischen Hydroxylgrup-
pengehalt, der Oberflachenkonzentration an Wassrstoff und der Menge an gebundenem
Haftvermittler feststellen. Am deutlichsten wird das fir die gedzten Titanmaterialien.
Aber auch bei der Nb-Legierung wirken sich grof®e Unterschiede im Wasserstoff gehalt auf
die Anbindung des Haftvermittlers aus. Wie awartet fihrte @ne héhere Hydroxylgrup-
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penkorzentration auch zu einer verstéarkten Anbindung von Haftvermittler und damit zu

einer groleren Anzahl an olerfladlich zuganglichen Aminoguppen.

Tabelle 17 : Einfluss der Vorbehandlung auf die Aminoguppenkonzentration nach APTES-
Beschichtung. (+ =hoch, o = mittel, - = niedrig)

Oberflache OH-Gruppen Rauhigkeit NHx-Gruppen  Ubereinstimmung
Ti6Al4V GS o + + +
Ti6Al4V PS o o o +
Ti6Al4V GA - o - +
cp-Ti GS o o o +
cp-Ti PS + o o

cp-Ti GA o o o +
Ti6AI7Nb GS - o - +
Ti6AI7Nb PS o - - +
Ti6AI7Nb GA - o - +
316 Tantal/Tantaloxid GA - + o +
MP35N GA o - -

Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch IR-Spektroskopie und XPS eine Anbindung
von APTES auf die verschiedenen Implantatmetalle bestétigt werden konrte. Durch
sulpho-SDTB konnten dartiber hinaus freie Aminogruppen auf den Oberflachen nachge-
wiesen urd quantifiziert werden. Ein Einfluss der oxidativen Vorbehandung der Titan-
materialien auf die Silananbindung konte tellweise nadhgewiesen und mit den duchge-
fuhrten Oberflachenurtersuchungen erklart werden. Die im Vergleich hochste Amino-
gruppenkonzentration auf der galvanostatisch verbehandelten Ti6Al14V-Oberfladhe wird
durch de Hydroxylgruppenbestimmung und de XPSErgebnisse nicht gestiitzt. Sie beruht
mogli cherweise auf einer grofderen Mikrorauhigkeit der Probe und damit einer héheren, fir

den Farbstoff zuganglichen Oberflache.

Die Quantifizierung der zuganglichen, unddurch IPTES eingefuhrten funktionellen Grup-
pen erfolgte mit dem selbst synthetisierten, aminofunktionellen Farbstoff DAH (vgl. S.
75). Die aif Modelloberflachen duchgefihrten Untersuchungen bestdtigen de bereits
durch de IR-Spektroskopie beobachtete Deaktivierung der 1socyanatgruppen wahrend der
Anbindung.
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Die ebenfalls mit DAH bestimmte Aktivierungsleistung der aminofunktionellen Oberfl&
chen mit bifunktionellen Linkern zeigt, dass mit keinem der Reagenzien de mit sulpho
SDTB bestimmte Konzentration an Aminoguppen erreicht werden konrte. Der Grund da-
fUr konrten bei den langkettigen Linkern DS3 urd DSSdie Bildung von ,,Loops* der bei-
den aktiven Enden mit der Oberflade sein. Bei allen Reagenzien besteht die M6gli chkeit
einer unvdlstéandigen Reaktion mit den theoretisch vorhandenen Aminogruppen und de
Hydrolyse der bereits aktivierten Gruppen durch Wasser aus der Luft oder den arganischen

L dsungsmitteln.

Das durch Inkubationsversuche bestimmte Verhalten der APTES-Schichten in saurem und
basischem Milieu (vgl. S. 76) ist literaturkonform**¥. Unter basischen Bedingungen
kommt es zu einer raschen Hydrolyse der Haftvermittlerschichten; bei niedrigen pH-
Werten sind sie stabil. Unterschiede ergaben sich alerdings zu der Arbeit von Puleo™*?,
der auf Ti6AlI4V dicke APTES-Filme aus hochkonzentrierten, wassrigen Losungen auf-
bradhte und in Zellkulturmedium auslagerte. Nach einem starken Abfall der Aminogrup-
penkorzentration innerhalb der ersten 15 h,kam es zu keinem gleichbleibenden Wert, wie
er in deser Arbeit bestimmt wurde, sondern zu einer kompletten Hydrolyse der Haftver-
mittlerschicht innerhalb von 72 h.Der Unterschied zu den hier vorgestellten Ergebnissen
beruht wahrscheinlich auf einer unwoll standigen Kondensation der Silanolgruppen duch
die Anbindung ke Raumtemperatur und einem nachtraglichen Trocknungsschritt bel nur
45 °C. Die Auslagerung kei pH=9,5 (vgl. S. 76) zegt ebenfalls eine starke Verringerung
der Aminogruppen innerhalb der ersten Stunde. Diese ist wie bel pH=7,4 auf die Hydroly-
se von olerflachlich und rur schwach gebundenen Haftvermittlermolekilen zuriickzuftih-
ren. Der anschlief3ende langsame und gleichméfdige Riickgang der Aminoguppenkonzen-
tration spricht fur die schrittweise Hydrolyse anes vollstandig kondensierten, dreidimen-

sionalen Siloxannetzwerkes.

Abschliefiende Zytotoxizitétsuntersuchungen auf Ti6AlI4V und Tantal-beschichtetem 316
ergaben im Vergleich zu nu oxidierten Oberflachen keinen nennenswerten negativen Ein-
flussauf Zelladh&sion und—proliferation (vgl. S. 95f).
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2 Biologische Plattform

Die Bestimmung der Aminosdurezusammensetzung der verwendeten Kollagene und der
Gelatine egab nu sehr geringe Unterschiede awischen den einzenen Proteinen (vgl.
S. 78). Das Fehlen vonCystein in alen Proben ze gt an, dasskeine Spuren anderer Kolla-
gentypen und kein Prokallagen, das Disulfidbriicken enthélt, vorhanden ist. Die geringen
Mengen an Thyrosin kdmen nu aus noch vorhandenen, nicht-helikalen Telopeptiden an
beiden Enden der Helix stammen [**¥ Es gibt einen Zusammenhang zwischen der thermi-
schen Stabilitat eines Koll agens und seinem Gehalt an Prolin undHydroxyprolin.!**¥ Dies
wird besonders deutlich bei Tieren mit unterschiedlicher Korpertemperatur wie zB. Fi-
schen undWarmbliitern ¥ Je hoher die Temperaturen sind, cenen ein Organismus ausge-
setzt wird, desto hoher mussauch seine thermische Stabilit & sein. Kaltwasserfische haben
demnadh den geringsten Iminosduregehalt, Warmbl diter den hdchsten. Die Unterschiede im
Prolingehalt der hier untersuchten Sdugetierkollagene sind sehr gering und beruhen auf
den verschiedenen Geweben, aus denen die Kollagene gewonnen werden. Deutliche Un-
terschiede egaben sich in der Anzahl der Lysin- und Hydroxylysinreste. Diese Aminosau-
ren sind fur die natirliche intra- und intermolekulare Quervernetzung notwendig.*>? Mit
zunehmender Lysin-Hydroxylierung steigt nach Notbohm**¥ auch de hydrothermale Sta-
bilit & des Koll agens.

Die durchgefuhrte Quervernetzung cer Proteine wurde anfanglich ausschliefdlich Glker die
Konzentration der freien Aminoguppen verfolgt und ogimiert (vgl. S. 79f). Das be-
stimmte optimale Massenverhéltnis von 4:1 zwischen EDC und NHS wird in der Literatur
von mehreren Arbeitsgruppen bestétigt und angewendet.[!9°13¥15+%58 Der Grund fiir den
Ruckgang der Quervernetzungsleistung kei zunehmender NHS-Konzentration ist eine Re-
aktion zwischen EDC undNHS, die éne Konkurenzregtion zur Aktivierung der Carbon-
sduren darstellt. Hierbei reagieren 3 Molekile NHS unter Aktivierung mit EDC zu einem
Succinimidoxycarbonyl-B-alaninhydroxysuccinimidester, der unter Kohlendioxidabspal-

tungzu Bernsteinséure, Hydroxylamin und B-Alanin hydrolysiert.'>”

o) o)
N=O=C-NH-CH,-CH,~C~0-N

o) o)
o) o}

Abbildung 60: Reaktionsprodukt aus EDC undNHS
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Nacdchdem es wahrend der Amidbil dungwieder freigesetzt wird, hat NHS in der geringeren
Konzentration katal ytische Wirkung auf die beabsichtigte Quervernetzung von Kollagen.

Sowohl die konzentrations- als auch die zetabhéngige Quervernetzung der Ausgangsmate-
riglien zegten einen vergleichbaren Reaktionsverlauf fir die @nzednen Proteine (vgl.
S. 80). Nur zwischen den fibrill &ren Kollagenen urd den nichtfibrill &ren, nedriger mole-
kularen Materialien zeigten sich Unterschiede in der minimal erreichbaren Zahl an ver-
bleibenden Aminogruppen nach der Quervernetzung Ursache dafir ist héchstwahrschein-
lich de sterische Hinderung mancher Aminogruppen in der hochgeordneten Struktur des
fibrill &ren Kollagens. Bei Kalbshautkollagen undGelatine sind sie leichter zuganglich und
stehen fur die Aktivierung undAmidbildung zur Verfligung.Ein Blick in die Literatur
zeigt, dass die Anzahl an e-Aminogruppen in unquervernetztem Material abhangig von der
Kollagenquelle ist. Ofner et al.™*® bestimmten 3310° mol/g in Gelatine ais Knochen.
Das entspricht 33 Aminogruppen in einem aus 1000 Aminosauren bestehen Koll agenmo-
lekdl. Dieser im Vergleich hochste Gehalt an Lysin und Hydroxylysin wurde durch die
Aminocsdurezisammensetzung bestétigt. Eine Quervernetzung mit EDC/NHS resultierte in
drei verbletbbenden Aminoguppen pro 1000 AS. Beide Werte sind mit den Ergebnissen
dieser Arbeit vergleichbar. Pieper et al.'® versffentlichten Daten firr Typ | Kollagen aus
bovinen Achill essshnen. In unquervernetztem Zustand wurden 33freie Aminogruppen pro
1000AS gefunden. Eine Quervernetzung mit 6,4 mg/ml EDC fuhrte au einer Verringerung
auf 20 Aminogruppen. Wissnk et al.[**® untersuchten ebenfalls Typ | Kollagen aus den
Achill esshnen von Rindern undbestimmten 27 freie Aminogruppen in nativem Zustand
und 14 rach Quervernetzung mit 8 mg/ml EDC. Diese Daten entsprechen den Ergebnissen
dieser Arbeit recht gut. Exakte Vergleiche sind allerdings wegen der unterschiedlichen
Ausgangsmaterialien undvariierender Quervernetzungsbedingungen nu schwer durchzu-

fUhren.

Entsprechendes gilt auch fir die Quervernetzung mit Glutaraldehyd (vgl. S. 81). Hierbei
ist noch zu beaditen, dassim Vergleich zu EDC ausschliefdlich Aminogruppen nawendig
sind, um eine neue Bindung zu knupfen. Der verbleibende Aminogruppengehalt von ca 5

pro 1000 AS fur die drei Kollagene und 3 fur Gelatine liegt in einem Ublichen Be-
reich .[l%;l58;160]



E. Diskussion 105

Neben der Konzentration der freien Aminoguppen wurde auRerdem der Einfluss der
Quervernetzung auf die Schrumpfungstemperatur der Kollagene bestimmt. Unter der hy-
drothermalen Schrumpfung vonKollagen verstent man de dramatische Verkirzung der
Fasern um etwa 80 % der urspringlichen Lange unter Einwirkung vonWasser bei einer
bestimmten Temperatur. Dies wird einer Denaturierung der helikalen Bereiche unter Auf-
brechen der stabilisierenden Wasserstoffbriickenbindungen zugeschrieben '°%1%4 Die
Temperatur, bei der dieser endotherme Prozess beginnt, wird als Schrumpfungstemperatur
bezachnet und kann mittels DSC bestimmt werden. Eine Erhéhung der Temperatur ist
gleichbedeutend mit einer verbesserten Stabilitét des Kollagens.*® Nachdem fiir diese
Mesaungen ein intaktes Kollagenmolekil ndétig ist, kémen kdlagenhaltige Gewebe wie
z.B. Herzklappen und Sehnen, aber auch Kollagenfasern und Tropdkollagen urtersucht
werden, Gelatine dagegen nicht. Die in deser Arbeit vorgestellten Ergebnisse (vgl. S. 81)
zeigen, dass durch eine Quervernetzung mit EDC/NHS oder Glutaraldehyd die Schrump-
fungstemperatur im Vergleich zum nativen Zustand dastisch erhohit werden kann. Am
grofden ist der Unterschied beim [6slichen Kalbshautkollagen, bei dem sich de Schrump-
fungstemperatur um 38 °C erhdhen 1as4d. Fir die anderen Proben lag de Erh6hung bei 25
bzw. 32 °C. Diese Werte sind vergleichbar mit Ergebnissen von quervernetztem Schafs-
hautkoll agen*®? oder Rattenschwanzkollagen**® Wird der Quervernetzungsgrad verrin-

gert, so sinkt auch de gemessene Schrumpfungstemperatur.

Unterschiede awischen den einzenen Kollagenen konnten sowohl im quervernetzten als
auch im unquervernetzten Zustand gefunden werden. Am eindrucksvollsten ist der Ver-
gleich zwischen 16slichem und duch Rekonstitution erzeugtem fibrill &rem Kalbshautkol-
lagen im unquervernetzten Zustand. Hier wird die Schrumpfungstemperatur durch de ho-
her geordnete, fibrill &re Struktur und die dadurch erzeugten zusétzli chen Wasserstoff brik-
kenbindungen um 12 °C erh6ht. Entsprechend der in den Grundagen vorgestellten Defini-
tion misge man beim Kalbshautkollagen besser von der Schmelz- als von Schrumpfung-
stemperatur sprechen. Beiden liegt aber der gleiche Effekt zu Grunde, so dassdie Ergeb-
nisse grundsétzlich vergleichbar sind. Auch die natirliche Quervernetzung het einen gro-
Ben Einflussauf die Schrumpfungstemperatur. Sie wird sowohl durch das Alter des Tieres
als auch duch de medanische Belastung des Gewebes verstérkt. Das erklart den Unter-
schied zwischen dem Kalbshautkollagen und den Kollagenen aus Achill essehnen von Rin-
dern undPferden. Der geringe Unterschied zwischen Pferd undRind beruht hochstwahr-
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scheinlich auf dem hoheren Alter der Pferde aum Zeitpunkt der Schlachtung. Die hier ge-
fundenen Schrumpfungstemperaturen dedken sich gut mit den Ergebnissen der Aminosau-
rezusammensetzung. Bel einem hohen kurstlich erzeugten Quervernetzungsgrad sind nur
noch Unterschiede zwischen den nativen fibrill &en und den beiden |16glichen Kalbshaut-
kollagenen zu erkennen. Hier madit sich ebenfalls der nattirliche Quervernetzungsgrad
bemerkbar, der bei den hachmolekularen Innocoll-Kollagenen viel hoher ist. Durch Quer-
vernetzung mit EDC konnten hdkere Schrumpfungstemperaturen erreicht werden als mit
Glutaraldehyd. Dies wurde bereits in der Literatur beschrieben !**? Die Stabilit & des Kol-
lagens wird anscheinend durch die Bildung zusétzlicher Amidbindungen, wie sie bei einer
Quervernetzung mit EDC entstehen, starker erhoht als durch die Verknipfung der vorhan-
denen Aminoguppen mit, tellweise ds Polymer vorliegendem, Glutaraldehyd. AulRerdem
zegte sich nacdh der Quervernetzung mit Glutaraldehyd eine deutlich erhéhte thermische
Stabilit & des rekonstituierten Kalbshautkoll agens im Vergleich zum nicht-fibrill &ren Aus-
gangsmaterial. Es mussalso bereits eine fibrill &re Struktur vorhanden sein, um eine eff ek-

tive Stabilisierung duch Glutaraldehyd zu gewéahrleisten.

Die Quervernetzung hat ebenfalls einen grof¥en Einfluss auf die biochemische Stabilitat
der Kollagenproben, die in vitro durch Inkubation mit bakterieller Koll agenase untersucht
wurde (vgl. S. 82ff). So konrte in Einklang mit der Literatur durch Quervernetzung mit
EDC die Stahilitat gegentiber enzymatischem Abbau fir alle Kollagene verbessert wer-
den!*31%6187 'Nur bei Gelatine zégte sich keine Verdnderung zum nativen Zustand. An
den Ergebnissen lasst sich zegen, wie stark die Stabilit & vom Fibrill ationsgrad des Aus-
gangsmaterials abhéngt, der auch de Schrumpfungstemperatur bestimmt Neben den bei-
den Extremen, dem Pferdekollagen, das mit der hochsten Schrumpfungstemperatur nach
Quervernetzung mit 30 mg/ml EDC keinerlei Abbau mehr zeigte, und der bei jeder EDC-
Konzentration vdlstandig abgebauten Gelatine, ist dies vor allem bei Kalbshautkollagen
zu sehen. Nad einer gezelten Rekonstitution kdnren bei einem hohen Quervernetzungs-
grad nach 6 Tagen noch 60 % des urspriingichen Kollagens nachgewiesen werden. Ohne
Rekonstitution ist bereits nach 3h bei gleicher Quervernetzungein vadlstandiger Abbau zu
verzeichnen. Allerdings ist aus den Daten auch ersichtlich, dassdie hydrothermale Stabi-
litét nadh Quervernetzung mit 30 mg/ml EDC nicht mit der biochemischen Stabilitét Gber-
einstimmen muss Die unterschiedlichen Resistenzen vonPferde- und Rinderkoll agen kzw.

der beiden Kalbshautkoll agene werden nicht durch entsprechende Schrumpfungstempera-
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turen bestétigt. Wahrscheinlich ist durch de hohe Quervernetzung zwar die maximale hy-
drothermale Stabilitét der Koll agenmolekile erreicht, aber die spezfischen Angriffsdellen
der Kollagenase unterschiedlich stark blockiert. Der Unterschied zwischen dem fibrill &en
und richt-fibrill &ren Kalbshautkoll agen ist damit leicht zu verstehen, bei Rinder- und Pfer-
dekoll agen missen dagegen geringe Unterschiede im strukturellen Aufbau fir die deutli-

chen Unterschiede verantwortlich sain.

Die sehr gute Kollagenasestabilit & aller Glutaraldehyd-quervernetzter Proben, de gerade
bei den niedermolekularen Materialien beandruckend ist und nicht im Einklang mit der
Literatur steht,***™ hat ihre Ursache wahrscheinlich in der analytischen Methode der
Kollagenrestbestimmung. So féarbt der verwendete Farbstoff Sirius-Rot das eingesetzte
Enzym Kollagenase ebenso wie Kollagen. Durch den Abbau der quervernetzten Proben
wird eingebauter Glutaraldehyd durch Hydrolyse der Schiff-Basen wieder frei und steht
fUr neue kovalente Bindurgen zur Verfigung.Die bestimmte Proteinmenge besteht also
hochstwahrscheinlich aus einer Mischung aus restlichem Kollagen und angebundener
Kollagenase. Unterstitzt wird dese Theorie durch den bei léangeren Zeiten steigenden
Koll agenrestanteil bei den beiden Kalbshautkoll agenen.

Abschlief3end wurde noch der Einfluss der EDC-Quervernetzung auf Zelladhésion und —
proliferation vonmesenchymalen Stammzdlen urtersucht (vgl. S. 85f). Eindeutige Unter-
schiede egaben sich hier nur bei der Zelladhésion im unquervernetzten Zustand. Dieser ist
durch ein Auflésen von Kalbshautkollagen und Gelatine im 37 °C warmen Zell kulturme-
dium zu erkléren. Sonst zeigten sich keine gréf¥eren Unterschiede mit einer Tendenz zu
einer verminderten Adhésion undProliferation kel hohen Quervernetzungsgraden. Wissnk
et al.[**¥ zdgten auf vergleichbaren Kollagenfilmen bei zunehmendem Quervernetzungs-
grad eine verringerte Zelladhésion und eine verbesserte Zellproliferation von hunanen
Endahelzdlen. Die auch in dieser Arbeit gefundene verringerte Zelladhdsion lasg sich
durch eine zunehmende De&ktivierung der fur die Zelladhdsion verantwortlichen Ami-
nosauresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsdure (RGD) im Rahmen der Quervernetzung
erkldren. Die gegenteiligen Proliferationsergebniss resultieren méglicherweise aus den
unterschiedlichen Zell arten und einem langeren Versuchszetraum, bei dem sich de héhere
Stabilit & der stérker quervernetzten Filme auswirkt. Die guten Ergebnisse der Glutaralde-

hyd-quervernetzten Proben beruhen mdoglicherweise auf einem zu geringen Versuchszet-
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raum. Erst mit zunehmendem Abbau der quervernetzten Proben kdnnte es zu einer ver-

mehrten Freisetzung voncytotoxischem Glutaraldehyd kommen.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Quervernetzung von Kollagen mit EDC und NHS
anhand der Analyse der freien Aminogruppen etabliert und optimiert wurde. Durch die
Quervernetzung kanten erhéhte Schrumpfungstemperaturen und eine stark verbesserte
Resistenz gegentber bakterieller Kollagenase erreicht werden. Zelladhésion- und Prolife-

ration wurden nur bel sehr hohen Quervernetzungsgraden vermindert.

Als idedes Beschichtungsmaterial stellte sich das Pferdekollagen heraus, welches bereits
bei geringen Quervernetzungsgraden eine sehr hohe K oll agenasestabil itét erreichte.

3 Kombination baider Plattformen

Der letzte Teil dieser Arbeit bestand in der Kombination der bisher getrennt voneinander
betrachteten Plattformen.

In ersten Versuchen zur kovalenten Anbindung von Proteinen an die &tivierten Metall-
oberflachen wurde das Enzym Peroxidase verwendet. In den auf Wafern duchgefihrten
Untersuchungen konnte sowohl auf Titan als auch auf Tantal ein Vielfadhes der Protein-
menge kovalent an de Oberfladhe gebunden werden, als rein adsorptiv immobilisiert wur-
de (vgl. S. 86f). Allerdings gibt es fur die verschiedenen Linker kein einheitliches Bild.
Auf Titan konrte aul¥erdem fast die dreifache Menge an Peroxidase nachgewiesen werden.
Fur die weiteren Untersuchungen wurde wegen der guten Ergebniss bei Tantal und um
auf organische Loésungsmittel verzichten zu kénren, auf das wasserl6sliche DS3 als Linker
zurlckgegriffen. Auch de Verwendung vonlPTES zegte entgegen den hisherigen Ergeb-

nissen eine hohe Immohilisierungsrate und wurde weiter untersucht.

Die dschlieffenden Immohilisierungsversuche, die mit fibrill &rem Pferdekoll agen durch-
gefuhrt wurden, ergaben sowohl auf den Modell oberflachen als auch auf den realen Ober-
flachen ein vergleichbares Bild (vgl. S. 88f). Im Vergleich zu den gedzten Oberflachen
waren de immobilisierten Kollagenmengen auf APTES-beschichteten Oberfachen immer
geringer. Die Ursacdhe dafir ist in der unterschiedlichen Oberflachenladung zu suchen, de
fir die Metall oxidoberflachen negativi*®® und fir die silanisierten Oberflachen duch de
protonierten Aminogruppen pasitiv ist. Dies wird duch die hochaufgel 6sten ESCA-Daten
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bestétigt und duch die Anbindung aus verdiinrter Essgsaure noch verstarkt. Der Literatur
zufolge hat Kollagen einen IEP von 9%, liegt also ebenfalls hauptsichlich pasitiv gela
den var. Es sind demnad var alem elektrostatische Effekte, die fur die unterschiedlichen
auf den Oberfladhen adsorbierten Mengen verantwortlich sind. Durch die Aktivierung mit
DS3 oder die Verwendung vonlPTES als Haftvermittler konrten vergleichbare Mengen
an Kollagen immobili siert werden, wie sie auch auf den urbeschichteten Oberfladen
nachgewiesen wurden. Nur durch die gleichzeitige Anbindung undQuervernetzungkonrte
mehr Kollagen an die Oberflache gebunden werden. Allerdings fihrt dieses Verfahren
nicht zu einer diinren geichmaldigen Schicht, sondern zu einer recht unregelmaldigen, dk-
ken Belegung. Die &solute Menge an immobhili siertem Kollagen auf den reden Proben

liegt mit 3 pug/cm? fir Tantal im gleichen Bereich wie die von GeiRdler et al.*?

pulizierte
Menge fir fibrill &res Kalbshautkollagen auf Ti6Al4V. Grund fir die geringere Adsorption
auf den galvanostatisch geédzten Ti6Al4V-Proben sind wahrscheinlich duch Transport
und Lagerung der in Dresden hergestellten Plattchen entstandene Verunreinigungen auf
der Oberflache. Die ehaltenen Proben wurden keinen weiteren Reinigungsschritten un-

terworfen, um die Oxidschichten nicht zu verandern.

Die grolen Unterschiede avischen der kovalenten Immobilisierung von Peroxidase und
Kollagen sind mit Sicherheit in ihren stark unterschiedlichen Molekulargewichten und den
damit verbundenen L6slichkeiten begriindet. So lésst sich das kleine, wasserl6sliche Pro-
tein Peroxidase durch de Waschschritte teilweise wieder von der Oberfladhe |6sen, wenn
es nicht kovalent gebunden ist. Mit dem unléslichen, fibrill &ren Kollagen ist das nicht

maogli ch.

Durchgefiihrte Koll agenaseversuche an adsorptiv und kovalent gebundenen, quervernetz-
ten Kollagenfilmen auf Metal oberflachen zeigten dennoch Vorteile fir die kovalenten
Proben (vgl. S. 90). Der sprunghefte Rickgang des adsorptiv gebundenen Koll agens auf
tantalisierten Wafern ist auf einen Adhasionsbruch zwischen Metall oberflache und Koll a-

genschicht, undnicht auf einen geichmaiiigen Abbau durch das Enzym zurtckzufGhren.

Auf den reden Oberfladchen konne @n Zusammenhang zwischen oberfladlich verfligbe-
ren Aminogruppen und der Stabilitdt der kovalent gebuncdenen Schicht gegentiber enzy-
matischer Degradation gefunden werden (vgl. S. 91). Das spricht fur zusétzliche kovalente
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Bindungen zwischen Metall und Kollagen, die én Ablésen von nedermolekularen, durch

den enzymatischen Abbau entstandenen, Bruchstiicken vonder Oberfladhe verhindern.

In Auslagerungsversuchen mit kovalent und adsorptiv immoblisierten Koll agenschichten
in Medium sowie in einem basischen Puffer konrten keine Unterschiede zawischen den
Anbindungsarten festgestellt werden (vgl. S. 92). In allen Fallen bieb de Kollagenmenge
auf der Oberflache Uber den gesamten Versuchszetraum naheau konstant. Eine Abldsung
des Kollagens durch de Hydrolyse der darunterliegenden Haftvermittlerschicht, wie sie
bei pH = 9,5 durchaus moglich gewesen waére, fand ncht statt.

In Modell versuchen konrte durch kovalente Anbindungeine andeutig verbesserte meda-
nische Haftung zwischen Metall und Kollagen nachgewiesen werden. Dies zeigte sich so-

wohl im trockenen als auch im feuchten Zustand (vgl. S. 93).

Als abschlief3ende Untersuchungen wurden Zelladhésions- und Proliferationsversuche auf
unbeschichteten und kdlagenbeschichteten galvanostatisch oxidierten Ti6AI4V-Plattchen
sowie auf nasschemisch gedizten, tantalisierten Edelstahlplattchen durchgefihrt (vgl.
S. 95). Die Kollagenschichten wurden zur Stabili sierung mit einer Konzentration von 5
mg/ml EDC quervernetzt. Im Vergleich zu den unlehandelten Oberflachen konnte weder
durch kovalente noch duch adsorptive Kollagenbeschichtung eine @ndeutige Verbesse-
rung cer Adhésion rach 24 h erreicht werden. Dieses Ergebnis dedkt sich mit den Daten
von Geiller et a.!**¥, die nur innerhalb der ersten Stunde Unterschiede im Adhésionsver-
halten zwischen unbeschichteten und kdlagenbeschichteten Ti6Al4V-Oberflachen nadh-
weisen konnten. Bei der Zellproliferation rech 7 Tagen komte auf den Tantaloberfladhen
eine endeutige Verbesserung durch Beschichtung mit fibrill &rem Kollagen nachgewiesen
werden. Allerdings konrnte kein Unterschied zwischen kovalenter und adsorptiver Immo-
bili sierung gefunden werden. Auf den Titanlegierungsoberflachen konnte nur durch de
gleichzetige Anbindung und Quervernetzung von |6slichem Kalbshautkollagen eine ver-
besserte Proliferation radhgewiesen werden. Es ist wahrscheinlich, dass swohl die a-
sorptiv als auch kovalent durch DS3 gebundene diinne Kollagenschicht im warmen Zell-
kulturmedium relativ schnell von der Oberfladhe gel6st wurde und sich die Ergebnisse
deshalb nicht von der unbeschichteten Probe unterschieden. Nur die durch EDC angebun-
dene Schicht hatte lange genug Bestand, um einen positiven Einflussauf die Zellprolifera-

tion zu haben.
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Die im letzten Abschnitt diskutierten Ergebnisse zigen, dassdie kovalente Immobili sie-
rung vonProteinen auf den verwendeten Implantatmetallen mit den vorgestellten Metho-
den mdglich ist. Durch sie konrte @ne verbesserte Stabilitat gegentiber enzymatischem
Abbau, eine erh6hte mecdhanische Stabilitat und eine ehdhte Zellproliferation erzielt wer-

den.
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F. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Verbesserung der Biokompatibili tét von Ti6AlI4V und tantalbe-
schichteten Stahloberflachen duch die kovalente Anbindurg mit quervernetztem Kolla-
gen. Dies sollte areicht werden durch eine optimierte oxidative Vorbehandung der Ober-
flachen, de Anbindung won Silanhaftvermittlern und de kovalente Immobili sierung von
bioaktivem Kollagen mit anschlieffender Quervernetzung. Die Anbindung der Haftver-
mittler konnte hinreichend qualitativ und quantitativ nachgewiesen werden. Ein Einfluss
der oxidativen Vorbehandiung wurde festgestellt. Durch de Quervernetzung vonKollagen
konrte ane stark verbesserte Stabilitét gegentiber enzymatischer Degradation ohre negati-
ve Einflise aif das zdlulare Verhalten gefunden werden. Eine kovaente Bindung zwi-
schen Protein und Implantatoberflache konnte mit Hilfe des Enzyms Peroxidase gezeigt
werden urd wurde auf Kollagen Ubkertragen. Kovalent gebundenes Kollagen zeigte im
Vergleich zu rein adsorptiv gebundenen Schichten eine verbesserte enzymatische und me-
chanische Stabilitét. Eine verbesserte Biokompatibilitdt, angezegt durch eine erhthe
Zellproliferation, konnte endeutig nur durch de Immobili sierung vonPferdekoll agen auf
tantali sierten Stahloberflachen nachgewiesen werden. All erdings ergaben sich vergleichba-
re Ergebnisse fur kovalent und adsorptiv beschichtete | mplantatoberfladhen. Gerade wegen
der vielversprechenden Ergebniss der auf Metall oberflachen durchgefiihrten Kollagena-
seversuche und den medhanischen Tests konnten an dieser Stelle langerfristige in vitro-
undin vivo Untersuchungen den eindeutigen Vorteil der kovalenten Anbindung nach be-
stétigen. Geplant sind herbel ausfiihrliche Differenzierungstests der mesenchymalen
Stammzédlen sowie eine subkutane Implantation in Nadktmause. In Form von Ringen ist
eine aawendungsortspezfische Eignung als Wirbelsdulenimplantat im Kaninchen vorge-
sehen.
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G.AbkuUrzungsver zeichnis

AA
AFM
APTES
AS

BF
BMP
BSA
CA
DI

cp
DAH
DHT
DS3
DSC
DSC
DSS

EDC
GA
GA
GS
HAP
HDI
H-MSC
IPTES
MES
MTT
NHS
PBS
PE
PMMA
PS

PS

PU

RA
RGD
Sulfo-SDTB
TFAA
TNBS
uv
XPS

Ob

Acyl-Azid-Methode
Rasterkraftmikroskopie
Aminopropyltriethoxysilan
Aminosaure

Biofunktionalitét

Bone Morphagenic Protein
bovines Serum Albumin
Cyanamid

Carboryldiimidazol

commercialy pure
Dimethoxytritylaminohexanol
Dehydrothermalverfahren
Disulfosuccinimidylsuberat
Differential Scanning Cal orimetry
Disuccinimidylcarbonat
Disuccinimidylsuberat
Elastizitdtsmodu
Ethyl-dimethylaminopropyl-carbodimid
Glutaraldehyd

nal’chemisch geézt
Galvanostatisch oxidiert

Hydroxyl apaptit
Hexamethylendiisocyanat
humane mesenchymale Stammzellen
Isocyanatopropyltriethoxysilan
Morpholinoethansulfonsaure

M ethylthiazoltetrazolium
N-Hydroxysucdinimid
Phospheat-gepuff erte Salzl 6sung
Polyethylen

Poly(methyl methacrylat)
Polystyrol

Potentiostatisch oxidiert
Polyurethan

Arithmetischer Mittenrauhwert
Arginin-Glycin-Asparaginsaure
Sulfo-succinimidyl-dimethoxytrityl-butyrat
Trifluoressigsaureanhydrid
Trinitrobenzol sulfonsdure
ultraviol ett

Rontgenphaoel ektronenspektroskopie
Biegefestigkeit
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