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Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Dissertation beschiftigt sich in zweierlei Hinsicht mit Hybridmaterialien
aus stickstoffhaltigen Polymeren und amorphem Siliciumdioxid, ndmlich in Bezug auf
ihre Bedeutung in der Biomineralisation und der Biomaterialforschung. In beiden Fillen
stehen also lebende Systeme im Fokus.

Lineare und verzweigte Polyamine spielen in der Natur eine wichtige Rolle im
Biomineralisationsprozess von Silica in Kieselalgen. In dieser Arbeit werden daher
Kieselsdurekondensationsreaktionen unter Einfluss verschiedener synthetischer linearer
Polyamine untersucht. Dabei hat insbesondere die Kettenlinge der Polyamine einen
entscheidenden Einfluss auf den Kondensationsprozess und auf die Silicaabscheidung. Im
Fokus der Untersuchungen stehen hier kurze Polypropylenimine, die bis zu acht
Imineinheiten enthalten, hinsichtlich einer fiir die Aktivitat moglicherweise erforderlichen
Mindestkettenlidnge. Fiir die Untersuchung der Kinetik der Kondensationsreaktion wurde
die Molybdat-Methode herangezogen, das Partikelwachstum wurde mit Dynamischer
Lichtstreuung  verfolgt. Die Morphologie des gefillten Silicas wurde mit
Rasterelektronenmikroskopie, die Zusammensetzung des Prézipitats mit der simultanen
Thermoanalyse untersucht. Unter den gegebenen Bedingungen ist eine Kettenlidnge von
mindestens acht Propylenimin-Einheiten notwendig, damit das Amin eine
Prizipitationsaktivitdt zeigt. Im Falle methylierter Polyimine reicht bereits eine
Kettenlidnge von sechs Einheiten aus.

Im zweiten Teil konzentriert sich die Arbeit auf die Modifizierung von Biomaterialien im
Hinblick auf Anwendungen im medizinischen Bereich. Die Erforschung antibakterieller
Beschichtungen ist Gegenstand intensiver Forschung, die Einsatzgebiete gehen weit iiber
den medizinischen Bereich hinaus und Anwendungen sind fiir viele
Gebrauchsgegenstinde im Alltagsleben denkbar. Hier steht die Applikation einer
antibakteriellen Beschichtung auf Mittelohrprothesen im Blickpunkt. Diese bakterizide
Schicht soll die Bakterienfilmbildung auf der Prothese verhindern und so eine
Besiedelung mit Schleimhautepithel fordern. Mittelohrprothesen werden eingesetzt, um
den Horverlust nach dem Verlust der Gehorknochelchenkette zu kompensieren, wie er
zum Beispiel bei einer chronischen Mittelohrinfektion auftritt. Poly(4-vinyl-N-
alkylpyridiniumbromid) ist fiir seine bakterizide Wirkung bekannt. Dieses Polymer wurde
durch verschiedene Verfahren auf Substrate aus Glas, amorphem oder nanopordsem
Siliciumdioxid aufgebracht. Die Charakterisierung der Substratoberfliche erfolgte durch
Kontaktwinkel-messungen, die Menge an gebundenem Polymer konnte indirekt iiber
einen Fluorescein-Farbstofftest photometrisch ermittelt werden. Untersuchungen in
Bakterienkulturen zeigten allerdings nur eine begrenzte Wirksamkeit. Des Weiteren
wurden silberhaltige Polymerbeschichtungen pripariert und ihre Wirkung untersucht.

Stichworte: Silica, Silica-Hybridmaterialien, Biomineralisation, Polyamine, Poly(4-
vinyl-N-alkylpyridiniumbromid), antibakterielle Beschichtungen






Abstract

The present work deals with two aspects of hybrid materials of nitrogen-containing
polymers and amorphous silicon dioxide, namely in the fields of biomineralization and
biomaterials. Thus, in both cases living systems are in the focus of the investigations.

Linear and branched-chain polyamines play a prominent role in the biomineralization
process which leads to condensed silica in diatoms. Therefore, the examination of silicic
acid condensation reactions under the influence of different synthetic linear polyamines is
a main topic of this work. In particular, the polyamine chain length seems to have a
crucial effect on the condensation process and on silica precipitation. Short
propyleneimines consisting of maximally eight imine groups are in the focus due to the
fact that a minimum chain length is probably required for the polyamine activity. For the
investigation of the kinetics of the condensation reaction the molybdate method was
applied, particle growth was followed with dynamic light scattering. The morphology of
the obtained precipitates was examined with scanning electron microscopy and the
composition of the precipitates was determined using simultaneous thermal analysis.
Under the given conditions, a chain length of at least eight propylene imine units is
necessary for the precipitation-active amines. In the case of methylated polyimines, a
chain length of six units is sufficient.

The second part of the work concentrates on the chemical modification of biomaterials
for medical applications. Considerable research has been directed towards investigations
on antibacterial coatings, with application fields extending far beyond the medical sector
to numerous objects in everyday life. Here, the focus lies in the application of an
antibacterial coating on middle ear prostheses. Such a bactericidal layer could prevent the
formation of a bacterial film on the implant and favour its colonization with mucosa. In
middle ear surgery, where the loss of the ossicular chain is often the result of a chronic
inflammation of the middle ear, the implant replacing the ossicular chain compensates the
hearing loss. N-hexylated poly-(4-vinylpyridine) is well known for its bactericidal effect.
Using different methods, this polymer was attached to substrates of glass, of amorphous
and of nanoporous silica. The characterization of the substrate surface was performed by
contact angle measurements; the amount of the attached polymer was determined
photometrically by using the fluorescein dye test. Investigations in bacterial cultures
however showed only a limited effect. In addition, silver-containing polymer coatings
were prepared; their antibacterial effect was also tested in bacterial culture experiments.

Key words: silica, silica hybrid materials, biomineralization, polyamines, poly-(4-vinyl-
N-hexylpyridiniumbromide), antibacterial coatings






Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis
TabelleNVerzeiChniS........coueieiineiisiiiiiiseinsiiciinnnisssensnesssecsssisssnsssessseessssssssssssnens v
AbDbildUungSVerzZeiChIiS .. ..cccviecsreresssanesssarcsssnncssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssses VI
ADKUIrzungsverzeiChnis .......cccceeveeecisancsssancssnncssanscssascsssasesssasesssssessssssssssssssssssssasess X1
1 EINIEItUNG ..covviierniinirniinirnnisssnnesssnncsssnncssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
2 Allgemeine Grundlagen ............ccoeicnseicssnicssancsssancsssascsssssssssssssssssssssssssssssses 9
2.1 Grundlagen der BiomineraliSation..............coeueevueenieiiieinieeiienieeieeseeeee e 9
2.1.1 Biominerale in der Natur ...........cocceoiiiiiiiniiiiieeeeeeeeee e 9
2.1.2 Biosilizifizierung in Diatomeen...........cccueeeviieerieeeiiieeiiieeieeeiiee e 13
2.1.3  Bioorganische Molekiile in DiatOmeen ...........cccveevuieenieeenveeenieeeiieens 15
2.1.4 Metabolismus und Mechanismen der Biogenese...........c.cccccveeeruveeenuneennns 18
2.1.5 Mechanismen der Kieselsdurekondensation............ccecceevveevieeniennieennnen. 29
2.1.5.1 Kondensationsverhalten der Kieselsiure.............ccocervierieiniennennne. 29
2.1.5.2  PartikelwachStum .........cccooieiniiiiiiiiiieeeeeeee e 31
2.1.5.3 Grundlagen der Sol- und Gelbildung .............ccoocueevviiiiniiinniennneen. 31
2.2 Anatomie des Mittelohres und Prinzipien der Schalliibertragung.................... 34
2.2.1 Pathologie des MittelONTIes.........ccceeviuiiiriiiieniieeiie et 37
2.2.2  Methoden zur Rekonstruktion des Schalleitungsapparates ..................... 38
2.2.3  Optimierungsstrategien fiir Mittelohrprothesen.............ccceeecveeerieeenneennn. 41
2.2.4  Antibakterielle Oberflachen............coccceviiiiiiiiiiiiieeee 45
2.2.5 Biofilmformation ..........cccccooiiriiieniiiiiienieeeee e 47
2.2.5.1 Bakterizide Beschichtungen auf der Basis von Polymeren.............. 51
2.2.6  Geordnete mesopordse Materialien ...........cccvveeevieerieeeniiieeriee e e 57
2.2.6.1 Priparation diinner Silicafilme: EISA-Mechanismus ...................... 59
3 ANALYtiSCher Teil.......ccoceiiiireicisseicssnncssnncssnesssanesssanesssssssssssssssssssssssssnsssssnsess 61
3.1 Molybdat-Methode ..........c.coeriiiiiiiiiiiieeieeeee e 61
3.2 Dynamische LiChtStreutng ........ccc.eeiiiiiiiiiiiiiieiieeeieeeite et 63
3.3 RasterelektronenmikroSKOPI€ ........ccevvireriiieiiieeiiieeieeciee e 64
3.4  Simultane ThermoanalySe .........cccveeriieeiiieeiieeeiieeeiee e esieeerree e e eeree e 65
3.5 KontaKtWInKEl....c..ooooiiiiiiiiiiiieiceec e 65

3.6 SPIN COANG ...vveeeiiieeiiieeeiee et eetee et e et e e et e e st e e s teeeeaaeessbaeesnseeensseeansseeensees 66



I Inhaltsverzeichnis

3.7 DIP COUNG .eteeeiieeeiiieeiiee ettt e eiieeeesiteeeteeesteeesebeeessseeessseeessaeesseeensseeessessnsseeas 67
3.8 ZEIIVIADIIILAL ....eouiiiiiieiie e 67
3.9 Bakterielle AKLIVITAL........ceoiiiriiiiieeieeecee et 68
4 Experimenteller Teil.........cccoviierrereccsnncsssencsssnncssnesssancsssssessasssssssssssssssssssssnns 70
4.1 Synthese und Charakterisierung der Additive ..........cceeviieiniiiiinieenniienieeee, 70
4.1.1 Darstellung des HexaazadoCOSaNS .........ceeevveerieeerieeeniieenieeeireeeevee s 72
4.1.2 Darstellung von N ! ,N4 ,N9 N 12—Tetratosylspermin (B) e, 73
4.1.3 Darstellung des DInitrilS (4).....ccceeeeuieeriiieeiiieeniie e e 74
4.1.4 Darstellung des Diamins (5) ..ccccveeevereeriiieeiiiieeniie e e e eevee e 74
4.1.5 Darstellung der Hexatosylverbindung (6)..........ccoocueeeviierniiennieennieeennnne. 75
4.1.6 Darstellung des N,N'-Bis-[3-(3-amino-propylamino)-propyl]-butan-1,4-
LG 10300 TN @ 1) TR 75
4.1.77 Darstellung des N,N,N’,N’.4,8,13,17-Octamethyl-4,8,13,17-tetraaza-
eicosan-1,20-diamin (1a) (IMHAD)........coooiiiiiiiiiiiieeeeeee e 76
4.1.8 Methylierung von Spermin (2) zum N,N,N’,N’,4,9-Hexamethyl-4,9-
diazadodecan-1,12-diamin (2a) (MSPermin)........cccceeevveeenveensveennneenns 77
4.2 Kondensationsreaktionen der KiesSelSAUre .........ccoceeveeriieiiinicinieniiecenienee 78
4.3  Kinetik der Kieselsaurekondensation ............ccccceeeeereerieeniienieinieenieenieeseeene 80
4.3.1 Kalibration der Molybdat-Methode .............ccoouieiniiiiniiiniiiiiiceeieeee, 80
4.3.2  Durchfiihrung der MeSSUNZEN........c.ceeriiiieiiiieeniieeciieeiee e eireeeiaee e 81
4.4  Partikelbildung und Partikelwachstum ............ccccceeviiieniiiiniiiieiieeeeeee e, 82
4.5 Prézipitationsaktivitdt der AdditiVe ........ceeevvieeiiiieiniieeiieeeeceeeeeee e 83
4.6 Mesoporose BesChiChtungen ...........ccceeeviiieiiiieiiiieeiieeciee e 84
4.7 Kovalente Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) .........ccccceeevivieeniieenieeenieennnen. 84
4.7.1  Anbindung von 3-Aminopropyltrimethoxysilan............cccccceevvviennneennee. 85
4.7.2 Umsetzung mit 1,4-Dibrombutan ............cccceeveiieeriieeniiieeiieeieeeiee e, 85
4.7.3  Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) und Hexylierung ............cccc.c....... 85
4.8 Préparation von Silica-Hybrid-Filmen............cccooooiiiiiiiiiiiiiieieeee, 85
4.8.1 Préparation silberhaltiger Silica-Hybrid-Materialien ..............c.ccccuveene... 86
4.9 Kovalente Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) via 3-Brom-
PropyltrimethOX YSTlan ......c.eeiiiiiiiiiiiieeee e 87
4.10 FIUOTESCOIN-TEST ...coueiiiiieiiieiiieiie e 88

5 Ergebnisse und DiSKUSSiON......cccvuierirerissseicssnicssanisssanessssnesssnsessssssssssssssssssssnns 90



Inhaltsverzeichnis III

5.1 Prézipitationsaktivitit der Polyamine.............ccoceeviiniiiiiiniinniiniiiienieceee 90
5.1.1 Kinetik der Kondensationsreaktionen...........c..cecueerierneeniennieeneennieennnen. 92
5.1.2 Partikelbildung und Partikelwachstum ..............c.ccoooiiiiiiiniiiiiiiinieee 94

5.1.2.1 Partikelbildung und Partikelwachstum wunter Einfluss von
POLYAMINEN ...t 94
5.1.3  Prizipitationsaktivitit in Gegenwart von Phosphat..........c...cccoceeennien. 103
5.1.4 Morphologische Untersuchung der Prazipitate...........cccceeerveeeriveennnenn. 118
5.1.5 Thermogravimetrische Untersuchungen..........c.ccccoeevveeviieenieeenveennnenn. 125

5.2 Charakterisierung der Silicabeschichtungen............cccccoeviiiniiiiiiiiniicnnnnen. 130

5.2.1 Kovalent gebundenes Poly(4-vinyl-N-hexylpyridinium)bromid -
Herstellung und CharakteriSierung ..........cccvveeeveeerieeenieeenieeesieeeeveeenns 131

5.2.1.1  Viabilititstests mit Maus- und Gingivafibroblasten....................... 135
5.2.1.2  Antibakterielle Eigenschaften ..........c..cccccoeeviiiiniieeniiieciieeieee, 142

5.2.2  Silica-Hybridmaterialien............cceeeeuiieriiieeriiieeiie e evee e 147
5.2.3 PVP-Anbindung durch Modifizierung mit BPTMS ...........c.ccooeiene 151

6 Zusammenfassung und AUSDIICK ....cc.cccoveicvrnicssninssnnisssnncsssnrcssnnscsssssssnnees 154
7 LiteraturverzeiChmis ........coeeceinecneecseinsecsnncsnnssenssecssnssesssecssnsesssecsssssssssessaee 160



1\Y Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 4.1: Konzentrationen der verschiedenen eingesetzten Additive. Angegeben sind die
Molmasse bezogen auf eine Monomereneinheit My, die Konzentration ¢ bezogen auf die

Masse und die theoretische MonomerenkonZentration C.......evvveveeeeeeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 79

Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die mit der Dynamischen Lichtstreuung durchgefiihrten

IMIESSUIZEIL. ..ttt sttt ettt ettt s e sttt et e bt e s bt e satesatesateeabe e bt e meesaeesmteenneenneen 83
Tabelle 4.3: Ubersicht der durchgefiihrten Syntheseansiitze mit BPTMS. ..........ccccccoruenenee.. 87
Tabelle 4.4: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Mikrowellensynthesen................c....co.o...... 88

Tabelle 5.1: Ergebnisse der Prézipitationsexperimente verschiedener Polyamine in

Abhingigkeit von der Phosphatkonzentration Cp. .........ccccceveereeriiricrsenneenecnecneceeeeeeeen 91

Tabelle 5.2: Ubersicht iiber aus DLS-Messungen erhaltene Partikeldurchmesser d; bei
gegebener Phosphatkonzentrationen cp sowie die in dem betreffenden Polyamin-Phosphat-
System beobachteten maximalen Partikeldurchmesser dz.,, in Gegenwart von verschieden

langen Polyaminen. Werte fiir PMPI,, und PMPI, wurden aus Lit. [203] entnommen. ...... 107

Tabelle 5.3: Vergleich der aus REM-Untersuchungen erhaltenen Partikeldurchmesser d, die
an Prizipitaten beobachtet wurden, die aus Reaktionen in Gegenwart von PPIg, PMPI, und

PMPI,, bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen cperhalten wurden. ...........cccceeveeneeee 124

Tabelle 5.4: Ergebnisse des Fluorescein-Farbstofftests jeweils nach der Anbindung von

APTMS, 1,4-Dibrombutan, PVP und hexyliertem PVP.. .........ccccoiiiiiiniiiieee 132

Tabelle 5.5: Ergebnisse des Fluorescein-Tests an Proben mit kovalent angebundenem,
hexylierten PVP. Als Untergrund diente unbehandeltes Glas sowie amorphe und mesopordse

Silicabeschichtungen. Die Referenzproben bestehen aus unbehandeltem Glas.................... 134

Tabelle 5.6: Ergebnisse der Farbstoffuntersuchungen und Kontaktwinkelmessungen an

Proben mit kovalent angebundenem, hexylierten, octylierten bzw. decylierten PVP.......... 135

Tabelle 5.7: Zusammenfassung zur Bewertung der Biokompatibilitit in Bezug auf
Mausfibroblasten von Proben mit kovalent angebundenem, nicht hexyliertem PVP auf Glas
(A) sowie von hexyliertem PVP, das auf Glas (B) sowie auf amorphe (C) bzw. mesoprose

(D) Silicabeschichtungen angebunden wurde.. ...........cooceevieriiniiiniinninnieeeeeneceeeeeeeen 138

Tabelle 5.8: Zusammenfassung zur Bewertung der Biokompatibilitit in Bezug auf
Gingivafibroblasten von Proben mit kovalent angebundenem, nicht hexyliertem PVP auf
Glas (A) sowie von hexyliertem PVP, das auf Glas (B) sowie auf amorphe (C) bzw.
mesoprose (D) Silicabeschichtungen angebunden wurde. Als Kontrolle wurde unbehandeltes

G1as hETANZEZOZEN. ....eoutiiiiiiiieieee ettt ettt et e bt e st st st e b e b e ae 139



Tabellenverzeichnis A\

Tabelle 5.9: Vergleich der mit dem Fluorescein-Test gemessenen Dichte von
Ammoniumgruppen fiir unterschiedlich alkylierte PVP-Silica-Hybrid-Proben und Proben mit

kovalent angebundenem PVP, das ebenfalls auf unterschiedliche Weise alkyliert ist. ....... 148

Tabelle 5.10: Ergebnisse der Stabilitédtstests verschieden alkylierter Polymer-Silica-
Hybridbeschichtungen in PBS und SBF fiir eine Dauer von 5 d. Bei der Kontrolle handelt es

sich um einen reinen amorphen Silicafilm.........cc..ccoccoviiniiniiiiiiiiiieeeee 150

Tabelle 5.11: Ergebnisse des Fluorescein-Tests an PVP-beschichteten Proben in
Abhingigkeit des eingesetzten Alkylierungsmittels. Das PVP wurde nach der
Derivatisierung mit BPTMS auf Glasplittchen angebunden und mit verschiedenen

Konzentrationen des Alkylierungsreagenzes hexyliert. ..........ccooveeveeriieniiinicnieenceneeneeee, 151

Tabelle 5.12: Ergebnisse der in Ethanol und Wasser durchgefiihrten Stabilititstests anhand
von Werten des Fluorescein-Tests an PVP-beschichteten Proben. Das PVP wurde nach
Derivatisierung mit BPTMS auf Glasplittchen angebunden und mit verschiedenen

Konzentrationen des Alkylierungsreagenzes hexyliert. .........cccovveeveeriieniieniinieenceneeneeee, 152

Tabelle 6.1: Zusammenfassung der in Gegenwart verschieden langer Polyamine sowie
unterschiedlicher Phosphatkonzentrationen cp erhaltenen Partikeldurchmesser dz und dy,y.

Werte fiir PMPI;, und PMPI; wurden aus [203] entnOmMmen. ...............ceeeeeuvveeeeeeeeeesnnnnenn. 155

Tabelle 6.2:. Ubersicht der mit Hilfe von Fluorescein-Tests gemessenen Konzentrationen der
Ammoniumgruppen c¢(A*) von hexylierten, octylierten bzw. decylierten PVP-Proben. Die
Beschichtungen wurden durch kovalente Anbindung von PVP nach Modifizierung der
Oberfliche mit APTMS, in Form von PVP-Silica-Hybridfilmen oder durch kovalente

Anbindung mit Hilfe von BPMTS-derivatisierten Polymeren erzeugt..........cc.ccceceeeeenunenne. 158



VI Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1: Beispiele fiir die Strukturierung von Diatomeenschalen...............ccccceveeneenne. 2

Abbildung 1.2: Normaler Aufbau der Mittelohrstrukturen (a) und die schematische
Darstellung einer Total Replacement Prosthesis fiir die Herstellung der Schallleitung

zwischen Trommelfell und Innenohr bestehend aus Bioverit® TL(C). ...evevevveeeeeeeeeeeeeeeerenen. 5

Abbildung 1.3: Kiuflich erhiltliches Poly(4-vinylpyridin) entfaltet nach der Alkylierung
zum Poly(4-vinyl-N-hexylpyridiniumbromid) eine antibakterielle Wirkung. ...........ccccceeuee.e. 6

Abbildung 1.4: Poly(4-vinyl-N-hexylpyridiniumbromid) wird kovalent an unbehandeltes

Glas (a), amorphen (b) und mesopordsen (c) Silicauntergrund angebunden. ............cccceeueenne. 7
Abbildung 2.1: Beispiele fiir einige Biominerale...........c.cccoceeviriiiiiiniinieniiniceiecne e 9
Abbildung 2.2: Strukturvielfiltigkeit des Silicas in Diatomeen.. .......cccccoeeeveenienienneenneennen. 11

Abbildung 2.3 : In Biomineralen liegen die anisometrischen Mineralteilchen (blau) oft
versetzt angeordnet, durch einen organischen Kleber (orange) verbunden vor (a). Die bei
mechanischer Zugbelastung auftretende Kraft wird durch Scherung des organischen

Klebstoffs zwischen den Mineralteilchen iibertragen (b).........ccocevveriiniiiiiiineinienienienes 12
Abbildung 2.4: REM-Aufnahmen einiger reprisentativer Diatomeenpezies. ...........c..cc....... 14

Abbildung 2.5: Petrischalen-Prinzip fiir den Aufbau radial-symmetrischer Diatomeen (links).
Schale von Thalassiosira pseudonana als Beispiel fiir eine Diatomee mit radial-

symmetrischen Aufbau (TECHLS)......cocuiiiiiiiiiiiiee et 15
Abbildung 2.6: Bioorganische Stoffe, die aus Diatomeenschalen isoliert wurden. ............... 16

Abbildung 2.7: Spermin und Spermidin sind hdufige Polyamine. Die Putrescin-Reste sind
farbig gekennzeiChNer..........cooiiiiiiiii s 17

Abbildung 2.8: Schematische = Darstellung  der  Diatomeenzelle = wihrend  des

ZRIRIIUNGSPIOZESSES. ...uveeveeriieriiertietieteeiteste et ettt et e bt e sbeesatesatesateebe e bt esmeesaeesaseenseenneen 20
Abbildung 2.9: Zellteilungszyklus der Diatomeen............ccoceereeriiiriiiriiinnieeneeneeneenieeeeeeen 21

Abbildung 2.10: Lichtmikroskopische und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einzelner
Diatomeen-Zellen in zeitlicher Abhédngigkeit in den charakteristischen Entwicklungsstadien

(SCAlE DATT 2 M), 1ottt ettt e st e ettt e s bae e s abeesbeeseateesbeeenes 22

Abbildung 2.11: Ein  *Si-NMR-Spektrum von Diatomeenzellen, die wihrend des

Zellteilungsprozesses mit *Si gekennzeichnet Wurden. ................cocooeevrveeeeereeereeeseenreenenn. 23

Abbildung 2.12: Phasenseparations-Modell nach SUMPER. ............ccccoooiiiiinninninnnen. 24



Abbildungsverzeichnis VII

Abbildung 2.13: Links: Schematische Darstellung der wahrscheinlichen Rolle von Templat-

Aggregaten wihrend der Zellwandbiogenese nach dem Phasenseparationsmodell. ............. 25

Abbildung 2.14: Querschnittsprofil einer radial-symmetrischen Diatomeenschale basierend

AUE REMEDIAEN. ...ttt e e ettt e e e e e e e e e et aeeee e e e e e e easaaneesaaaaees 26

polymer- und proteingesteuerten SilicCasynthese..........ccoceerueriiriirniienienieenieneeneeeeeeieeieens 28
Abbildung 2.16: Oligomerisierung der Kieselsdure oberhalb eines pH-Wertes von 2.......... 30
Abbildung 2.17: Schematische Darstellung von Gelnetzwerken. ............cccceviiiviiniinnenncn. 32

Abbildung 2.18: Anatomie des menschlichen Ohres im Querschnitt. Ubersicht des duBeren

Ohres, Mittel- und INNENONT...........oooiiiiiiiii 34

Abbildung 2.19: Schematische Darstellung der Gehdrkndchelchenkette im Mittelohr, Schnitt
durch die PaukenhORhle. .........occoouiiiiiiiiiniiiiiicee et 35

Abbildung 2.20: Detaillierte Darstellung der Gehorknochelchen bestehend aus Hammer,
Amboss UNd StEIGDUZEL. ....cooueiiiiiiiiiiiie et 36

Abbildung 2.21: Bénder und Gelenke der Gehorkndchelchen. ..........cccooeeiiiniiniiniinicnneen, 36

Abbildung 2.22: Schematische Darstellung der Total Ossicular Replacement Prothesis
(TORDP) ...ttt sttt ettt sat e sttt et e sbe e saeesanesane e 38

Abbildung 2.23: Konzepte zur modularen Modifizierung von Mittelohrprothesen.. ............ 43

Abbildung 2.24: Bildung von Mukosa und Spongiosa auf einer Bioverit® II Mittelohr-

prothese im Kaninchenmodell. ..ot 44

Abbildung 2.25: Dentales Implantat mit osseointegrierter Implantatfixtur, Implantat-

Abutment und ImplantatKrone. ...........ccocueriiriiiiiiiienceee e 46

Abbildung 2.26: Schematische  Darstellung  der schrittweisen  Besiedelung eines

Biomaterials/ Implantatmaterials mit Bakterien und anschlieBender Biofilmformation. ..... 48

Abbildung 2.27: Schematische Darstellung der bakteriellen Adhésion auf molekularer und

zelluldrer Ebene unter der Einbeziehung bakterieller Faktoren. ...........ccccoooeiiiniiniiicnnen. 49
Abbildung 2.28: Beispiele fiir bakterizide Polymere. ..........ccoceooieriiiiiiinieniiniiiiciceeeene 52

Abbildung 2.29: Schematische Darstellung der antibakteriellen Funktionsweise von

kationiSChen POLYMEIEN. .....cccueiiiiiiiiiiiiiiiii ettt sttt 53

Abbildung 2.30: Schema zur kovalenten Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) an eine
Silicaoberfldache mit Hilfe von APTMS und 1,4-Dibrombutan als Linkermolekiil.. ............. 54



VIII Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2.31: Schema zur kovalenten Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) an eine
Silicaoberflache mit Hilfe von BPTMS als reaktive Gruppe. .......ccccceeeeeveeeveeenieeneeniecniecnnenns 55

Abbildung 2.32: Schema zur Prédparation polymerhaltiger Silicafilme mit Hilfe des Spin
COBLIMEZ. ©eenveeieeeiteete ettt ettt ettt e sttt st et e bt e bt e bt e e meeeate et e embeenbeenbeenanesanenas 56

Abbildung 2.33: Beispiele fiir Strukturen mesopordser Materialien..........ccccceeeeeeeneeenecnnnen. 57

Abbildung 2.34: Bildung mesopordser Materialien durch strukturdirigierende Agentien
(SDA) am Beispiel VON MCM-4 1. ....ooiiiiiiiiiiiiieieeteste ettt ettt s 58

Abbildung 2.35: Verschiedene Stadien beim Dip Coating-/ Spin Coating-Prozess einer

komplexen Fliissigkeit aus Silica-Sol, Tensid, Alkohol und Wasser. ...........ccoccevveerierncnnen. 59
Abbildung 3.1: Struktur des KEGGIN-IONS. ......cccceriiriiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeesee et 61
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Prinzips beim Spin Coating. ........cc..ccoceeueen. 66

Abbildung 4.1: Im Hinblick auf ihren Einfluss auf die Kieselsdurekondensation untersuchte
Polyamine, von oben nach unten nach absteigender Anzahl von Polypropylenimingruppen

angeordnet: PPI;, HAD, MHAD, Spermin sowie die methylierte Variante MSpermin......... 71

Abbildung 4.2: Schema zur Darstellung linearer Polyamine nach CORNELIUS...................... 72
Abbildung 4.3: Schema zur Darstellung des Hexaazadocosans (1). ......cccccoeveeverenienennene. 73
Abbildung 4.4: Synthese von MHAD (1a) ausgehend von HAD (1a). ......cccceevvvverirenennnen. 76
Abbildung 4.5: Darstellung von MSpermin (2a) ausgehend von HAD (2). .....ccccocevvenennee. 77

Abbildung 4.6: Genereller Ansatz zur Vorgehensweise bei der Untersuchung der

KondenSationNSTEAKLIONENL. . . .coovveeeeeeieeeiiieeeee ettt e e e et e e e e e et et s ereeeeeeeetaaaeesesesesanas 80

Abbildung 4.7: Kalibrationsgerade zur Bestimmung der Kieselsdurekonzentration mit der

Molybdat-Methode. .........cooeiriiiiiiiirieeet ettt 81

Abbildung 4.8: Allgemeine Vorgehensweise bei den kinetischen Messungen nach der

Molybdat-Methode.. ........cooiiriiiiiiiiiieeee ettt st 82

Abbildung 4.9: Struktur (links) und eine Fotografie (rechts) des Natriumsalzes von

FIUOTESCEIN. .cevvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt ettt ettt ettt e e ee e e e e eeae e eeeeeaeeeee e e eeeeeeeesseeeeseaeseaseeseeeaaeaasaees 89

Abbildung 5.1: Kinetik der Kieselsdurekondensation unter Einfluss von HAD/MHAD und

Spermin/MSpermin im Vergleich zu einer Reaktion ohne Amin. ........cccceeceevieeneeneeniennnenn, 93

Abbildung 5.2: Exemplarische = Auftragung der  Anzahlverteilungen gegen den

Partikeldurchmesser einer Kondensationsreaktion unter Einfluss von PMPI. ...................... 95



Abbildungsverzeichnis IX

Abbildung 5.3: Ergebnisse der Dynamischen Lichtstreuung fiir Kieselsdurekondensations-
reaktionen ohne Polyamin sowie in Gegenwart von PPlg, HAD, MHAD, Spermin und
MSpermin in Abhédngigkeit von der ReaKtionSZeit. ......c..ceovveriirviiriiiiiienieniinierieeieeieeiene 97

Abbildung 5.4: Ergebnisse der DLS-Messungen fiir die Kieselsdurekondensation in

Gegenwart der zu untersuchenden Polyamine in Form der erhaltenen Z-Mittel ds............... 99

Abbildung 5.5: Z-Mittel aus den DLS-Messungen in Gegenwart von Polyaminen sowie aus

der Referenzmessung ohne POlyamin. ..........cccocieiiiiiiniiiiiiiieceneeeee e 100

Abbildung 5.6: Schematische Darstellung des Effekts von Polyaminen auf die Silicabildung.

Abbildung 5.7: Aus DLS-Messungen erhaltenen Z-Mittel fiir die Kieselsdurekondensation in
Gegenwart von PPl in Abhingigkeit von der Phosphatkonzentration.............ccccceceenennee. 105

Abbildung 5.8: Anzahlverteilungen der PartikelgroBen aus der Dynamischen Lichtstreuung
fiir die Reaktionen in Gegenwart von PPIg sowie 10 bzw. 100 mM Phosphat in Abhéngigkeit
VOIL QI ZBIL.. c.eventeeuteniinitetesteetete ettt ettt sttt ettt sh et e bt et e ettt eeneseesae et e sheemneneseeennenne 105

Abbildung 5.9: Ergebnisse der DLS-Messungen in Form der erhaltenen Z-Mittel fiir die
Kieselsdurekondensation in Gegenwart von HAD in Abhédngigkeit von der

PhosphatkOnZentration. ...........cooueiiiriiiiiinieeene ettt 110

Abbildung 5.10: Anzahlverteilungen der Partikelgroen aus der Dynamischen Lichtstreuung
fiir die Reaktionen in Gegenwart von HAD in Gegenwart von 10 bzw. 100 mM Phosphat..

Abbildung 5.11: Ergebnisse der DLS-Messungen in Form der erhaltenen Z-Mittel fiir die
Kieselsdurekondensation in Gegenwart von MHAD in Abhingigkeit von der

PhosphatkOnZentration. ...........coouiiiiriiiiirieeecc ettt et 111

Abbildung 5.12: Anzahlverteilungen der Partikelgroen aus der Dynamischen Lichtstreuung
fiir die Reaktionen in Gegenwart von MHAD sowie 10 bzw. 100 mM Phosphat................ 111

Abbildung 5.13: Ergebnisse der DLS-Messungen in Form der erhaltenen Z-Mittel fiir die
Kieselsdurekondensation in Gegenwart von Spermin in Abhingigkeit von der

PhosphatkONZENtration. ...........ceiiiiiiiiiiiieeeee ettt et 114

Abbildung 5.14: Anzahlverteilungen der Partikelgrofen aus der Dynamischen Lichtstreuung
fiir die Reaktionen in Gegenwart von Spermin sowie 10 bzw. 100 mM Phosphat.............. 115

Abbildung 5.15: Ergebnisse der DLS-Messungen in Form der erhaltenen Z-Mittel fiir die
Kieselsdurekondensation in Gegenwart von MSpermin in Abhédngigkeit von der

PhosphatkONZeNntration. ..........cc.coiiiiiiiiiiieee ettt et s s 115



X Abbildungsverzeichnis

Abbildung 5.16: Anzahlverteilungen der Partikelgroen aus der Dynamischen Lichtstreuung

fiir die Reaktionen in Gegenwart von MSpermin sowie 10 bzw. 100 mM Phosphait. ......... 116

Abbildung 5.17: REM-Aufnahmen des Prizipitates aus der Reaktion in Gegenwart von PPl
bei einem Phosphatzusatz von 50 MM, ........cccceviiiiiniiniiiiieeeeeeee e 119

Abbildung 5.18: REM-Aufnahmen des Prizipitates aus der Reaktion in Gegenwart von PPl
bei einem Phosphatzusatz von 100 MM. . .......cccooiiiiiniiniiiiiececeeeeeeee e 120

Abbildung 5.19: REM-Aufnahmen des Prézipitates aus der Reaktion in Gegenwart von PPl
bei einem Phosphatzusatz von 150 MM. .......ccccoiiiiiiiiiiiiiiceete e 121

Abbildung 5.20: REM-Aufnahmen des Prazipitates aus der Reaktion in Gegenwart von
PMPI, bei einem Phosphatzusatz von 100 mM; entnommen aus Lit. [203].......ccccccoceeeeene 122

Abbildung 5.21: Thermogravimetrische Messung an einem Prizipitat, das aus einer

Kondensationsreaktion in Gegenwart von PPIg und 100 mM Phosphat erhalten wurde...... 126

Abbildung 5.22: Thermogravimetrische Messung an einem Prizipitat, das aus einer

Kondensationsreaktion in Gegenwart von PPI;, und 100 mM Phosphat erhalten wurde. ... 127

Abbildung 5.23: Graphische Gegeniiberstellung der erhaltenen thermogravimetrischen
Stufen aus Messungen an Proben, die in Gegenwart verschiedener Phosphatmengen und PPl

bzw. PPI5 erhalten WUIEN. .........cccccvviiiiiiiiiiiiiieiiee ettt e e e e e eeeanns 128

Abbildung 5.24: Schematische Darstellung der Vorginge wihrend der Silizifizierung in

Gegenwart von langen Polyaminketten (oben) bzw. kurzen Polyaminen (unten). .............. 129

Abbildung 5.25: Rontgen-Diffraktogramm eines calcinierten mesopordsen Silicafilms. Der

Film wurde mit Hilfe von Spin Coating auf runde Glasplittchen aufgebrachit. ................... 130

Abbildung 5.26: Kontaktwinkelmessungen zur Kontrolle des Reaktionserfolgs bei der
AnbIndung von PVP. oo 131

Abbildung 5.27: Probenplittchen mit angebundenem hexyliertem PVP sowie mit nicht
hexyliertem PVP. Als Untergrund diente unmodifiziertes Glas. Die hexylierte Probe ist

durch Fluorescein 1ot @efarbt. .........cooioiiiiiiiiiiiii e 133

Abbildung 5.28: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellmorphologie von Mausfibro-
blasten auf unterschiedlich modifizierten Glasproben nach einem Tag und drei Tagen

BEODAChIUNGSZEIL. ...couviiiiiiiiiiieie ettt ettt sttt et e sbe e sbee st e 136

Abbildung 5.29: Fluoreszenzmikroskopische = Aufnahmen der Zellmorphologie von
Gingivafibroblasten auf unterschiedlich modifizierten Glasproben nach 24 h und 72 h

BEODAChIUNGSZEIL. ...couviiiiiiiiiiiieieece ettt sttt e sbe e sbae st 137



Abbildungsverzeichnis XI

Abbildung 5.30: REM-Aufnahmen zerbrockelter amorpher Silicabeschichtungen auf

Glassubstraten (Iinks Und Mitte). . .......coccviiiiiiiiiiiieiiiee ettt e e e evre e e e eare e e e 137
Abbildung 5.31: Ergebnisse der LDH-Assays fiir humane Gingivafibroblasten................. 140
Abbildung 5.32: Proliferationsrate von Gingivafibroblasten.........c..ccoccceeeeveeneenicnicnnncnnn 141

Abbildung 5.33: Uberpriifung der antibakteriellen Eigenschaften der unterschiedlich

modifizierten Glasproben mit S. mutans und S. SARGUINIS. .......ccccoveerveirvieniineinicniceienn, 142

Abbildung 5.34: Bakterienanlagerung (S. mutans) an die mit PVP beschichteten Proben auf
nicht hexyliertem PVP (A) auf Glas, hexyliertem PVP auf Glas (B) bzw. auf einer amorphen

(C) bzw. auf einer mesopordsen (D) Beschichtung nach 1 h Inkubationszeit. ................... 144

Abbildung 5.35: Auffillige Bakterienadhidsion von S. sanguinis im Randbereich von amorph

beschichten Proben mit hexyliertem PVP. ... 145

Abbildung 5.36: Bakterienanlagerung (S. sanguinis) an die mit PVP beschichteten Proben
auf nicht hexyliertem PVP auf Glas (A), hexyliertem PVP auf Glas (B) bzw. auf einer

amorphen (C) bzw. auf einer mesopordsen (D) Beschichtung nach 1 h Inkubationszeit. .. 146

Abbildung 5.37: REM-Aufnahme eines Hybridfilms aus octylierten PVP und Silica

(Verhiltnis Silica zu Polymer 5:1). Das Hybridmaterial ergibt einen homogenen Film. .... 147

Abbildung 5.38: Ergebnis der Rontgenfluoreszenzanalyse eines silberhaltigen Polymer-

Silica-Hybridfilms. ....cooiiiiiiiiiiiie ettt 149

Abbildung 5.39: Ergebnisse bakterieller Tests mit P. aeruginosa an verschiedenen PVP-

SilicabesSChIChIUNGEIN. .....coviiiiiiiiieiicetcee ettt 149

Abbildung 5.40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Live/Dead-Farbuntersuchung
an einer nach der Derivatisierung mit BPTMS mit hexyliertem PVP beschichteten Probe

nach 30 Min INKUDAIONSZEIL. .......oeeiiiiiiieee ettt ettt e e e e e et e e e s eeeeeaaaans 153



XII Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

AFM Atomic Force Microscopy (Rasterkraftmikroskopie)
AAP Akkumulations-Assoziiertes Protein
APTMS 3-Aminopropyltrimethoxysilan

BMP2 Bone Morphogenetic Protein 2

BPTMS 3-Brompropyltrimethoxysilan

cme critical micelle concentration

CROP Cationic ring-opening polymerization

d Partikeldurchmesser

dyz Z-Mittel

DCM Dichlormethan

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMF Dimethylformamid

EISA Evaporation-Induced Self-Assembly
HBSS Hank’s Buffered Salt Solution

HZI Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung
g Erdschwerebeschleunigung (9.81 ms ™)
LDH Lactatdehydrogenase

LB Lysogeny Broth

MHH Medizinische Hochschule Hannover
OD optische Dichte

PAH Poly(allylamin)hydrochlorid

PBS Phosphate buffered saline

PIA Polysaccharid Interzellulidres Adhésin



Abkiirzungsverzeichnis XIII

PMPI

PPI

PTFE

PVP

rpm

REM

SAXS

SBF

SDA

SDV

SIT

STV

TEOS

TG

THF

TMOS

ZKP

Polymethylpropylenimin
Polypropylenimin
Polytetrafluorethylen
Poly(4-vinylpyridin)
revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Rasterelektronenmikroskopie
Small Angle X-ray Scattering
simulated body fluid
Strukturdirigierendes Agens
Silicon Deposition Vesicle
Silicon Transport protein
Silicon Transport Vesicle
Temperatur

Tetraethoxysilan
Thermogravimetrie
Tetrahydrofuran
Tetramethoxysilan

Zellkulturplastik






1 Einleitung 1

1 Einleitung

Diese Arbeit beschiftigt sich mit Hybridwerkstoffen aus silicatischen Materialien
und stickstoffhaltigen Polymeren. Dabei stehen zwei unterschiedliche Zielsetzungen
im Blickpunkt, die beide einen Bezug zu lebenden Systemen haben. Im ersten Teil
wird die Bildung von Hybridmaterialien aus Polyaminen und amorphem
Siliciumdioxid (Silica) behandelt, ein biomimetisches System, dass die Bildung der
Schalen von Kieselalgen nachahmt. Das Ziel im zweiten Teil der Arbeit ist es, auf
der Basis potentiell bakterizider Polymere antibakterielle Beschichtungen fiir den

Einsatz im biomedizinischen Bereich zu entwickeln.

Prozesse der Biomineralisation und der Biosilizifizierung sind schon seit mehreren
Jahren im Fokus der Forschung. Die Vermarktung silicatischer Produkte aus
gefilltem amorphen Siliciumdioxid (Silica) fiihrte zur Entstehung einer Milliarden-
Industrie [1]. Diese Entwicklung ist sicherlich auf die Moglichkeit zuriickzufiihren,
Produkte fiir spezielle Anwendungen unter Kontrolle der Oberfldchenchemie und der
Morphologie wihrend des Kondensations- und Aggregationsprozesses herstellen zu
konnen. Industrielle Prozesse der Produktion hochwertiger silicatischer Materialien
erfordern iiblicherweise harsche Reaktionsbedingungen wie hohe Temperaturen (fiir
die Herstellung der Ausgangsmaterialien wie Wasserglas) sowie stark basische oder
saure Bedingungen. Zudem entstehen oft umweltschiddliche Nebenprodukte oder es
sind giftige Silicatprecursoren erforderlich. Die chemische und morphologische
Kontrolle der erzeugten Materialien ist bislang nicht optimal. Die natiirliche
Biogenese von Silica in Organismen wie Diatomeen, Schwammen oder Radiolarien
ermOglicht hingegen den Zugang zu faszinierenden, dsthetisch ansprechenden
hochfunktionalen Materialien. Die Besonderheit dabei ist, dass diese Materialien
unter biologischer Kontrolle aus Monokieselsdure geringer Konzentrationen erhalten
werden konnen [2]. Daher sind Untersuchungen zu den Mechanismen der
Biomineralisation von Silica von grofter Bedeutung und es werden enorme
Anstrengungen dahingehend unternommen, diese Prozesse zu verstehen und
nachahmen zu konnen, um neue {iiberlegene Materialien und Synthesewege zu
erschlieBen. Die Umsetzung der Vorgaben der Natur in synthetisch-chemischen

Prozessen fiihrt oft sogar zu noch weiter verbesserten Eigenschaften von Materialien.
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In der heutigen Zeit gibt es zahlreiche Beispiele fiir bioinspirierte Produkte wie zum

Beispiel selbstreinigende Oberfldchen mit dem sogenannten Lotus-Effekt.

Als Basis fiir die Untersuchung der Mechanismen der Biomineralisation von Silica
haben sich Diatomeen als vielversprechende Forschungsobjekte erwiesen. Diese
Arbeit beschiftigt sich in ihrem ersten Teil mit einem Modellsystem zur
Biomineralisation von Siliciumdioxid in Form der Silicaschalen von Diatomeen.
Diese marinen Einzeller bauen Zellwdnde aus amorphem Siliciumdioxid mit einer
fiir jede einzelne Spezies spezifischen Mikro- und Nanostrukturierung auf. Einige
Beispiele fiir auftretende Strukturierungen sind in Abbildung 1.1 in Form von
rasterelektronen- und rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen gezeigt. Die Schalen
weisen nicht nur eine verbliiffende Architektur sondern auch eine hohe Stabilitit auf
[3]. Die Schalen dienen vor allem dem Schutz vor Fressfeinden. Durch ein
ausgekliigeltes und feines Porensystem ist stets der Austausch mit der Umwelt
moglich. Die Schalen sind aus amorphem Siliciumdioxid aufgebaut. Dieser
natiirliche Geriiststoff weist eine groe Anzahl von OH-Gruppen auf der Oberfldche
auf. Diatomeen sind photosynthetische Organismen und zu einem betrédchtlichen Teil
an der Bindung des atmosphédrischen Kohlenstoffdioxids beteiligt. Somit ist ihre

Bedeutung fiir den Kohlenstoffkreislauf enorm.

Abbildung 1.1: Beispiele fiir die Strukturierung von Diatomeenschalen. (a) Eine rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahme von Cocconeis sp., b) Eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der
inneren Schicht von Coscinodiscus sp. zeigt ein Porensystem, (c) Rasterkraftmikroskopische

Untersuchungen von Coscinodiscus sp. zeigen kleine Strukturen auf. Entnommen aus Lit. [4,5].

Wegen der iiberragenden Leistung dieser winzigen Lebewesen, exquisite Strukturen

aus Silica prézise herstellen zu konnen, sind Diatomeen zur Inspirationsquelle fiir
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neue Anwendungen in der Nanotechnologie avanciert [6]. Biomimetische Ansitze
konnen nach Erforschung der biologischen Vorgidnge zu innovativen Produkten
umgesetzt werden [7]. Als Beispiel fiir eine solche bioinspirierte Anwendung kann
der Einsatz fiir optische Gassensoren genannt werden, da die Schalen von Diatomeen
in Gegenwart bestimmter Gase (NO;) Photolumineszenz zeigen und so Signale
optochemisch weitergeben konnen [8]. Weiterhin werden Ansitze verfolgt,
Diatomeenstrukturen als natiirliche, hochprizise Template fiir die Herstellung von
Nanopartikeln einzusetzen [9,10]. Insgesamt wére es erstrebenswert, solche
Templatstrukturen aus Biosilica fiir keramische (MgO, TiO,, Zeolithe), halbleitende

(Si-Ge) oder organische Geriiststoffe zu nutzen.

Die biochemischen Vorginge der Biosilizifizierung in den Diatomeen sind sehr
komplex und daher bislang nicht vollstindig geklirt. Zahlreiche Untersuchungen
haben bislang gezeigt, dass neben dem kondensierten Silica und schwach
polymerisiertem  Silicat verschiedene organische Verbindungen in den
Diatomeenschalen enthalten sind [11]. Diese gelten neben weiteren Faktoren als
mafgeblich fiir den Bildungsprozess der Schalen [12-17]. Bei diesen Verbindungen
handelt es sich unter anderem um lineare Polyamine verschiedener Kettenldngen
[13,14] und um stark modifizierte Peptide und Proteine, wie die Silaffine und
Silacidine, die Stoffklasse der sogenannten Silaffine [15-17]. Silaffine sind
Polypeptide mit je nach Vertreter unterschiedlichen Molmassen und Modifizierung.
Silaffin natl-A; weist zum Beispiel eine geringe Molmasse, Polypropylenimin-
Seitenketten sowie phosphorylierte Aminosidure-Reste auf. Vertreter der Silacidine
sind Aspartat-, Glutamat- und Serinphosphat-reiche Peptide [18]. Sowohl Silaffine
als auch Polyamine haben einen entscheidenden Einfluss auf die Bildung und die
Strukturierung von Silica und sind in der Lage, Silica in vitro zu prizipitieren
[15,17]. Untersuchungen der Kieselsdurekondensationsreaktion und der
Silicaprézipitation unter Einwirkung von Polyaminen konnen also zum Verstiandnis
der Rolle der Polyamine wihrend des Biomineralisationsprozesses dienen. Aktuelle
Untersuchungen mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie (AFM) und der
Rasterelektronenmikroskopie (REM) erméglichen Aufschliisse iiber den Aufbau und

die Entstehungswege der nanostrukturierten Silicaschalen [4,5,19].

Von JAHNS liegen aus unserer Arbeitsgruppe detaillierte Studien iiber den Einfluss

von linearen Polyaminen sowie von Silaffin-1-analogen Polymeren auf die Bildung
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von amorphem Siliciumdioxid vor [20]. In seiner Arbeit wurden Modelle fiir die
Wirkungsweise der polymeren Substanzen bei den Prizipitationsvorgingen in
Diatomeen vorgeschlagen. Ergebnisse iiber den Einfluss kurzkettiger linearer
Polyamine auf die Bildung von Silica liegen allerdings bis jetzt kaum vor [21-23]. In
dieser Arbeit liegt daher das Augenmerk vor allem auf der Uberpriifung der Aktivitit
kurzkettiger, linearer Polyamine im Hinblick auf ihren Einfluss auf die Silica-
Abscheidung. Von besonderem Interesse ist dabei, ob eine minimale Kettenldnge der
Polyamine erforderlich ist, um ein schnelles Partikelwachstum und eine rasche
Prézipitation in vitro zu fordern. Dazu soll mit Hilfe verschiedener analytischer
Methoden ein Gesamtiiberblick iiber die Einfliisse von Polyaminen in Abhingigkeit
von ihrer Kettenldnge bei der Bildung von amorphem Siliciumdioxid dargestellt
werden. Die Gewinnung der natiirlichen Polymine aus den Diatomeenschalen
gestaltet sich dufBerst schwierig und liefert nur sehr geringe Mengen. Daher werden
in dieser Arbeit synthetisch hergestellte Substanzen herangezogen. Ein Teil dieser
Polyamine wurde von FRAUKE CORNELIUS [24] von der Arbeitsgruppe MENZEL vom
Institut fiir Technische Chemie der Technischen Universitit Braunschweig im
Rahmen eines gemeinsamen DFG-Projektes im DFG-Schwerpunktprogramm

,,Prinzipien der Biomineralisation* zur Verfiigung gestellt.

Im zweiten Teil der Arbeit liegt die Zielsetzung auf der Entwicklung einer
antibakteriellen Beschichtung auf der Basis spezieller stickstoffhaltiger Polymere.
Der Einsatz der Beschichtung soll vor allem im biomedizinischen Bereich liegen,
wobei der Transfer auf andere Anwendungen ebenfalls moglich ist. Der Einsatz einer
bakteriziden Beschichtung ist vor allem auf dem Feld der Implantologie sinnvoll und
erwiinscht. Die Anzahl der Patienten, die mit einem Implantat versorgt werden
miissen, steigt stetig an [25,26]. Ein gravierendes medizinisches Problem bei der
Verwendung von permanenten Kathetern, Stents und Implantaten ist die bakterielle
Kontamination dieser Materialien und Hilfsmittel [27]. Infektionen sind haufig fiir
das Versagen von Implantaten in der modernen Medizin verantwortlich. Ein
bakteriell befallenes Dauerimplantat muss letztendlich oft entfernt werden, um die
Infektion medikamentds zu behandeln. So werden zum Beispiel Mittelohrprothesen
zur Rekonstruktion des Schallleitungsapparates oft in chronisch infiziertes
Mittelohrgewebe implantiert (Abbildung 1.2). Eine fortschreitende Infektion
verhindert die Einheilung und eine verniinftige Fixierung des Implantats an die

Mittelohrstrukturen. Medikamentose Behandlungen mit Antibiotika haben den
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Nachteil, dass sich Resistenzen ausbilden konnen. Eine antibakterielle Beschichtung
konnte langfristig der Entstehung eines Biofilms auf der Prothese entgegenwirken

und im idealen Fall die Besiedelung der Prothese mit Schleimhautepithel férdern.

Hammer

Trommelfell

Trommelfell Steigbiigel

Abbildung 1.2: Normaler Aufbau der Mittelohrstrukturen (a) und die schematische Darstellung einer
Total Replacement Prosthesis fiir die Herstellung der Schallleitung zwischen Trommelfell und

Innenohr bestehend aus Bioverit® II (c). Entsprechend Lit. [28].

Die Entwicklung einer geeigneten Beschichtung stellt sich als eine Herausforderung
dar, denn viele pathogene Keime haben ausgekliigelte Schutzmechanismen, die sie
vor unwirtlichen Lebensrdumen schiitzen [29-31]. Dazu gehort vor allem die Bildung
von Biofilmen, also Lebensgemeinschaften unterschiedlicher Bakterienstamme, die
unter anderem hohe Antibiotikaresistenzen zeigen konnen. Sekrete, die von den
Bakterien produziert werden, konnen antibakteriell ausgestattete Oberflichen
maskieren und ihren Effekt erheblich reduzieren. Obwohl eine graduelle Freisetzung
antibakterieller Substanzen wie Antibiotika oder Silberionen diese Probleme in
manchen Fillen umgehen kann, haben solche Wirksysteme auch grofle Nachteile,
wie zum Beispiel nur eine kurzfristige Wirkung, toxische Effekte bei schlecht

kontrollierter Freisetzung und die mogliche Ausbildung von Resistenzen.

Eine Alternative bieten polymere antibakterielle Substanzen, die den Vorteil haben,
dass sie nicht fliichtig und chemisch stabil sind, mit Hilfe reaktiver Gruppen
chemisch angebunden werden konnen und nicht hautpermeabel sind. Resistenzen
sind bei Polymeren nach derzeitigem Stand der Forschung nicht bekannt, was einen
enormen Vorteil gegeniiber herkdmmlichen Antibiotika darstellt [32]. Zudem kann
eine langfristige Funktion der polymeren Beschichtung erwartet werden, da das

Biozid in der Regel nicht oder nur sehr langsam abgebaut wird. In dieser Arbeit liegt
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der Fokus auf dem industriell hergestellten und kiuflich erwerblichen Poly(4-
vinylpyridin) (PVP) als Basismaterial einer solchen bakteriziden Schicht
(Abbildung 1.3). Die Alkylierung des Polymers fiihrt zur Einfithrung einer flexiblen
hydrophoben Seitenkette, die die Bakterienzellwand penetrieren kann [33,34].

* n * n
Alkylierung
= | =
NS NP
N N Br

Poly(4-vinylpyridin) PVP

hydrophobe Gruppe
M,, = 160.000 g/mol

Abbildung 1.3: Kauflich erhiltliches Poly(4-vinylpyridin) entfaltet nach der Alkylierung zum Poly(4-
vinyl-N-hexylpyridiniumbromid) eine antibakterielle Wirkung.

In dieser Arbeit werden in einem ersten Ansatz ausgehend von Glas sowie
unterschiedlich modifizierten Glasoberflichen, wie amorphe bzw. mesoporose
Silicabeschichtungen, Polymere zunéchst mit Hilfe von Linkermolekiilen kovalent an
diese Oberflichen angebunden, um eine bakterizide Schicht zu erhalten
(Abbildung 1.4).  Frithere  Studien  haben  gezeigt, dass  mesopordse
Silicabeschichtungen — auf  Standard-Bioverit® II-Prothesen  einen  positiven
postoperativen Einfluss zeigen [35]. Wihrend die Bildung einer erwiinschten
Mukosaschicht gefordert wurde, konnte unkontrolliertes Knochenwachstum
tendenziell gghemmt werden [36]. Dariiber hinaus bietet die Beschichtung mit ihrer
groen Oberfliche und den Silanolgruppen eine gute Basis fiir chemische
Modifizierungen der Implantatoberfliche. Die Charakterisierung der Materialien
erfolgte mit Hilfe von Kontaktwinkelmessungen sowie photometrisch mit einem
Fluorescein-Farbstofftest. Es folgten in vitro-Untersuchungen zur Kompatibilitit und

antibakteriellen Effizienz.
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Abbildung 1.4: Poly(4-vinyl-N-hexylpyridiniumbromid) wird kovalent an unbehandeltes Glas (a),

amorphen (b) und mesopordsen (c) Silicauntergrund angebunden.

Die zweite Strategie befasst sich mit der Herstellung von Polymer-Silica-
Hybridmaterialien, wobei das vorher separat alkylierte PVP in eine Silicamatrix
eingebettet wird. Diese Methode sollte eine hohere Konzentration des Polymers in
der bakteriziden Schicht gewihrleisten, um moglicherweise eine antibakterielle
Aktivitdt zu verstirken. Dieser Ansatz bietet zudem die Moglichkeit, pulverformige
Substanzen in eine Beschichtung einzubinden. Die PVP-Silica-Hybridmaterialien
werden deshalb zusitzlich mit Stoffen ausgeriistet, die Silberionen freisetzen. Es
wurden reine Polymer-Silica-Materialien mit hexyliertem, octyliertem und
decyliertem PVP sowie silberhaltige  Hybridmaterialien erhalten.  Als
Silberionenquelle dienten silberausgetauschter Sodalith sowie nanoskaliges Silber.
Der Einsatz von Silberionen in dieser Form sollte eine kontrollierte Freisetzung
ermOglichen und vor allem einen kurzfristigen bakteriziden Effekt zeigen, zusitzlich
zur Langzeitwirkung der antibakteriellen Schicht. Die Materialien wurden in

bakteriellen Tests auf die Wirksamkeit gepriift.

Im dritten Teil wurde das Polymer Poly(4-vinylpyridin) zunidchst mit reaktiven
Methoxysilangruppen ausgestattet und dann hexyliert. Durch Aufbringen des
Synthesegels auf Glasplittchen erfolgte eine Kondensation der Silanolgruppen der
Glasoberfliche mit den Methoxysilangruppen des modifizierten Polymers. Zur
Charakterisierung der erhaltenen Materialien wurden Farbstofftests sowie in vitro-

Untersuchungen zur antibakteriellen Wirksamkeit herangezogen.
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Die Arbeiten zu den antibakteriellen Beschichtungen entstanden im Rahmen des
Teilprojekts D1 ,,Funktionalisierte Mittelohrprothesen* des Sonderforschungs-
bereichs 599 ,,Zukunftsfihige bioresorbierbare und permanente Implantate aus
metallischen und keramischen Werkstoffen. In diesem Teilprojekt kooperieren
Forscher der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH), des Helmholtz Zentrums
fir Infektionsforschung in Braunschweig und der Leibniz Universitit Hannover
(LUH)." Dariiber hinaus bestand eine enge Kooperation mit dem Teilprojekt D8
»Dentale Abutments*, in dessen Rahmen zahlreiche in vitro-Untersuchungen

stattgefunden haben."

" Mitglieder des Teilprojekts D1: Prof. Dr. Peter Behrens, Dr. Nina Ehlert, Dipl.-Chem. Tammo
LiiBenhop, Dipl.-Chem. Anne Christel, Dipl.-Chem. Olga Kufelt, Institut fiir Anorganische Chemie,
Leibniz Universitdt Hannover; Prof. Dr. Thomas Lenarz, Dr. Martin Stieve, Dr. Hamidreza Mojallal,
Dr. Julia C. Vogt, Dr. Julia Schone, Iwa Hlozanek, Rebecca Lensing, Hals-Nasen-Ohren-Klinik,
Medizinische Hochschule Hannover; Dr. Gudrun Brandes, Institut fiir Zellbiologie im Zentrum
Anatomie, Medizinische Hochschule Hannover; Prof. Dr. Peter P. Miiller, Dipl.-Chem. Muhammad
Badar, Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung Braunschweig

T Lysann Ringenberg, Dr. Andreas Winkel, Dr. Wieland Heuer, Prof. Dr. Meike Stiesch;
Zahnprothetische Klinik, Medizinische Hochschule Hannover
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2 Allgemeine Grundlagen

2.1 Grundlagen der Biomineralisation

2.1.1 Biominerale in der Natur

Biomineralisation steht im Allgemeinen fiir die biologische Bildung von
anorganischen Mineralien. Heute sind mehr als 70 verschiedene Mineralien bekannt,
die fiir Lebewesen von enormer Bedeutung sind und unterschiedlich genutzt werden.
An dieser Stelle sind zum Beispiel Muscheln zu nennen, die ihre harte Schale aus
Perlmutt zum Schutz vor Fressfeinden besitzen. In Abbildung 2.1 sind einige
typische Vertreter als Beispiele fiir die Vielfalt und Formen von Biomineralien

gezeigt.

Abbildung 2.1: Beispiele fiir einige Biominerale: Muschelschale aus Perlmutt, die laminatartig aus
Aragonitplattchen aufgebaut ist [37]. Menschlicher Knochen enthélt als anorganische Phase
Hydroxylapatit [38]. Meeresschwiimme wie der Baikalschwamm Lubomirskia baicalensis enthalten
amorphes Siliciumdioxid (Biosilica) [39]. Auch zahlreiche Pflanzen enthalten betrichtliche Mengen

an Biosilica, wie zum Beispiel Reisspelzen in Reis [40].
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Lebewesen haben es im Laufe der Evolution gelernt, fiir den Aufbau ihrer Gewebe
sprode Mineralkristalle mit weichen Biopolymeren zu kombinieren und so
mechanisch @uBlerst belastbare und dabei gleichzeitig elastische, mineralisierte
Gewebe zu erhalten. Intensiv genutzt fiir Biomineralien wird vor allem Calcium, so
ist es in rund der Hilfte aller bekannten Biominerale in Form von Calciumcarbonat

oder -phosphat enthalten [41].

Biominerale sind im sowohl im Tier- als auch im Pflanzenreich in vielfiltigster Form
anzutreffen, wo sie oft als mechanische Verstirkung bei Stiitz- und
Schutzmechanismen dienen. Beispiele sind die schon genannten Muschel- und
Schneckenschalen (siehe Abbildung 2.1), die aus Calciumcarbonat aufgebaut sind,
welches ebenfalls oft in den Exoskeletten wirbelloser Tiere, wie Hummer und
Krabben, zu finden ist. Der weiche Korper dieser Lebewesen wird dabei von der
harten Schale geschiitzt. Ein weiteres wichtiges Beispiel sind die Knochen von
Wirbeltieren. Im menschlichen Knochen ist Calciumphosphat in Form von
Hydroxylapatit die anorganische Komponente. Bei der organischen Matrix handelt es
sich iiberwiegend um Kollagen [42-45]. Kollagen ist ein wichtiges Faserprotein. Der
Aufbau dieses Faserproteins aus verschiebbaren Molekiilketten bedingt die
Elastizitit und die hohe Zugfestigkeit des Knochens [46]. Das Verhiltnis von
Hydroxylapatit und Kollagen betrédgt etwa 70:30.

Biomineralisation wird aber auch bei etlichen Pflanzen wie Reis oder bei
verschiedenen Grisern wie dem Ackerschachtelhalm Equisetum arvense beobachtet
[47,48]. Dabei findet man oft amorphes Siliciumdioxid, welches zur Stabilisierung
der Struktur sowie zum Schutz vor Fressfeinden dient. Als Silica-Quelle dient den
Pflanzen geloste Kieselsdure, deren Aufnahme mit dem Wasser aus dem Erdboden
erfolgt. Das Silica wird teilweise aber auch in kolloidaler Form von der Pflanze
aufgenommen. Reisspelzen enthalten beispielsweise betrdachtliche Mengen an
amorphem Siliciumdioxid und werden aus diesem Grund als zukunftstrichtige
Silicaquelle gehandelt (Abbildung 2.1) [49]. Der Ackerschachtelhalm Equisetum
arvense nutzt Kieselsdure, um stabile Halme aufzubauen [50]. Weiterhin kommt
biogenes Silica in den Nadeln von Silicaschwammen sowie bei einigen anderen

primitiven Tieren vor.
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Einzellige Meeresorganismen verwenden eine Vielzahl von Biomineralien. Hier wird
die mineralische Komponente meistens als Schutzpanzer benutzt. Durch die
Offnungen und Poren der Schale findet der Austausch mit der Umwelt statt, wobei
Nihrstoffe und andere zum Aufbau der Schale benotigte Substanzen aufgenommen
werden konnen. Als Beispiel konnen Coccolithophore mit ihrer Schale aus
kristallinem Calciumcarbonat genannt werden. Der Aufbau der schiitzenden Schale
erfolgt durch Anordnung winziger Calcitkristalle zu einer iibergeordneten Struktur.
Radiolarien und Diatomeen schiitzen sich durch den Aufbau einer Schale aus
amorphem Siliciumdioxid. Hierbei ergeben sich die vielfiltigsten und

ungewohnlichsten Strukturen (siehe Abbildung 2.2).

Abbildung 2.2: Strukturvielfiltigkeit des Silicas in Diatomeen. Von links nach rechts: Coscinodiscus

wailesii, Ditylum brightwellii, Stephnanopyxis turris, entnommen aus [4].

Biomineralien sind stets Verbundwerkstoffe aus organischen und anorganischen
Komponenten. Rein aus anorganischen keramischen Substanzen bestehende
Materialien sind sprode. Die tatsdchliche Bruchfestigkeit dieser Materialien liegt
meistens weit unter dem theoretischen Wert und wird von den Defekten im Mineral
bestimmt. Die mechanische Beanspruchung kann leicht zum Bruch fiihren, da die
Materialien kaum elastisch sind. Aus der Natur sind zwar geeignete elastische
organische Substanzen wie Cellulose und Chitin bekannt, sie bieten jedoch eine
ungeniigende Festigkeit. Der Verbund von anorganischen und organischen
Komponenten ermoglicht Organismen den Zugang zu vielfiltigen stabilen und
zugleich elastischen Stiitz- und Schutzmaterialien. In der Regel ist die anorganische
Substanz in Form von einigen hundert Nanometer groBen Kristalliten in eine

organische Matrix aus stark vernetzten Fasern oder Schichten eingelagert. Die
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Strukturierung erfolgt meist hierarchisch auf mehreren Lingenskalen. So werden in
vielen  Biomineralien  anisometrische,  plattchenformige  Mineralteilchen
gegeneinander verschoben gestapelt. Die gestapelten Mineralkristalle werden dann
durch diinne Schichten eines organischen Klebstoffes miteinander verbunden. Dieses
Prinzip der Verflechtung der mineralischen und organischen Bestandteile auf einer

Nanometerskala ist in Abbildung 2.3 schematisch dargestellt.

:

Abbildung 2.3 : In Biomineralen liegen die anisometrischen Mineralteilchen (blau) oft versetzt

angeordnet, durch einen organischen Kleber (orange) verbunden vor (a). Die bei mechanischer
Zugbelastung auftretende Kraft wird durch Scherung des organischen Klebstoffs zwischen den

Mineralteilchen iibertragen (b). D ist die Dicke, L die Linge des Mineralteilchens. Aus Lit. [37].

Die Einlagerung von elastischer Substanz in ein hartes Material fithrt zum
entsprechenden Verlust von dessen Harte. Im Gegenzug wird das Material elastischer
und reagiert unempfindlicher auf Schlageinwirkung, weil die eingelagerten
Kristallite in gewissem Umfang gegeneinander verschiebbar sind. Die geringe
Steifigkeit des Klebstoffes wird durch ein grofles Langen-zu-Dicken-Verhiltnis der
Mineralteilchen kompensiert. Die hohe mechanische Belastbarkeit von
Biomineralien wird durch das Verhiltnis organischer Komponenten zu
anorganischen Bestandteilen erreicht. Diese Anteile variieren je nach
Einsatzbestimmung des Materials sehr stark. Oft betrdgt der Anteil der organischen
Komponente nur wenige Prozent. So liegen im Fluorapatit des Zahnschmelzes nur

Bruchteile eines Prozents an organischen Molekiilen vor [42]. Die Hérte und die
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hohe mechanische Belastbarkeit der Zihne wird hingegen durch einen Verbund von
Fluorapatit mit organischen Bestandteilen erreicht [51]. Biomimetische Ansitze
konnen dazu genutzt werden, neue Verbundwerkstoffe, zum Beispiel fiir

Konstruktionszwecke, zu erzeugen.

Der Kristallisationsprozess biologischer Minerale verlduft in der Regel unter strenger
biologischer Kontrolle, was moderate Reaktionsbedingungen erlaubt. Die
Reaktionstemperatur, der pH-Wert sowie weitere chemische Faktoren der
physiologischen Umgebung werden durch die Organismen prizise eingestellt.
Proteine und andere organische Molekiile beeinflussen zudem den Bildungsprozess
der Mineralkristalle, wobei ein organisches Grundgeriist fiir die spitere
Mineralisation entsteht. Dieses gibt dann die Form der eingelagerten Mineralkristalle
sowie ihre Anordnung vor, so dass ein sehr hohes Mafl an Ordnung sowohl im
makro- wie auch im mikroskopischen Bereich vorliegt. Des Weiteren konnen
amorphe Mineralphasen als Vorstadien strukturgebend fiir komplexe Formen sein

[52].

2.1.2 Biosilizifizierung in Diatomeen

Inspiration und Antrieb dieser Arbeit ist das Verstindnis der Biomineralisations-
prozesse, die in Diatomeen ablaufen und so zu architektonisch ungewohnlichen
Strukturen der Zellwdnde der Diatomeenschalen fithren. Diatomeen, auch
Kieselalgen genannt, sind eukaryotische Organismen, die in nahezu allen Gewissern,
wie Salz- und SiiBwassergewissern, sowie auf allen moglichen feuchten Oberfldchen
vorkommen. Kieselalgen machen einen wesentlichen Teil des marinen
Phytoplanktons aus und sind bis zu 40 % an dessen Produktion beteiligt [53,54]. Die
marinen Einzeller bauen ihre Schale aus amorpher Polykieselsdure auf. Damit
gehoren sie zu Organismen, die gelostes Silica aus der Umwelt aufnehmen und
biogenes Silica (Biosilica) prizipitieren [55]. Dabei entstehen im Falle der
Diatomeen feinstrukturierte Porensysteme sowie Oberflichen mit ungewohnlichen
Morphologien im mikro- und nanoskaligem Bereich. In Abbildung 2.4 sind

reprasentative REM-Aufnahmen einiger Diatomeenspezies gezeigt.
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Abbildung 2.4: REM-Aufnahmen einiger représentativer Diatomeenpezies. Links: Isolierte Zellwéinde
von Stephanopyxix turis in verschiedenen VergroBerungen. Entnommen aus Lit. [55]. Rechts oben:
Actinoptychus spec.. Rechts unten: hochauflosende Darstellung des Porensystems von Coscinodiscus

granii. Aus Lit. [56].

Die bendtigte Monokieselsdure wird dem umgebenden Meerwasser entzogen,
welches Kieselsdure in einer durchschnittlichen Konzentration von 70 uM enthélt
[57]. Bis heute sind etwa 200.000 lebende Spezies dieser marinen Einzeller bekannt
[58]. Fiir jede Spezies ist die Form der Kieselschale, auch Frustulum genannt, sowie
die Porenanordnung charakteristisch [59]. Die Identifikation der Diatomeenart kann
daher ausschlieflich iiber den hierarchischen Aufbau der Silicaschalen erfolgen.
Diese artspezifischen Eigenschaften sind somit genetisch gesteuert und werden von
Generation zu Generation prizise weitergegeben. Die Sequenzierung eines
kompletten Genoms, wie im Falle der Thalassiosira pseudonana geschehen,
erleichtert biochemische Studien zur Biomineralisation dieser Organismen und
macht es moglich, Modellorganismen fiir die zukiinftige Forschung zu etablieren

[60,61].

Anhand ihrer Baupline lassen sich die Diatomeen in zwei Ordnungen unterteilen. Es
gibt Diatomeen mit lang gestrecktem, bilateral-symmetrischen Aufbau sowie radial-
symmetrisch aufgebaute Diatomeen (siche Abbildung 2.5). Die Diatomeenzelle ist
dicht von einer Silicaschale umschlossen, die sich wie eine Petrischale verhilt. Die

Zellwinde der radial-symmetrischen Diatomeen sind aus zwei Teilen, der Hypotheka
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und der Epitheka, aufgebaut. Die untere Seite der Schale ist die Hypovalva, die obere
Seite wird als Epivalva bezeichnet. Die jeweiligen Seitenwinde iiberlappen dicht und
bestehen aus Giirtelbdndern. Auf diese Weise ist das Innere der Diatomee vor der
Umwelt geschiitzt. Der Stoffaustausch mit der Umgebung wird durch die
artspezifische Anordnung der Poren in der Diatomeenschale sichergestellt. Zum

Schutz vor Desilizifizierung sind die Schalen mit einem schleimartigen Schutzmantel

iiberzogen.
Epivalva
Plasmamembran
i Cytosol Gurtelbander

Hypovalva

Abbildung 2.5: Petrischalen-Prinzip fiir den Aufbau radial-symmetrischer Diatomeen (links). Schale
von Thalassiosira pseudonana als Beispiel fiir eine Diatomee mit radial-symmetrischen Aufbau

(rechts), scale bar: 1 um [56].

Der Mechanismus der Schalenbildung von Diatomeen wurde von verschiedenen
Forschungsgruppen untersucht. Die Eigenschaften der Schale selbst wurden unter
anderem mit Hilfe von Rasterelektronenmikroskopie (REM) sowie Rasterkraft-
mikroskopie (AFM) untersucht [62,63]. Aus diesen Untersuchungen ist bekannt, dass
die Schalen aus einer dichten Packung von sphirischen Silicapartikeln bestehen.
Aktuelle Ergebnisse, insbesondere mit AFM, bestitigen, dass die Diatomeenschalen
aus Silica-Nanopartikeln aufgebaut sind, deren GroBle von 20 bis zu 70 nm variieren

kann [5].

2.1.3 Bioorganische Molekiile in Diatomeen

Zahlreiche Untersuchungen der Zusammensetzung der Diatomeenschalen zeigen,
dass diese neben Silica verschiedene bioorganische Substanzen enthalten. Es kann
davon ausgegangen werden, dass diese an der strukturgebenden Bildung der Schalen

mafgeblich beteiligt sind. Das Biosilica der Diatomeen kann also als ein
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Kompositmaterial betrachtet werden, welches langkettige lineare Polyamine sowie
bestimmte Proteine bzw. Proteinfamilien enthilt, ndmlich die Silaffine, Silacidine,
Pleuraline und Frustuline (Abbildung 2.6). Die Substanzen konnten durch Auflésung
der Schalen mit Hilfe von Flusssdure isoliert werden. Polyamine und Silaffine
wurden von KROGER und SUMPER in zahlreichen Studien beschrieben und
charakterisiert [13-18,64]. In Abbildung 2.6 sind Beispiele fiir die Strukturen

natiirlich vorkommender Polyamine sowie des Silaffins natSil-1A; gegeben.
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Abbildung 2.6: Bioorganische Stoffe, die aus Diatomeenschalen isoliert wurden, nach Lit. [65]. Oben:
Die Polyamine sind Putrescin-Abkommlinge und bestehen aus methylierten Propylenimin-Einheiten.
Die in Diatomeen vorkommenden Polyamingemische sind hinsichtlich Kettenlingen und
Methylierungsgraden artspezifisch. Unten: Polypeptidkette des natSil-1A; mit Polyamin-Seitenketten

an Lysin-Resten (K) sowie phosporylierten Serin-Resten (S).

Die linearen Polyamine bestehen generell aus Propylenimineinheiten, die sich in bis
zu 20 Wiederholungseinheiten zu langen Ketten aneinanderreihen konnen. Die
meisten Polyamine sind Propylenimine mit einem Putrescin-Rest am Kettenende, ein
Beispiel hierfiir ist in Abbildung 2.6 gegeben. Neben Putrescinen sind Spermine und
Spermidine (Abbildung 2.7) sehr héufige Polyaminvertreter, wobei Spermine

vorrangig bei Eukaryonten vorkommen.
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KNOTT et al. zeigten anhand von Untersuchungen des Genoms von Diatomeen, dass
diese spezielle Enzyme, die so genannten Synthasen, zur Synthese von Polyaminen
enthalten [66]. Das enthaltene Polyamingemisch und somit letztendlich auch die
duBere Struktur der Schale sind auf die genetisch festgelegte, artspezifische Anzahl

und Vielfalt der Synthasen zuriickzufiihren.

H
H N/\/\N/\/\/N\/\/NH2 Spermin
2
H
H
H N/\/\/N\/\/NH2 Spermidin
2

Abbildung 2.7: Spermin und Spermidin sind hdufige Polyamine [21]. Die Putrescin-Reste sind farbig

gekennzeichnet.

Silaffin natSil-1A; ist in einem hohen Mal} funktionalisiertes Oligopeptid mit einer
hohen molekularen Masse. Die Lysin-Reste weisen Seitenketten auf, die grofle
Ahnlichkeit mit den linearen Polyaminen haben. Eine weitere Eigenschaft dieses
Silaffins sind zu einem hohen Mal} phosphorylierten Serin-Reste (Abbildung 2.6).
Somit enthélt das Molekiil sowohl protonierte Amingruppen mit positiver Ladung als
auch deprotonierte Phosphatgruppen mit negativer Ladung. Insgesamt weist das
Molekiil demnach zwitterionische Eigenschaften auf. Studien belegen ein
Selbstorganisationsvermogen dieser Molekiilklasse zu supramolekularen Aggregaten
eben aufgrund elektrostatischer Interaktionen zwischen den protonierten
Aminogruppen und den negativ geladenen Phosphat-Resten [65,67,68]. Dieser
Selbstorganisationsprozess gilt als Grundvoraussetzung fiir die Préizipitationsaktivitat

der Silaffine.

Generell sind die in Diatomeen enthaltenen Polyamine und Silaffine artspezifisch.
Bei den Polyaminen variiert die Struktur besonders im Hinblick auf die Kettenlinge,
den Methylierungsgrad und das Vorhandensein von speziellen Strukturelementen,
wie zum Beispiel quartire Ammoniumgruppen. Auch Silaffine konnten bisher aus
vielen verschiedenen Diatomeenspezies isoliert werden und zeigen artspezifische
Besonderheiten auf. So konnen neben Phosphatgruppen zum Beispiel auch

Sulfatgruppen [69] oder quartire Ammoniumgruppen enthalten sein [64]. Interessant
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ist in diesem Zusammenhang auch, dass quartire Ammoniumverbindungen wie
Tetraethylammonium oder Tetrabutylammonium als strukturdirigierende Agenzien

(SDA) zur Herstellung bestimmter Zeolithe dienen [70].

Polyamine kommen allgemein in fast allen Organismen vor, da sie in viele
grundlegende zellulidre Prozesse wie zum Beispiel die Regulation enzymatischer
Aktivitit eingebunden sind [71,72]. Diatomeen sind in der Lage, speziesspezifische
Gemische an langkettigen Polyaminen zu synthetisieren [13]. Thr Einfluss auf die
Bildung der Silicaschalen konnte in zahlreichen in-vitro Studien gezeigt werden,
denn auch lineare Polyamine zeigen in Analogie zu den Silaffinen ein
selbstorganisierendes Verhalten [9,14,73]. Die Prizipitation von Silica konnte in
diesen Versuchen allerdings nur durch Zugabe von Phosphationen herbeigefiihrt
werden [74]. Sowohl durch Silaffine als auch durch lineare Polyamine wird aufgrund
ihrer Eigenschaften eine schnelle Silicaprizipitation in kieselsdurehaltigen Losungen
induziert. Eine direkte katalytische Wirkung dieser Substanzen wird nach neueren

Erkenntnissen aber ausgeschlossen [20].

2.1.4 Metabolismus und Mechanismen der Biogenese

Die fiir den Aufbau der Schalen benétigte Monokieselsdaure wird dem umgebenden
Meerwasser entzogen. Wie schon erwihnt, betriigt die hier enthaltene Konzentration
der Kieselsdure ca. 70 uM [57]. Die Sittigung fiir Monokieselsdure liegt bei 2 mM
[75]. Untersuchungen von TANAKA et al. zeigen auBlerdem, dass abhéngig von der
Wassertiefe verschiedene Silicium-Komplexe, wie zum Beispiel vorrangig das
[Si(OH),0,Na] -Monomer, sowie etliche weitere Oligomere als Siliciumquelle
vorliegen, die dann von den verschiedenen Organismen, auch von den Diatomeen,

assimiliert werden [76].

Da die Konzentration an Kieselsdure in den Meeresgewissern in der Regel sehr
gering ist, muss ein aktiver Si-Transport in das Zellinnere durch angepasste
Transportmechanismen gefordert werden. Der Transport und die Aufnahme der
Monokieselsdure in die Zelle erfolgt durch die so genannten Silicon Transport
proteins (SITs) [77]. THAMATRAKOLN und HILDEBRAND untersuchten die
regulatorischen Eigenschaften und die Transportaktivitit dieser Proteine (SITs) an
Thalassiosira pseudonana-Kulturen [78]. So konnten sie vor allem wihrend der

Zellwandbildung maximale Silicium-Aufnahmeraten beobachten. Des Weiteren
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zeigten kinetische Studien der Silicium-Aufnahme verschiedener Diatomeenspezies,
dass insbesondere bei niedrigen Si(OH)s;-Konzentrationen die Si-Aufnahme durch

die SITs bestimmt wird.

Somit hat die Zelle ein Reservoir an geloster Kieselsdure zu Verfiigung. Fiir den
weiteren Verlauf ist es wichtig, dass die Kieselsdure zwar konzentriert vorliegt, aber
nicht vorzeitig kondensiert oder prizipitiert. Dies wird mit einem
Kontrollmechanismus verhindert, so dass die Kieselsdure zum Entstehungsort der
Schalen gelangt und dort entsprechend aufkonzentriert wird. Innerhalb der Zelle
werden Silicium-Pools fiir die Lagerung von Silicium vermutet, welches fiir den
Aufbau neuer Schalen akkumuliert wird [79,80]. Fiir diesen Ablauf sind zwei
Mechanismen vorstellbar: Transport durch Ionophore und Transport durch Silica
Transport Vesicles (STVs) [81]. Ionophore sind Komplexbildner und verhindern
durch Bindung der Kieselsdure deren vorzeitige Polymerisation und setzen diese erst
am Ort des Schalenaufbaus frei. Bekannte Ionophore sind Catechol und seine
Derivate wie zum Beispiel Tiron. Dieses vermag sechsfach koordinierte Kieselsidure-
Tiron-Komplexe in Losung zu bilden [82]. Eine unterdriickende Wirkung auf die
Polykondensation der Kieselsdure wird auch Chitosanderivaten zugesprochen [83].
Die zweite Variante ist der Transport der Kieselsdure in Silica-Transport-Vesikeln,
wobei die Kieselsdure innerhalb dieser Vesikel in loslicher oder unloslicher Form

vorliegen kann.

Die Biosynthese der Zellwidnde erfolgt dann in hoch spezialisierten
Zellkompartimenten, den so genannten Silicon Deposition Vesicles (SDVs). In
diesen Vesikeln liegen spezielle Reaktionsbedingungen vor. Untersuchungen von
VRIELING et al. deuten auf ein leicht saures Milieu mit einem pH-Wert von etwa 5.5
hin [84]. In Abbildung 2.8 ist die Aufnahme von Si(OH); durch SITs in das
Zellinnere der Diatomee sowie die weitere Anreicherung in den SDVs schematisch

dargestellt.
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Diatomeenzelle wihrend des Zellteilungsprozesses. Die

|

Synthese der neuen Zellwinde erfolgt in dafiir spezialisierten Silicon Deposition Vesicle- (SDV)
Zellkompartimenten. Monokieselsdure aus dem umgebenden Meerwasser wird mit Hilfe der Silicon
Transport (SIT) Proteine in das Zellinnere geschleust. Innerhalb der Zelle werden Silicium-Pools fiir
die Lagerung von Silicium vermutet, der intrazellulidre Transport von Si(OH), zu den SDVs soll durch
Silicon Transport Vesicles (STVs) erfolgen. Rechts: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer 7.
pseudonana-Zelle wihrend der Zellteilung; aus Lit. [85]. Die griin fluoreszierende Farbe ist frisch

synthetisiertem Silica zuzuordnen.

Die Bildung der Schalen geht in verschiedenen biologischen Prozessen vonstatten.
Ein bedeutender Prozess ist dabei die Zellteilung, da hier die Aufspaltung der
Mutterzelle in zwei Tochterzellen mit jeweils neu gebildeter Schale erfolgt. Fiir den
Aufbau der Schale muss die benotigte Kieselsdure aus dem Wasser durch die
Zellmembran in das Zellinnere gelangen. Der Zellteilungszyklus zur Bildung der
Schale ist schematisch der Abbildung 2.9 zu entnehmen [86]. Der Teilung der Zelle
geht die Teilung des Zellkerns (Mitose) voraus. Dabei wandert der Zellkern
(Nukleus) zur derjenigen Seite der Tochterzelle, wo die Hypotheka entstehen soll.
Das Mikrotubuli-Zentrum platziert sich zwischen dem Zellkern und der

Plasmamembran.



2 Allgemeine Grundlagen 21

rﬂ,\mi

Cytokinese
& SDV-Formation

"

Exocytose des
Giirtelbandes

SDV:
Expansion ,”

Formation des
Giirtelband SDV

SDV-
Expansion g

Separation der A — -—
Tochterzelle ﬁ Exocytose der
neu geformten

Valva

Abbildung 2.9: Zellteilungszyklus der Diatomeen; nach Lit. [86]. N: Nukleus, MZ: Mikrotubuli-
Zentrum. Nach der Zellmitose bildet jede Zelle ein SDV, um eine Hypovalva aufzubauen. Diese wird
durch Exocytose aus der Zelle befordert, wonach die Zellen getrennt vorliegen. Die abschlieBende
Bildung neuer SDVs fiithrt zum Aufbau der Giirtelbdnder. Am Ende der Zellteilung weist eine der

Tochterzellen eine verkleinerte Schale auf.

Zwischen dem Mikrotubuli-Zentrum und der Zellmembran wird die jeweilige SDV
gebildet. Danach folgen die Ausdehnung der SDV sowie der Aufbau der Hypovalva
fir die jeweilige Tochterzelle. Die vollstindig aufgebaute Hypovalva wird durch
Exocytose aus der Zelle geschleust. Nun liegen zwei getrennte Zellen vor. Im
weiteren Verlauf entstthen SDVs fiir die Bildung der Giirtelbdnder. Der
Abbildung 2.9 ist zu entnehmen, dass am Ende des Teilungsprozesses fiir eine
Tochterzelle eine geringere Grofe resultiert, da die alte Hypotheka nun die neue
Epitheka darstellt. Fiir folgende Zyklen bedeutet dies, dass die Schale einer
Tochterzelle fortwihrend kleiner wird. Durch eine nach einigen dieser asexuellen
Zyklen einsetzende sexuelle Reproduktion im Rahmen derer die urspriingliche

Theka-GroBle wieder hergestellt wird, wird diese Verkleinerung kompensiert.

Metabolische Vorginge der Zellteilung der Diatomeen im Hinblick auf einen

intrazelluldren Silicium-Pool wurden von GROGER et al. und SUMPER et al. mit Hilfe
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von 2’Si-NMR-Spektroskopie und konfokaler Laserfluoreszenzmikroskopie
untersucht [85,87]. Hierzu wurden zunidchst Silicium-ausgehungerte Zellen der
Thalassiosira pseudonana mit *Si angereichert und eingefroren, mogliche Silicium-
Precursoren wurden mittels 29Si—Festktjrper—NMR untersucht, die verschiedenen
Stadien der Entwicklung wihrend der Zellteilung sowie die Bildung neuer
Giirtelbdnder und Schalen mit Laserfluoreszenzmikroskopie verfolgt. In
Abbildung 2.10 sind charakteristische fluoreszenzmikroskopische ~Aufnahmen
einzelner Diatomeenzellen in zeitlicher Abhingigkeit der Entwicklungsstadien
gezeigt. Ca. 30 Minuten nach Beginn der Zellteilung wird die Herstellung neuer
Giirtelbiander nur von wenigen Zellen anhand der griinen Farbe angedeutet, wihrend

nach 1.5 h die meisten Zellen Giirtelbdnder ausbilden (weil3e Pfeile im Bild).

Abbildung 2.10: Lichtmikroskopische und fluoreszenzmikroskopische ~Aufnahmen einzelner
Diatomeen-Zellen in zeitlicher Abhingigkeit in den charakteristischen Entwicklungsstadien (Scale
bar: 2 um). Die griine Farbe tritt durch Fluoreszenz des gefirbten akkumulierten Silicas in den Zellen
auf, welches frisch synthetisiert worden ist. Die zeitliche Abfolge der Aufnahmen zeigt die
Entstehung der Giirtelbdander bis 1.5 h nach Beginn der Zellteilung, nach 2 h kann bereits die
Entstehung der Schalen beobachtet werden, die in der Mitte der Zelle positioniert sind. Die letzte

Aufnahme nach 3.5 h zeigt zwei Tochterzellen, die noch nicht vollstindig getrennt sind. Aus Lit. [87].

Nach zwei Stunden kann die Bildung neuer Schalen in der Mitte der Zelle beobachtet
werden, in der Aufnahme nach 3.5 h liegen zwei Tochterzellen vor, die noch nicht
vollstidndig getrennt sind. Die griine Fluoreszenz steht an den entsprechenden Stellen

jeweils fiir frisch synthetisiertes Silica bzw. fiir Silicium, welches fiir den Zweck der
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Zellteilung in der Zelle gelagert wird. Die hier angewendete Methode erlaubte also
zunichst die visuelle Beobachtung der Entstehung von biogenem Silica aus einem
»Si angereicherten Silicium-Precursor, welcher den Zellen im Experiment zum

Aufbau neuer Schalen zur Verfiigung stand.

AuBerdem konnten die entstehenden Silica-Spezies und der Grad der Kondensation
mittels Festkorper-NMR untersucht werden, wie in Abbildung 2.11 gezeigt [85]. Die
Signale der grilnen Kurve zeigen deutliche Anteile verschiedener Si-Spezies (Q*QY,
die sich im Kondensationsgrad, also der Anzahl der sauerstoffverbriickten
benachbarten Siliciumatome unterscheiden. Zum Vergleich sind die Anteile an
Monokieselsidure Q° sowie an Dikieselsidure Q' dagegen sehr gering (vgl. schwarze
Kurve). Die Signale stammen eindeutig von frisch synthetisiertem Silica, welches
den ausgehungerten Zellen in Form von *Si zum Einbau zur Verfiigung gestellt
wurde und entsprechend des rechten Bildes anhand der griinen fluoreszierenden
Farbe in der Zelle visualisiert werden konnte. Diese Studien befiirworten insgesamt
die Annahme, dass die in die Zelle transportierte Monokieselsidure nicht in Form von
Organo-Silico-Komplexen gelagert wird, sondern sehr ziigig vorpolymerisierte

Silica-Spezies bildet.

Q* : Si(0Si),

Q3 : (Si0,)SiOH
monosilicic ac. Q? : (Si0,)Si(OH),
Q° Q! : (SiO)Si(OH),

Q°: Si(OH),

disilicic ac.
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Abbildung 2.11: Ein *’Si-NMR-Spektrum von Diatomeenzellen, die wihrend des Zellteilungs-
prozesses mit ’Si gekennzeichnet wurden. Sowohl *’Si-NMR-Signale im Spektrum (griin) als auch
die griin fluoreszierende Farbe der T. pseudonana wihrend der Zellteilung im Bild rechts sind frisch
synthetisiertem Silica zuzuordnen. Die Signale der griinen Kurve zeigen deutliche Anteile
verschiedener Si-Spezies (QZ-Q4), die Signale fiir anfinglich vorhandene Anteile an Monokieselsidure

Q" sowie Dikieselsiure Q' sind dagegen zuriickgegangen (vgl. schwarze Kurve oben links) [85].
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Die Bildung der Schalen ist ein Vorgang, bei dem sehr komplexe und hoch
strukturierte ~ Gebilde  entstehen. Fiir diesen Vorgang existiert ein
Phasenseparationsmodell von SUMPER, welches zumindest fiir einige in
Diatomeenspezies gefundene hochsymmetrische Porenanordnungen eine Erkldrung
sein konnte [73]. Neuere Annahmen gehen eher von einem Templatmechanismus aus
supramolekularen Aggregaten aus, um den das Modell von SUMPER prézisiert wird

[68,88]. Das Modell ist in Abbildung 2.12 dargestellt.

Abbildung 2.12: Phasenseparations-Modell nach SUMPER. Aus Lit. [73]. Oben: Schematische
Darstellung des Modells. A: Hexagonale Anordnung der Mikrotrépfchen. Die Zwischenrdume werden
mit Silica ausgefiillt. B und C: Mehrfache Phasenseparation fiihrt zu einer hoch symmetrischen

Struktur. Unten: REM-Aufnahmen einer Diatomeenschale in verschiedenen Aufbauphasen.

Dabei sind die Amingruppen zumindest abwechselnd protoniert; da sie durch kurze
Propyleneinheiten verbunden sind, wire sonst elektrostatische AbstoBung die Folge.
Deshalb kommt es in dem SDV der Diatomee zur Phasenseparation durch
Mikrotropfchen oder eben zur Bildung supramolekularer Templat-Aggregate aus
Polyaminen. Da das SDV sehr flach ist, folgt aus dem engen Reaktionsraum eine
hexagonale Anordnung dieser Mikrotropfchen bzw. Templatmolekiile. Die
Zwischenrdume sind mit kieselsdurehaltiger, wissriger Losung gefiillt. Hier scheidet
sich festes Silica ab und es kommt zur hexagonalen Porenstruktur der Schale. Eine

etwas genauere Darstellung dieser Vorgénge ist in Abbildung 2.13 gezeigt.

Untersuchungen von HELMECKE et al., die sich mit biomimetischer Silica-

abscheidung in mikrostrukturierten Reaktionsraumen befassen, zeigen anhand des so
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genannten Kaffeefleck-Effekts, wie die Silicaabscheidung in der Natur ablaufen
konnte [89]. Dabei kommt es beim Trocknen von Mikrotropfchen, welche neben
Kieselsdure, Polyamin und Phosphat enthalten, wegen auftretender Kapillarkrifte zu
einer Akkumulation des abgeschiedenen Materials am Rand des strukturierten

Reaktionsraums.

Templat-Aggregat/
Polyamin-Trépfchen

Silica

Abbildung 2.13: Links: Schematische Darstellung der wahrscheinlichen Rolle von Templat-
Aggregaten wihrend der Zellwandbiogenese nach dem Phasenseparationsmodell [73], entnommen aus
Lit. [88]. Rechts: Hexagonales Porensystem der Zellwand, beobachtet wihrend der Zellteilung; aus

Lit. [73].

Da auch Polyamin in das prézipitierte Silica eingeschlossen wird, fithrt dies zur
Verarmung an Polyamin in der Losung und schlieBlich zur weiteren
Phasenseparation. Dabei entstehen noch kleinere Tropfchen bzw. kleinere Templat-
Aggregate, so dass die neu gebildeten Zwischenrdume erneut mit Silica ausgefiillt
werden und eine dementsprechend feinere Strukturierung aufweisen. Diese
Separationsschritte werden wiederholt bis eine regelmiflige, streng symmetrische
Struktur entstanden ist. Dieses Modell weist gewisse Ahnlichkeiten zu den
Syntheseprinzipien der Herstellung geordneter mesopordser silicatischer Materialien
auf, wobei diese Materialien sich durch zylindrische, hexagonal angeordnete Poren
auszeichnen [90,91]. Organische Molekiile, wie zum Beispiel Hexadecyltrimethyl-
ammonium-lonen, fithren als strukturdirigierende Agenzien zur Bildung
zylindrischer Micellen, die dann nach Entfernung der organischen Bestandteile die
Entstehung pordser Materialien ermdglichen. Die Strukturierung erfolgt allerdings

auf sehr kleinen Lingenskalen (5 - 10 nm).

Die morphologischen Eigenschaften der Silica-Schalen der Diatomeen wurden von
Losic et al. mittels AFM untersucht [5]. In Abbildung 2.14 ist der schematische

Aufbau einer Schale im Querschnitt vorgeschlagen, basierend auf die Auswertung
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von REM-Aufnahmen. Danach besteht die Schale aus mehrlagigen Silicaschichten,
die jeweils unterschiedliche Porengroflen sowie -musterungen und Schichtdicken
aufweisen. Diese aufwendige strukturelle Architektur deutet nochmals auf die
komplexen Vorginge beim Aufbau der Schalen hin, die wohl durch nur einen

Mechanismus nur unvollstdndig beschrieben werden konnen.
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Abbildung 2.14: Querschnittsprofil einer radial-symmetrischen Diatomeenschale basierend auf REM-
Daten, nach Lit. [5]. Die innere Schicht, die so genannte Areola, weist honigwabenartige Kammern
mit groBen Offnungen in der Silicaplatte auf, auch Foramen genannt. Die Areolae wird mit dem
Cribrum bedeckt, welches eine regelmidfige Porenanordnung besitzt. Die Schicht iiber dem Cribrum

ist eine diinne kieselsdurehaltige Membran, das Cribellum, welche winzige Poren enthilt.

Das Phasenseparationsmodell von SUMPER kann somit nicht allen Vorgédngen in den
SDVs der Diatomeen gerecht werden. Ein alternatives Modell zur Bildung der
Schale wird von VRIELING et al. vorgeschlagen [92,93]. Der Ansatz des Modells liegt
in der Annahme, dass lineare Polyamine und Silaffine die Bildung kleiner

Silicapartikel aus niedermolekularen Kieselsidurespezies in der SDV induzieren.
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Dabei werden diese organischen Molekiile in die Silicapartikel eingeschlossen.
Zudem liegen in der SDV auch Aggregate groBBerer Peptide und Proteine vor, die mit
den sich zunehmend verdichtenden Silicapartikeln wechselwirken. Daraus entstehen
Strukturen im Bereich von 50 nm und es kommt im Folgenden zur Ausbildung einer

Mesophase.

An dieser Stelle sind Parallelen zu dem erweiterten Phasenseparationsmodell von
SUMPER zu sehen, da auch hier das Vorhandensein von Molekiilaggregaten bei der

Silicaprizipitation angenommen wird.

Die Partikel der Mesophase verdichten sich zu 100 nm grofen Strukturen. Der
weitere Zustrom an Kieselsdaure und Peptid bewirkt den Aufbau der Silicaschale aus
diesen Strukturen. Letztendlich werden die Proteinaggregate aus der fertig gebildeten
Schale entfernt, was zum Entstehen der Porenoffnungen fithrt. Das Modell ist in

Abbildung 2.15 schematisch dargestellt.

Das Modell von VRIELING gibt zumindest verfeinerte Vorstellungen von den
Vorgingen, die zur Entstehung definierter Porensysteme in den Diatomeenschalen
fiihren konnten. Frithere Ansitze, die nur auf den Einfluss kleiner organischer
Molekiile wie Polyamine und Oligopeptide basierten, konnten nicht erkldren, wie es
zur Ausbildung von mehr als hundert Nanometer groen Poren in den Diatomeen
kommt (siehe Abbildung 2.14). Demnach ist eine Annahme, die ausschlieBlich die
Beteiligung nur sehr kleiner organischer Molekiile wie Polyamine oder Oligopeptide
wie Silaffin-1A vorsieht, nicht ausreichend. Supramolekulare Templatmolekiile in
die Vorginge der Biogenese einzubeziehen ist sicherlich ein weiterer Schritt zum

Verstindnis des Zellwandaufbaus und der Entstehung der komplexen Strukturen.

Untersuchungen zu den biomimetischen Vorgingen in Diatomeen wurden bisher von
KROGER und SUMPER durchgefiihrt und vorgestellt [13,18,74,94]. Ziel der Studien
waren natiirliche, in Diatomeen enthaltene lineare Polyamine sowie Silaffine in
Prézipitationsversuchen. Die Experimente ergaben, dass eine Prézipitation nur in
Anwesenheit von multivalenten Anionen zu beobachten war. Bei dem Prizipitat
handelte es sich stets um sphéarische Silicapartikel. Die Konzentration der
multivalenten Anionen beeinflusste dabei entscheidend den Durchmesser der

erhaltenen Partikel.
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Abbildung 2.15: Modell zur Entstehung von Silica-Schalen in Diatomeen, basierend auf der polymer-
und proteingesteuerten Silicasynthese. Nach Lit. [92]. a) In dem SDV liegen Peptide und/oder
Polyamine (rote, gebogene Linien), grofere organische Molekiile (griine Ellipsen) sowie Kieselsdure
vor. Dadurch entstehen schnell kleine Silicapartikel (graue Kreise). b) Silaffine und Polyamine sowie
der kontinuierliche Zustrom von Kieselsdure induzieren beim vorherrschenden pH-Wert eine schnelle
Aggregation der Silica-Partikel. In diesem Verdichtungsprozess werden die kleinen organischen
Molekiile komplett eingeschlossen, wihrend die groBen Proteine mit den Silica-Partikeln auch
untereinander wechselwirken. c) Die Aggregate aus Silaffinen, Polyaminen und Silica verdichten sich
zu groBeren Strukturen (blaue Kreise) und wechselwirken mit den wachsenden Aggregaten der
grofleren Proteine. d) Kontinuierliche Aggregation fithrt zu groBeren Silica- und Silica-Protein-
Aggregaten (griinliche Ovale) mit etwa 50 nm grofen Strukturen. e) Verdichtete Mesophasenpartikel
wachsen bis zu tiber 100 nm groen Gebilden heran. f) Aus dem stidndigen Zustrom an Protein und
Kieselsdure folgen eine zweidimensionale Expansion sowie ein dreidimensionales Wachstum. g) Die
Proteinaggregate werden aus der fertig gebildeten Schale entfernt, was vermutlich zum Entstehen der

Porenoffnungen fiihrt.
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2.1.5 Mechanismen der Kieselsiurekondensation

Zum Verstindnis der komplizierten Chemie der Kieselsduren sollen im folgenden
Abschnitt die fiir diese Arbeit wichtigsten Eigenschaften der Kieselsdure
herausgearbeitet werden. Ein umfassender Uberblick iiber die Ergebnisse zur
Kondensation der Kieselsdure ist den Arbeiten von ILER und BRINKER zu

entnehmen [75,95].

Die monomolekulare Orthokieselsdure durchliauft im Rahmen der Kondensation
verschieden Stadien. So sind verschiedene oligomere und polymere Kieselsduren

sowie festes amorphes Silica, die Polykieselsdure, bekannt.

2.1.5.1 Kondensationsverhalten der Kieselsiure

Bei der monomolekularen Orthokieselsdure handelt es sich um eine schwache Sidure
mit dem pKs-Wert von 9.9. Der isoelektrische Punkt der Monokieselsdure liegt bei
einem pH-Wert von 2 vor, hier befindet sich das Molekiil in einem neutralen

Zustand.

Eine kieselsdurehaltige Losung kann durch die Hydrolyse von Alkoxysilanen wie
dem Tetramethoxysilan (TMOS) und dem Tetraethoxysilan (TEOS) erhalten werden.
Die Hydrolysegeschwindigkeit ist #hnlich wie die der Kondensationsreaktion
abhingig vom pH-Wert [75,95]. Die Hydrolyse geht iiber einen nucleophilen Angriff
eines Wassermolekiils oder eines Hydroxidions vonstatten. BRINKER et al. gehen bei

diesen Vorgang von einem klassischen Sy2-Mechanismus aus [95].

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Kondensation ist von der Temperatur, dem pH-
Wert sowie der Konzentration der Kieselsdure abhédngig. Fir die
Kondensationsreaktion  sind  ionische = Mechanismen  bestimmend. Die
Kondensationsgeschwindigkeit ist am isoelektrischen Punkt (pH = 2) der Kieselsédure
duferst gering, da hier keine geladenen Spezies vorliegen. Unterhalb des pH-Wertes
von 2 wird die Kondensationsreaktion durch Protonen katalysiert und die
Kondensationsgeschwindigkeit nimmt mit sinkendem pH-Wert zu. Die ionische
Spezies ist dann protonierte Monokieselsdure. Oberhalb dieses pH-Wertes erfolgt die
Katalyse der Reaktion durch Hydroxidionen und die Geschwindigkeit der

Kondensation steigt mit zunehmendem pH-Wert. Hier ist die ionische Spezies
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deprotonierte Monokieselsdure. Die Konzentration der ionischen Spezies ist

geschwindigkeitsbestimmend fiir die Kondensationsreaktion.

Die Kondensation geht vom Kieselsduremonomer aus und verlduft iiber die Reaktion
zu Oligomeren weiter zu hoher kondensierten Spezies. Am Ende steht somit
polymeres Silica. Bezeichnend fiir die Kondensationsreaktion ist, dass eine maximale
Anzahl von Siloxangruppen angestrebt wird. Im Gegenzug wird die Zahl der
Silanolgruppen moglichst reduziert. Daraus folgt eine giinstige Entropiebilanz, da so
eine groBe Anzahl an Wassermolekiilen freigesetzt wird. Die Aciditiat der

Kieselsduren steigt mit dem Kondensationsgrad.
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Abbildung 2.16: Oligomerisierung der Kieselsdure oberhalb eines pH-Wertes von 2; aus Lit. [96].
a: Fir die Dimerisierungsreaktion ist deprotonierte Monokieselsdure erforderlich. b: Bei der
Trimerisierungsreaktion ist die hoher kondensierte Spezies der negativ geladene Reaktionspartner. c:
Der Trimerisierung folgt eine mogliche Kondensation in Form eines intramolekularen Ringschlusses,

wobei eine negative Ladung der Spezies erforderlich ist [75].

Der Ablauf der Kondensationsreaktion oberhalb von pH =2 ist in Abbildung 2.16
gezeigt. Beim Dimerisierungsschritt reagiert deprotonierte Monokieselsdure mit
einem ungeladenen Reaktionspartner. Aufgrund der hoheren Aciditét ist das Dimer
bei der Reaktion zum Trimer die negativ geladene Spezies. Das Monomer ist somit
immer neutral. Dementsprechend stellt die hoher kondensierte Spezies stets den
negativ geladenen Reaktionspartner dar. SchlieBlich folgt die Trimerisierung, wobei

die Bildung cyclischer Oligomere energetisch bevorzugt ist.
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2.1.5.2 Partikelwachstum

Fiir das Entstehen von Silicapartikeln ist das Vorhandensein groBerer Oligomere von
Noten. An diese werden dann kleinere Kieselsdurespezies angelagert. Die
Silanolgruppen werden im Verlauf der Kondensation immer acider, so dass das
Oligomer ab einem bestimmten Kondensationsstadium permanent negativ geladen
ist. Dies wirkt sich giinstig auf die Reaktion mit neutralen Kieselsduremolekiilen aus.
Somit wird die Kondensation bevorzugt durch die Anlagerung von kleinen Spezies
an ein solches negativ geladenes Oligomer fortgefiihrt. Die direkte Reaktion

niedermolekularer Kieselsdurespezies untereinander geht weitgehend zuriick.

Von stabilen Silicapartikeln wird erst ab einem Durchmesser von mindestens 5 nm
gesprochen. Das Partikel besteht dann aus etwa 1500 Kieselsdureeinheiten mit einer
Molmasse von etwa 100.000 g/mol. Die Bildung kleinerer Partikel ist nicht
bevorzugt, da in diesem Fall die ungiinstige Oberfldchenenergie destabilisierend
wirkt. Diese werden im Laufe der Ostwald-Reifung wieder aufgelost und sind als

monomere Kieselsdure erneut fiir die Kondensationsreaktion verfiigbar.

Auf der Oberfliche von Silicapartikeln befindet sich eine grofe Anzahl von
Silanolgruppen, die mit dem Kondensationsfortschritt zunehmend acider werden.
Dies hat zur Folge, dass ein gewisser Anteil der Silanolgruppen deprotoniert vorliegt
und die Oberfliche der Partikel somit negativ geladen ist. Durch diese negative
Ladung konnen sich die Partikel nicht einander anndhern und zu grofleren Teilchen

kondensieren.

2.1.5.3 Grundlagen der Sol- und Gelbildung

Im Laufe der Kondensation und Ostwald-Reifung kann ein stabiles Silicasol erhalten
werden. Dabei handelt es sich um in Losung dispergierte Silicapartikel. Bei ihrer
Betrachtung sehen Sole oft wie klare Losungen aus, denn der Durchmesser der
Partikel betrdgt in der Regel deutlich unter 1000 nm. Sole lassen sich mit dem
sogenannten TYNDALL-Effekt nachweisen. Laserlicht wird beim Durchstrahlen der

Losung an den Partikeln gestreut, so dass der Laserstrahl dann sichtbar wird.

Ein Gel wird iiber mehrere Kondensationsstadien gebildet. Zunidchst entstehen im
Sol kurze Ketten durch Zusammenlagerung einiger Partikel. Dabei kondensieren die

oberfldchlichen Silanolgruppen der Partikel zu gemeinsamen Siloxanbindungen.
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Diese Ketten von Partikeln verbinden sich zu etwas groleren Gebilden, den
Mikrogelen. Mikrogele weisen die gleiche Zahl an Silicapartikeln pro
Volumeneinheit auf wie das Sol, aus dem sie hervorkommen. Der Anteil der
Mikrogele nimmt auf Kosten des vorhandenen Sols zu, bis bei einem Volumenanteil
von ca. 50 % die Gelierung eintritt. Wenn das Stadium eines Gels erreicht ist, so
haben sich die die Silicapartikel bereits zu einem Netzwerk zusammengeschlossen.
Dabei konnen duBlerst wasserreiche Gelnetzwerke entstehen. Der Volumenanteil der
festen Komponente in stabilen Gelnetzwerken kann unter einem Prozent betragen. In
Abbildung 2.17 ist die schematische Darstellung von Gelnetzwerken gezeigt. Fiir das
Verstindnis zum Aufbau von solchen Netzwerken wird das Kugelmodell
herangezogen. Demzufolge ist es nicht moglich, ein Netzwerk aus einheitlich
koordinierten Kugeln zu bilden. Da die Koordinationszahl 3 fiir die Raumerfiillung
eines Gels zu hoch ist, setzt sich dieses aus einem Gemisch von zweifach und
dreifach koordinierten Partikeln zusammen. Die Variation der Anteile der
unterschiedlich  koordinierten  Partikel fithrt somit zu unterschiedlichen

Volumenanteilen im Gel.

Abbildung 2.17: Schematische Darstellung von Gelnetzwerken; aus Lit. [75]. Gelnetzwerke sind aus
unterschiedlich koordinierten Kugeln aufgebaut. Links: Die Koordination der Partikel ist hier 3,2,2,3.
Rechts: Die Partikel in diesem Gelnetzwerk sind 3,2,2,2,3-koordiniert. Die weilen Kugeln sind

zweifach koordiniert, die schwarzen Kugeln weisen eine Koordinationszahl von 3 auf.

Bei einem Prézipitat handelt es sich um ein Aggregat aus dicht gepackten Partikeln.
Es ist somit wesentlich dichter gepackt als ein Gel. Dabei liegen die Teilchen
ungeordnet vor. Fiir die Entstehung eines Prézipitates ist ein Zusammenspiel mehrer

Faktoren von Bedeutung. Kleinere Partikel konnen sich weit besser verbinden als
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dies groBe Partikel vermogen. Der Grund ist die erhohte kinetische Energie von

groBeren Partikeln, die eine mogliche Kondensation verhindert.

Gleichsinnig geladene Silicapartikel stoen sich ab, so dass ein Zusammenlagern der
Partikel unterbleibt. Auf diese Weise entsteht ein stabiles Sol bei Kieselsduresolen
zum Beispiel bei pH-Werten oberhalb von 10. Fiir die Bildung eines Prizipitates
muss die Ladung der Partikeloberflichen jedoch sehr gering sein, denn nur so
konnen die Partikel sich annihern und dann dicht zusammenlagern. Dies erfordert
einen niedrigen pH-Wert oder die Anwesenheit eines Salzes. So ist die Entstehung
eines Prizipitates durch dichte Packung von Partikeln leicht moglich. Im Anschluss
findet ein Alterungsprozess statt. Auch die Anwesenheit von Polymeren fiihrt zur
Bildung dichter Aggregate. Ein Polymer in Form eines positiv geladenen
Polyelektrolyts wird durch elektrostatische Krifte an die Oberfldche eines Partikels
gebunden. Da das Polymer aufgrund seiner Lidnge nicht vollstindig an die
Oberfldache adsorbiert werden kann, ragt ein freier Rest des Molekiils in die Losung.
An diesen frei ragenden Rest kann ein zweites Partikel gebunden werden. Polymere

wirken demnach verbriickend und fiithren zur Prizipitation.

In den nachfolgenden Kapiteln werden die allgemeinen Grundlagen zum zweiten Teil
der Arbeit beziiglich der antibakteriellen Beschichtungen fiir den biomedizinischen

Bereich dargestellt.
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2.2 Anatomie des Mittelohres und Prinzipien der Schalliibertragung

Das menschliche Ohr ist aus drei Teilen, dem duBeren Ohr, dem Mittelohr und dem
Innenohr aufgebaut. Die anatomischen Verhiltnisse sind in Abbildung 2.18
dargestellt. Die Ohrmuschel besteht aus einem mit Haut bedeckten Knorpel und hat
die Aufgabe den ankommenden Schall einzufangen, zu fokussieren und an das
Mittelohr weiterzuleiten. Dabei grenzt das Trommelfell das Auflenohr ab vom
Mittelohr, wo die schallbedingten Schwingungen des Trommelfells auf die
Gehorknochelchen iibertragen und verstirkt an das Innenohr weitergegeben werden.
Das fliissigkeitsgefiillte Innenohr verarbeitet die ankommenden Signale in
Nervenimpulse, die schlielich zum Gehirn weitergeleitet und dort als Horerlebnis
interpretiert werden. Im Folgenden soll eine etwas genauere Betrachtung der

einzelnen Vorginge der Schalliibertragung im Mittelohr erfolgen.

AuReres Ohr

Mittelohr Innenohr

Labyrinth
Bogengange

Ohrmuschel — N. facialis
N. vestibulocochlearis
AuRerer
Gehdrgang M. tensor veli palatini

knorpeliger Teil Trommelfell

kndcherner Teil

M. levator veli palatini

Paukenhdohle

Ohrtrombete

knocherner Teil

! knorpeliger Teil
1

Abbildung 2.18: Anatomie des menschlichen Ohres im Querschnitt. Ubersicht des duBeren Ohres,

Mittel- und Innenohr, nach Lit. [97].

Das Mittelohr kennzeichnet sich besonders durch das Vorhandensein der
Gehorknochelchenkette bestehend aus Hammer, Amboss und Steigbiigel aus, und
umfasst die Innenseite des Trommelfells in der Paukenhohle (siehe Abbildung 2.19).
Diese ist ein luftgefiillter Raum, der durch das Trommelfell und das Innenohr (ovales

Fenster) begrenzt wird. Die Ohrtrompete (Eustachische Rohre) verbindet das
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Mittelohr mit dem Nasenrachenraum, so dass ein Druckausgleich mit der Umgebung

moglich ist.

Hammer ~ —t———~———— Epitympanum

Amboss a1

Steigbiigel ~____ N.facialis
Mesotympanum

_ Promontorium

——+———— Hypotympanum

Abbildung 2.19: Schematische Darstellung der Gehorknochelchenkette im Mittelohr, Schnitt durch

die Paukenhohle. Entnommen aus Lit. [98].

Die in der Paukenhohle befindlichen Gehodrknochelchen sind von einer Schleimhaut
iiberzogen. Eine detaillierte Darstellung der Gehorknochelchen findet sich in
Abbildung 2.20. Diese iibertragen die Schwingungen des Trommelfells (Membrana
tympanica) auf den Endolymphraum des Innenohrs, indem der aufgefangene
Schalldruck auf das 22-fache verstidrkt wird [99]. Erst durch diesen Mechanismus ist
eine Impedanzanpassung von Luft auf das fliissigkeitsgefiillte Innenohr moglich
[97]. Diese Umwandlung ist von Noten, da Luft einen wesentlich geringeren
Wellenwiderstand hat als Wasser. Ohne Gehorknochelchen wiirden 98 % des Schalls
reflektiert werden, so werden nur 40 % der ankommenden Informationen nicht
verarbeitet [100]. Die beste Ubertragung findet bei einer Frequenz von 1 - 2 kHz statt
[99]. Der Hammer (Malleus) ist iiber Hammergriff und kurzem Fortsatz fest mit dem
Trommelfell verwachsen. Die Verbindung zwischen Hammer und Amboss (Incus)
wird durch ein Sattelgelenk hergestellt. Der Amboss ist seinerseits iiber einen
Gelenkfortsatz mit dem Steigbiigelkopfchen verbunden. Der Steigbiigel (Stapes)
besteht auerdem aus einem vorderen und hinteren Schenkel, die FuBlplatte befindet
sich auf dem ovalen Fenster zum Innenohr gerichtet. Mit Hilfe von Bidndern und
Sehnen sind die Gehorknochelchen beweglich in der Paukenhohle aufgehingt. Die

Abbildung 2.21 gibt diese Verhiltnisse schematisch wider.
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Articulatio incudomallearis

Corpus incudis

Caput mallei \ﬁ

Proc. lateralis

Corpus breve

Crus longum

Proc. anterior Articulatio incudostapedialis

Manubrium mallei Crus posterius

Crus anterius
Basis stapedis

Abbildung 2.20: Detaillierte Darstellung der Gehorknochelchen bestehend aus Hammer, Amboss und

Steigbiigel. Entnommen aus Lit. [101].

Lig. mallei superius Lig. incudis superius
Recessus epitympanicus > -

Lig. mallei laterale Lig. incudis posterium

Lig. mallei anterius l . T ' ‘3, Chorda tympani

A tympanica posterior

\ | Articulatio
7" "incudostapedialis

:‘5 - -

Membrana tympanica '—-%' 7

l  Membrana stapedialis

4_ "'Lig. anulare stapediale

“Anulus fibrocartilagieus

Abbildung 2.21: Biander und Gelenke der Gehorknochelchen. Entnommen aus Lit. [101].
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2.2.1 Pathologie des Mittelohres

In diesem Abschnitt soll kurz auf Erkrankungen des Mittelohrs eingegangen werden,
die eine alloplastische Rekonstruktion zur Therapie erfordern. Eine sehr hiufige
Erkrankung des Mittelohrs ist neben der akuten Form die chronische
Mittelohrentziindung (Otitis media), die auf langanhaltende, oft friihkindliche
Entziindungen im Bereich des Mittelohrs zuriickzufiihren ist. Die hierfiir typischen
pathogenen Erreger sind zum Beispiel Pseudomonas aeruginosa sowie diverse
Staphylokokken- und Streptokokkenstimme [102]. Die entziindlichen Prozesse
konnen soweit fortschreiten, dass es neben Eiterbildung (chronisch laufendes Ohr)
zur Perforation des Trommelfells und langfristig zur Zerstéorung der
Gehorknochelchen kommen kann. Dies fiihrt zwangslaufig zu einer Schwerhorigkeit
beim Patienten. Nach einer entsprechenden Antibiotikatherapie muss dann in der
Regel die Rekonstruktion der Gehorknochelchen durch ein geeignetes Implantat
erfolgen (Tympanoplastik). Ebenso kann ein sogenanntes Cholesteatom, auch
Perlgeschwulst genannt, im schlimmsten Verlauf zu der Zerstorung der Ossikel
fiihren. Diese Geschwulst oder Zyste wird aus verhornendem Plattenepithel gebildet,
das aus dem dufleren Gehorgang in die Paukenhohle eindringt. Die Zyste wichst, da
die Hornschiippchen nicht nach auflen abgegeben werden kénnen, und kann neben
der Zerstorung der Gehorknochelchen auch ins Innenohr und ins Schidelinnere
durchbrechen. Die Geschwulst muss fiir die Therapie operativ entfernt werden,
wonach eine sich eventuelle Rekonstruktion des Schalleitungsapparates anschlie3en

kann.

Eine weitere recht hiufige Erkrankung des Mittelohrs ist die Otosklerose, mit der
eine Versteifung der Gehorknochelchen gemeint ist. Bis zu 10 % der Bundesbiirger
sind davon betroffen, wobei tendenziell mehr Frauen erkranken. Die genauen
Ursachen dieser Krankheit, die meist zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr eintritt,
sind bislang nicht bekannt. Die eintretende Schwerhorigkeit ist auf Umbauvorgéinge
im Felsenbein mit einhergehender Knochenneubildung im Bereich des ovalen
Fensters zuriickzufiihren. Dadurch kommt es zur Versteifung und Unbeweglichkeit
der Steigbiigelplatte (Stapesankylose), so dass die Schwingungen des Mittelohrs
nicht mehr auf das Innenohr iibertragen werden konnen. Die Therapie besteht aus
einen operativen Eingriff, wobei der Stapes entfernt und durch eine Prothese ersetzt

wird.
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2.2.2 Methoden zur Rekonstruktion des Schalleitungsapparates

Gehorverbessernde  Operationen im Bereich des Mittelohres dienen der
Wiederherstellung der mechanischen Schalliibertragung zwischen Trommelfell und
Innenohr. Je nach Situation miissen dabei verschiedene Distanzen zwischen
Mittelohr und FuBplatte iiberbriickt werden. Nach WULLSTEIN (1986) werden fiinf
verschiedene Typen der Tympanoplastik unterschieden. Die Einteilung erfolgt nach
dem Umfang des zu ersetzenden Bereichs durch die Prothese. Die Operationstechnik
wird vor allem durch den Zustand der Kettenreste bestimmt. Dieser Abschnitt
widmet sich im Besonderen tympanoplastischen Eingriffen des Typs III. In diesem
Fall ist nur noch die knécherne Fullplatte des Stapes erhalten. Hier ist eine TORP
(Total Ossicular Replacement Prothesis) erforderlich (siehe Abbildung 2.22).

Abbildung 2.22: Schematische Darstellung der Total Ossicular Replacement Prothesis (TORP). Die
Prothese wird zwischen Trommelfell und FuBplatte befestigt und dient der Schalliibertragung anstelle

der Gehorknochelchen. Entnommen aus Lit. [103].

Zur Rekonstruktion der Gehorknochelchen eignen sich besonders gut autogene
Materialien wie Gehorknochelchen, Kortikalisknochen oder Knorpel. Die letzten
beiden Ersatzstoffe werden vom Korper leicht resorbiert, was nachteilig ist. Im Fall
autogener Ossikel ist die Verfiigbarkeit besonders im Fall der Ossikel begrenzt. Die
zweite Moglichkeit in Form von allogenen Materialien (Gehorknochelchen,
Kortikalisknochen, Knorpel, Dentin) ist wegen der moglichen Ubertragung von HIV
und der Creutzfeld-Jacob-Krankheit in Verruf gegkommen [104]. Aus diesen Griinden
haben sich alloplastische Werkstoffe zur Rekonstruktion durchgesetzt und

zunehmend gut bewihrt. Die Materialauswahl ist vielfdltig und muss mit Bedacht
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erfolgen. In der Regel stehen aus verschiedenen Materialien gefertigte Prothesen
kommerziell zur Verfiigung und werden in analogen Operationsverfahren eingesetzt.
Im Mittelohr werden besondere Anspriiche an das Knochenersatzmaterial gestellt. So
sollte es biokompatibel, bio- und formstabil sein. Im Idealfall fordert eine
Bioaktivitidt des Implantats die Besiedlung mit einer diinnen Schleimhautschicht
(Mukosa) und damit einen stabilen Verbund mit den betreffenden Organen im
Mittelohr [97]. Weiterhin zeichnet ein gutes Implantat eine Unempfindlichkeit gegen
gelegentliche bakterielle Infektionen aus. Die luftgefiillte Pauke ist mit empfindlicher
Schleimhaut ausgekleidet und wegen der Verbindung zum Rachenraum
grundsitzlich nicht steril. Auch ein geringes Prothesengewicht bietet speziell bei der
Schalliibertragung im hohen Frequenzbereich seine Vorziige [105]. Trotz der
vielfiltigen Auswahl beziiglich Material und Form weisen kiinstliche Prothesen auch
zum Teil erhebliche Nachteile auf. So kommt es oft zur mangelnden Fixierung oder
zum Teil zum vollstindigen Verwachsen des Implantates mit den
Mittelohrstrukturen, einhergehend mit einer schlechten Schalliibertragung.
Prothesenextrusionen kommen abhingig vom Material in bis zu 83 % der Fille vor.
Mit zunehmender Implantationszeit verschlechtert sich die Qualitit des
Horergebnisses, welche bei allen Materialien zu Beginn recht giinstig ausfillt.

Hiaufig verwendete Werkstoffe sind Metalle, Keramiken und Kunststoffe.

Titan hat sich nicht nur auf dem Gebiet der HNO-Heilkunde als bewihrtes
Implantatmaterial erwiesen. Die hohe Oberflichenenergie begiinstigt die schnelle
Kolonisation mit Zellen [106]. Das Material ldsst sich zwar nicht ohne Weiteres
mechanisch bearbeiten und so den anatomischen Gegebenheiten des Patienten
anpassen, durch verschiedene oder einstellbare Prothesenldngen lassen sich diese
Probleme jedoch umgehen. Die Implantation gestaltet sich relativ einfach, da durch
die filigrane Prothesenform Hindernisse in Form verbleibender Mittelohrstrukturen
gut umgangen werden konnen. Ein sehr geringes Gewicht von 4 mg je 4 mm TORP
zeichnet dieses Material aus, was sich positiv auf die Ubertragung bei hohen
Frequenzen auswirkt [105]. Goldprothesen wiegen dagegen im Schnitt um die
56 mg. In vitro-Studien konnten zeigen, dass Gold das Wachstum typischer
Mittelohrkeime vermindert [107], die Prothesen werden in der Regel wie gewiinscht

mit Schleimhautepithel bewachsen [108].
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Keramische Prothesen werden vor allem wegen ihrer Biokompatibilitit und
Langzeitstabilitit geschitzt. Dabei konnen verschiedene Kategorien unterschieden
werden: bioinerte Keramiken wie Aluminiumoxid, synthetische Kohlenwerkstoffe
(z.B. Feinkorngraphit) sowie oberflichenaktive Keramiken wie Bioglas und
Hydroxylapatit [109]. In der rekonstruktiven  Mittelohrchirurgie  sind
Aluminiumoxidkeramiken, Hydroxylapatit und Biovitrokeramiken weit verbreitete
Knochenersatzwerkstoffe. Aluminiumoxidkeramiken (Al,O3;) zeigen als bioinerte
Ersatzstoffe eine hervorragende Vertriglichkeit, so dass die Prothesen nach sechs bis
neun Monaten von normaler Mukosa bedeckt werden [110]. Durch spezielle
Operationstechniken lédsst sich die Extrusionsrate von 16 auf ca. 5 % reduzieren
[111]. Die Verwendung von Aluminiumoxidkeramiken kann sich problematisch im
Zusammenhang mit infizierten  Mittelohrstrukturen  gestalten und  zu
Fremdkorperreaktionen und AbstoBungen fithren [112]. Insgesamt werden
Aluminiumoxidkeramiken wegen ihre biokompatiblen Eigenschaften, geringen

Extrusionsraten und guten Horergebnisse geschitzt.

Im Gegensatz zu Aluminiumoxid ist Hydroxylapatit (Cas(PO4);OH) auch im
entziindeten Mittelohrgewebe biokompatibel [113]. Obgleich eine Biodegradation
des Materials bei chronischer Mittelohrentziindung oder bei Cholesteatombildung
beobachtet wurde, gilt Hydroxylapatit als geeignetes Rekonstruktionsmittel in der
Mittelohrchirurgie [114]. Fiir die Biofunktionalitit des Hydroxylapatits spricht das
bis zu acht Jahre stabil bleibende Horvermogen von Patienten [113] und die extrem
geringe Extrusionsrate [115,116]. Neben einer Biodegradation in 4 % der Fille ist
eine Fixierung der Prothese an die knochernen Strukturen im Mittelohr wegen der
hohen Bioaktivitit des Materials ein groBer Nachteil von Prothesen aus

Hydroxylapatit [117].

Bioaktive Glaskeramiken wie zum Beispiel Ceravital® oder Bioverit® II bestehen bis
zu einem Anteil von 40 - 50 % aus Silikatglas (SiO,), Phosphat, Natrium, Kalium
und Magnesium. Bei Ceravital® zeigten sich vor allem sehr gute Horergebnisse
einhergehend mit einer positiven Mittelohrkompatibilitit. Die Biostabilitdat des
Materials reicht fiir eine Verwendung im Mittelohrbereich jedoch nicht aus, nach
langen Implantationszeiten stellte sich eine teilweise oder vollige Auflosung der
Implantate ein [118]. Glaskeramiken aus Bioverit® II zeichnen sich ebenso durch

eine gute Biokompatibilitit sowie gute Fixierung an die Mittelohrstrukturen aus und
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werden im Korper nicht abgebaut [117]. Eine liberméBige Fixierung kann durch
Kontrolle der bioaktiven Oberfliche verhindert werden. So konnte im
Kaninchenmodell gezeigt werden, dass eine mesoporose Beschichtung aus Silica die
Formation von Mukosa begiinstigt, wihrend unkontrolliertes Knochenwachstum

tendenziell gghemmt wird [36].

Gingige Kunststoffprothesen werden aus Polyethylen oder Polytetrafluorethylen
(PTFE, Teflon) angeboten. Im Falle des Polyethylens werden aus Ethylen unter
hohem Druck und bei groBer Hitze porése Polymerisationsprodukte (Plastipore™,
Polycel™) mit Porendurchmessern zwischen 20 und 40 um erhalten. Die pordse
Struktur der Materialien soll durch ein Einwachsen des Mittelohrgewebes die
Stabilisierung des Implantats verbessern [117]. Proplast™ ist ein weiteres
Kompositmaterial aus PTFE und Beimischungen aus Kohlenstoff, Aluminium oder
Hydroxylapatit. Plastipore™ ist seit 1976 im Einsatz in der Mittelohrchirurgie [119].
Studien zur klinischen Anwendung zeigen zum Teil groBe Diskrepanzen zur
Bewertung von Tauglichkeit und Vertriglichkeit des Materials. Neben positiv
bescheinigten Eigenschaften fiir den Einsatz in der Mittelohrrekonstruktion [120],
[121] liegen auch =zahlreiche negative klinische Ergebnisse hinsichtlich
Fremdkorperreaktionen [122], Desintegration der Implantate und mikrobiellen Befall
vor [123,124]. Zudem wird von hohen Extrusionsraten von bis zu 60 % [125] und
schlechten Horergebnissen nach langen Implantationszeiten berichtet [126]. Einige
der fiir Polyethylen genannten Aspekte treffen auch auf Teflon als
Rekonstruktionsmaterial zu. So werden regelmédlig Fremdkorperreaktionen
konstatiert [124]. Auf der anderen Seite haben sich Kolbenprothesen aus Teflon als
Steigbiigelersatz in der Otosklerosechirurgie durch gute klinische Resultate bewihrt

[127].

2.2.3 Optimierungsstrategien fiir Mittelohrprothesen

Bisher liegen mehrere Ansdtze zur Optimierung der Rekonstruktion des
Schallleitungsapparates mittels Mittelohrprothesen vor. Das primére Ziel ist nach wie
vor die Verbesserung der Schalliibertragung fiir den Patienten bei moglichst langen
Implantationszeiten. Neben dem Materialtyp spielen auch Form und Geometrie bei
der Gestaltung eines in seinen Eigenschaften optimierten Mittelohrimplantates eine

wichtige Rolle [128]. Des Weiteren konnen auch topographische Effekte der
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Implantatoberflache nicht nur im Mikrometerbereich, [128] sondern auch auf der
Nanometerskala [36,129,130] eine positive Auswirkung auf die Ubertragungs-
eigenschaften leisten. Fiir die vorliegende Arbeit sind vor allem Ansitze relevant, die
sich mit der Funktionalisierung der Implantatoberfldche beschiftigen. Nach STIEVE
und LENARZ ist das Basismaterial nicht der entscheidende Faktor fiir eine weitere
Optimierung der Prothesen, denn das Ubertragungsverhalten herkommlicher
Prothesen erwies sich in audiologischen Studien unabhingig vom Material als
dhnlich [131,132]. Vielmehr gilt es, die Prothesen mit geeigneten Drug Delivery-
Reservoirs, speziellen Oberflichenstrukturen, antibakteriellen Beschichtungen,
immobilisierten Biomolekiilen oder Wachstumsfaktoren auszustatten. Diese
Modifizierungen koénnen zur Infektionsbekdmpfung dienen, zur besseren
Implantatfixierung  beitragen oder die Bildung eines {iberschieBenden
Narbengewebes  verhindern. JAHNKE und Mitarbeiter sehen  zukiinftige
Moglichkeiten, menschliche Gewebestrukturen auf der Implantatoberfliche durch
Anbindung von Zellrezeptoren nachzuahmen und so die Vertrdglichkeit von

Implantaten grundlegend zu verbessern [117].

Im Rahmen des Teilprojekts D1 ,,Funktionalisierte Mittelohrprothesen des Sonder-
forschungsbereichs 599 |, Zukunftsfihige bioresorbierbare und permanente
Implantate aus metallischen und keramischen Werkstoffen wurden mehrere der
oben genannten Ansitze zur Modifizierung und Optimierung von Mittelohrprothesen
entwickelt und verfolgt. In der Abbildung 2.23 ist das Konzept zur modularen
Modifizierung von Mittelohrprothesen dargestellt.
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Abbildung 2.23: Konzepte zur modularen Modifizierung von Mittelohrprothesen. Das Basismaterial

des Implantats kann individuell mit verschiedenen Modifizierungen ausgestattet werden.

Zunichst konnte mit Hilfe einer mesopordsen Silicabeschichtung die Bioaktivitit des
Basismaterials der Prothese aus Bioverit® II herabgesetzt werden [36]. Im
Kaninchenmodell konnte gezeigt werden, dass die Beschichtung zu einer
gewiinschten Mukosabildung um die Prothese herum fiihrt. Eine unerwiinschte
unkontrollierte Knochenbildung konnte hingegen tendenziell zuriickgedringt werden
(siehe Abbildung 2.24). Obwohl eine gute Fixierung der Prothese erwiinscht ist, wire
ein Festwachsen der Prothese an der Paukenhohlenwand oder ein durchgehend
knocherner Uberzug, wie sie wegen der hohen Bioaktivitit des Prothesenmaterials
von diesem ausgelost werden konnten, fiir die Schalliibertragung von Nachteil.
Dariiber hinaus bieten sich ausgehend von den mesopordsen Silicabeschichtungen
gute Moglichkeiten zur weiteren Funktionalisierung des Prothesenmaterials.
Aufgrund der groBen Oberfliche mit den reaktiven Silanolgruppen konnen solche

Materialien gut fiir chemische Modifizierungen genutzt werden.
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Abbildung 2.24: Bildung von Mukosa und Spongiosa auf einer Bioverit® II Mittelohrprothese im

Kaninchenmodell. Entnommen aus Lit. [36].

So hat sich mesoporoses Silica zum Beispiel als Support fiir die Immobilisierung von
Proteinen bewihrt [133,134]. In dem Teilprojekt D1 wurde Alkaline Phosphatase als
preisgiinstiges und robustes Modellenzym auf mit mesopordosem Silica ausgestatteten
Substraten immobilisiert. Nach Etablierung dieses Modells konnten modifizierte
Bioverit® II-Oberflichen durch die Anbindung von BMP2 (Bone Morphogenetic
Protein 2) funktionalisiert werden [103]. BMP2 ist ein Wachstumsfaktor, der die
Differenzierung von Vorlduferzellen zu Knochenzellen férdert und so die Fixierung
der Prothese an die vorhandene Knochenreste des Stapes verbessern konnte. Im
Laufe der Arbeiten konnten bis zu 150 ng cm™ biologisch aktives BMP2 an die
Oberflichen gebunden werden. Die biologische Aktivitit wurde in Tierstudien
gepriift und wird zurzeit evaluiert [135]. Auf der Basis von Ciprofloxacin wurde ein
Drug Delivery-System entwickelt und etabliert, welches in die Mesoporen der
Silicabeschichtung eingelagert wurde. Durch geschickte chemische Modifizierung
der Schicht konnten die Beladung und die Wirkstofffreisetzungsrate deutlich
beeinflusst werden (controlled release). Der antibakterielle Effekt konnte in

Bakterienkulturen und in einem Mausmodell bewiesen werden [103].

Ein weiterer interessanter Aspekt zur Funktionalisierung einer Mittelohrprothese,
dem sich diese Arbeit widmet, beschiftigt sich mit der Ausstattung des
Implantatkorpers mit einer antibakteriellen Beschichtung. Die Implantation einer
Mittelohrprothese findet in der Regel im infizierten Mittelohrgewebe statt. Dieses

wurde durch oftmals chronischen Keimbefall entziindet, was zu der Zerstdrung der
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Gehorknochelchenkette gefiihrt hat. Ein typischer pathogener Erreger ist zum
Beispiel Pseudomonas aeruginosa. Die Gabe von Antibiotika ist eine gingige und
gute Therapiemoglichkeit. Die Nachteile regelmifiger Antibiotikacinnahmen, ob
systemisch oder in Form eines lokalen Drug delivery, konnen jedoch gravierend sein:
die Bildung resistenter Keime kann geférdert werden [102] und kann letztendlich
zum Verlust des Implantats fithren. Wihrend die Behandlung der Infektion mit
einem auf Drug Delivery basierten System vor allem die anfidnglich kritische
Situation (3 —7 Tage) beherrschen helfen soll, konnte eine bakterizide Schicht
inflammatorische  Prozesse = minimieren, das Implantat langfristig vor
Keimbesiedlung schiitzen und wiirde im Idealfall auch die Schleimhautbildung

fordern.

2.2.4 Antibakterielle Oberflichen

Die Ausstattung alltiglicher Gegenstinde wie Tiirklinken, Fahrstiihle, Telefone oder
Kinderspielzeug mit antibakteriellen Beschichtungen erlangt in der heutigen Zeit
eine steigende Bedeutung, da zum Beispiel Flugreisen in die ganze Welt
Ubertragungswege fiir zahlreiche Infektionskrankheiten zunehmend erhohen.
Bakterizide Oberflichen im Bereich des offentlichen Lebens boten Schutz gegeniiber
krankmachenden Erregern und konnten die Ubertragung infektioser Erkrankungen
verhindern. Somit ist das Verlangen nach antiseptischen Beschichtungen, die zu

einer hoheren Lebenserwartung beitragen konnten, grol3.

Auch im medizinischen Bereich besteht ein immenses Interesse an antibakteriellen
Beschichtungen. So ist die bakterielle Kontamination von permanenten Kathetern,
Stents und Implantaten immer noch ein medizinisches Hauptproblem bei der
Verwendung solcher Materialien und Hilfsmittel [27]. Dabei steigt die Anzahl der
Patienten stetig an, die mit einem Implantat versorgt werden miissen [25,26]. Der
bakterielle Befall von Dauerimplantaten fiihrt oft dazu, dass diese letztendlich
entfernt werden miissen, um die Infektion medikamentos zu behandeln. Hierfiir ist
meistens eine langwierige Behandlung mit Antibiotika notig. Infektionen sind
mafgeblich fiir das Versagen von Implantaten in der modernen Medizin
verantwortlich. Fiir den Patienten ist dies eine nachteilige und beschwerliche
Situation, auf der anderen Seite ist der entstehende volkswirtschaftliche Schaden

immens [136,137].
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Aus diesen Griinden sollte eine im Rahmen dieser Arbeit entwickelte bakterizide
Beschichtung nach Moglichkeit auch auf weitere Anwendungsgebiete, insbesondere
im Bereich keramischer Implantate, iibertragbar sein. In Kooperation mit dem
Teilprojekt D8 ,.Dentale Abutments* des SFB 599 soll eine fiir den Einsatz im
dentalen Bereich geeignete antibakterielle Schicht erarbeitet werden. Die
Durchtrittsstelle zwischen Zahnfleisch und Mundhohle stellt bei dentalen
Implantaten einen Angriffsraum fiir Bakterien dar [138] (Abbildung 2.25). Wird die
Prothese nicht eng vom Zahnfleisch umschlossen, kann sich eine sogenannte
Zahnfleischtasche bilden, die dann von Bakterien besiedelt werden kann. Eine
anschlieBende  Biofilmformation fithrt nicht selten zu schwerwiegenden
Entziindungen des Zahnhalteapparates und so letztendlich zum Verlust des

Implantats.

Gingiva

osseointegrierte
Implantatfixtur

Implantat-Abutment

Implantatkrone

Abbildung 2.25: Dentales Implantat mit osseointegrierter Implantatfixtur, Implantat-Abutment und

Implantatkrone. Nach Lit. [139].

Typische humane orale Keime sind Streptoccocus mutans und S. sanguinis. Sie
verursachen vornehmlich eine Dentalplaque, die dann zu Erkrankungen wie Karies
und Parodontitis sowie Zahnfleischentziindungen im Implantatbereich fithren kann

[140].
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2.2.5 Biofilmformation

Die Adhidsion von Bakterien an medizinische Implantate und Hilfsmittel steht in
einem engen Zusammenhang mit damit verbundenen Infektionen. Dabei spielt die
Biokompatibilitit der eingesetzten Materialien eine wichtige Rolle. Biokompatible
Werkstoffe, wie zum Beispiel Titan, verursachen in der Regel eine minimale
Immunantwort des Wirtgewebes. Somit weisen diese Materialien ein geringeres

Infektionsrisiko auf als weniger kompatible Materialien [141,142].

Im Falle eines bakteriellen Befalls eines Implantatmaterials bilden adhirierte
Bakterien eine komplex zusammengesetzte mikrobielle Lebensgemeinschaft, auch
Biofilm genannt. Mit einem Biofilm ist eine Population verschiedener Bakterien
gemeint, die in Symbiose miteinander existieren. Dadurch kommt es zu verédnderten
Eigenschaften der Bakterien, die auf die Koexistenz in der Bakteriengemeinschaft
zuriickzufiihren sind. Innerhalb des bakteriellen Films reagiert die Population zum
Teil ganz anders auf Umwelteinfliisse im Vergleich zu der Befindlichkeit eines fiir
sich allein betrachteten Bakterienstamms. So sprechen Bakterien in einem Biofilm
deutlich schlechter auf Antibiotika und antibakterielle Stressfaktoren an als
planktonische Organismen der gleichen Spezies [33,143,144]. Unterdosierte
Antibiotikagaben konnen die Situation sogar verschirfen, indem sie zu Resistenzen

fithren und die Biofilmformation so indirekt verstirken [145].

Die genauen Vorginge bei der Entstehung von Biofilmen sind bislang nicht
vollstandig geklart. Die grundlegende Voraussetzung ist jedoch die Moglichkeit der
Bakterien an die entsprechende Oberfldche zu adhirieren. Es kommt zu Interaktionen
in Form von elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen, VAN DER
WaALs-Kriften sowie spezifischen Rezeptor-Adhésin-Interaktionen zwischen
Oberfldche und Bakterien [146]. Adhésine sind von Bakterien produzierte Faktoren,
die es den Bakterien ermoglichen, an Oberfldchenstrukturen des Wirts anzuhaften.
Die Adhédsion mittels Adhédsinen verhindert einen moglichen Abtransport der
Bakterien und fordert somit das Entstehen eines Biofilms. Nach PASCUAL lésst sich
die Adhédsion durch Bakterien in drei Stadien unterteilen (siche Abbildung 2.26)
[147].
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Abbildung 2.26: Schematische Darstellung der schrittweisen Besiedelung eines Biomaterials/

Implantatmaterials mit Bakterien und anschlieSender Biofilmformation. Nach Lit. [147].

Direkt nach dem Eintritt der Bakterien kommt es zu einem raschen Uberzug der
Oberfliche mit Plasmaproteinen, die von den Bakterien produziert werden. In der
initialen Phase kommt es zum Antransport der Bakterien, die Interaktionen zwischen
Bakterien und der adsorbierten Proteinschicht sind noch recht unspezifisch,
hauptsidchlich durch VAN DER WAALS-, Gravitations- und COULOMB-Krifte
dominiert [148]. Im zweiten Stadium binden Membranproteine und
Membranpolysaccharide der Bakterien spezifisch an die zuvor abgelagerten Proteine
auf der Substratoberfldache. Einige Spezies sondern im Anschluss ein extrazellulédres
schiitzendes Sekret (Schleim) aus Exopolysacchariden aus, welches den enthaltenen
Bakterien in Phase drei eine erhohte Antibiotikaresistenz bietet. Nach O’TOOLE wird
eine akkumulierte Biomasse von Bakterien, bedeckt mit ihrem extrazelluldren

Material, als Biofilm definiert [149].

Insgesamt beinhaltet der Prozess der bakteriellen Adhision also eine initiale
physikochemisch dominierte Phase sowie weitere Phasen auf molekularer und
zellularer Ebene (Abbildung 2.27). Dabei kann in der ersten Phase zwischen
Adhésion an plasmafreie sowie plasmabedeckte Oberfliche unterschieden werden.
Wihrend im ersten Fall die Anhaftung der Bakterien vor allem durch hydrophobe
und elektrostatische Wechselwirkungen sowie VAN DER WAALS-Krifte dominiert
wird (Abbildung 2.27-1a), wird die Adhésion im zweiten Fall iiberwiegend durch

chemische Faktoren wie Oligopeptide, Zucker und Aminosduren gelenkt
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(Abbildung 2.27-1b). Im weiteren Verlauf adhirieren die Bakterien fest an die
Oberfliche, wobei die Wechselwirkungen zwischen Bakterienmembran und Substrat
dominieren. Hierfiir sind die Bakterien mit speziellen Membranstrukturen wie
Kapseln, Schleim oder Pili ausgestattet, die selektiv an die Substratoberfldchen
binden konnen. Diese Adhidsine werden von manchen Bakterienstimmen in
Abhingigkeit der Umweltbedingungen exprimiert. S. epidermidis weist zum Beispiel
mehrere Polysaccharidadhésine auf, die die Anhaftung an verschiedene Oberfldachen
und Proteingewebe ermoglichen [150]. Generell préferieren Bakterien es, auf
verfiigbaren Oberfldchen zu wachsen, statt in einem flieBenden wissrigen Medium.
Sobald die Bakterienzellen an die Oberflidche adhiriert sind, proliferieren sie und

bilden mehrlagige Zellcluster (Abbildung 2.27-11).

Bakterienzellen- anhaftender Zell-Zell- ausgereifter Ablésung
Anlagerung zur Oberfliche Zellmonolayer Adhasion und Biofilm
Proliferation

-4 = - 18 )—‘ L -4 = - - - - E a4 - g L
pre i 1 11
nicht beschichtet beschichtet

Ia. Anlagerung an die nicht beschichtete Ib. Anlagerung an die II. Zell-zell-Proliferation II1. Ablésung
Oberflache durch physikochemische Kréfte proteinbeschichtete zum ausgereiften Biofilm

Oberflache
1. hydrophobe Wechselwirkungen 1. Fibrinogen 1. Polysaccharid 1. 6-Toxin
2. elektrostatische Wechselwirkungen 2. Vitronectin Interzelluldres Adhésin (PIA) 2. Degradation extrazelluldrer
3. van der Waals-Krafte 3.von Willebrand-Faktor 2. Akkumulations- Makromolekiile

4. Thrombin Assoziiertes Protein (AAP)

Abbildung 2.27: Schematische Darstellung der bakteriellen Adhision auf molekularer und zelluldrer

Ebene unter der Einbeziehung bakterieller Faktoren. Nach Lit. [148] entsprechend Lit. [151].

Dabei spielen nun interferierende Polysaccharide (PIA) und akkumulations-
assoziierte Proteine (AAP) eine bedeutende Rolle und unterstiitzen die Akkumulation
und den innerbakteriellen Zusammenhalt. SchlieBlich 16sen sich unter anderem unter
Einwirkung von eigens produzierten Toxinen einige adhédrente und nicht-adhérente

Tochterzellen vom ausgereiften Biofilm, um neue Flichen zu besiedeln und den
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Kolonisationsprozess zu wiederholen (Abbildung 2.27-1II). Der Biofilm schiitzt die
Bakterien vor einer Ablosung und Abschwemmung und ermoglicht so eine
dauerhafte Besiedlung einer Oberfliche (Wirt). Chronische Infektionen entstehen,
wenn der bakterielle Befall eine kritische Grenze erreicht, so dass das Immunsystem

des Wirts keine geniigende Abwehr mehr leisten kann.

Bakterielle Adhédsion wird von unterschiedlichen Faktoren begiinstigt. Generell
miissen Umweltfaktoren wie Temperatur, Expositionszeit, Konzentration der
Bakterien und eine Transportmoglichkeit von Niahrstoffen und Metaboliten giinstig
ausfallen. Auch pH-Wert und Ionenstirke haben betrichtlichen Einfluss auf die
Adhision. So konnten BUNT et al. zeigen, dass eine Anhaftung an hydrophobe
Oberfldchen durch eine fiir die Bakterien giinstige Einstellung des pH-Wertes und
der Ionenstirke wesentlich erleichtert werden kann [152]. Des Weiteren hingt das
Ausmal einer Adhésion an ein Biomaterial von der chemischen Zusammensetzung
des Materials, der Oberflichenladung und der Beschaffung der Oberfliche
(Rauigkeit) ab. TEGOULIA und COOPER zeigten in ihren Studien, dass S. aureus aus
unterschiedlich stark hydrophoben Oberflichen die am stidrksten hydrophobe
préferiert, wihrend die hydrophilere Oberfldache deutlich weniger Keime aufwies
(153). Raue Oberflachen werden zahlreichen Studien zufolge deutlich leichter mit
Bakterien besiedelt, wihrend ultraglatte Oberfldachen fiir die Adhdsion von Bakterien
und die Bildung von Biofilmen eher nicht favorisiert werden [154,155]. Die Griinde
werden in den fiir die Kolonisierung giinstigen Vertiefungen gesehen, die eine raue
Oberfliche bietet. Dariiber hinaus ergaben Untersuchungen zur Keimbesiedelung
von porosen und dichten Implantaten, dass porose Materialien wesentlich stiarker von
mikrobiellen Befall betroffen sind als nichtporése [154,156]. Dabei fordern
Vertiefungen, die den Bakterien in ihrer GroBe entsprechen, die Adhision, wihrend
zu kleine Mulden die Anhaftung erschweren. Letztendlich hingt eine Adhésion nicht

nur vom Material, sondern auch von den Eigenschaften der jeweiligen Spezies ab.

Bakterielle Infektionen, die auf Biofilmbildung zuriickzufiihren sind, sind duBerst
schwierig mit konventionellen Antibiotikatherapien zu behandeln. Die Griinde
hierfiir konnten in einer langsamen Wachstumsrate von adhérierten Bakterien im
Biofilm liegen, des Weiteren wird ein eingeschrinkter Transport sowie Abtransport
von Niahrstoffen, Metaboliten und Sauerstoff zum und vom Biofilm als Ursache fiir

die Resistenz gegen Umwelteinfliisse vermutet [157-160]. Aus diesem Grund scheint
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eine Vorbeugung gegen die bakterielle Adhésion als eine sinnvolle Moglichkeit, die

Bildung von Biofilmen schon beim Entstehen zu verhindern.

2.2.5.1 Bakterizide Beschichtungen auf der Basis von Polymeren

Bakterielle Infektionen konnen vor allem durch Inhibierung der bakteriellen
Adhidsion im Anfangsstadium verhindert werden. Die Reduktion der Adhision von
Bakterien in den ersten sechs Stunden nach der Implantation trdgt bereits stark zur
Vermeidung einer Infektion bei [161]. Aus diesem Grund wird intensive Forschung
auf dem FEinsatz bakterienabweisender Beschichtungen betrieben. Die Entwicklung
einer geeigneten antiadhdsiven und antibakteriellen Beschichtung stellt dabei
generell eine Herausforderung dar, denn hiufig zeigen potentielle Beschichtungen
aufgrund maskierender Effekte durch bakterielle Proteinschichten auf der
Substratoberfliche eine ungeniigende Effizienz in vivo. Die physikochemischen
Eigenschaften der unterliegenden Substratoberfliche werden somit durch die
anhaftenden bakteriellen Ausscheidungen ausgeschaltet, funktionelle Gruppen
konnen ihr Ziel nicht erreichen. Dementsprechend gestaltet sich die Aufgabe
schwierig, eine wirksame Beschichtung zu entwickeln, die nicht auf der Freisetzung
etwa von Silberionen oder gar antibiotischen Substanzen basiert. Diese Stoffe zeigen
wegen der zunehmenden Resistenzbildung grofle Nachteile im Zusammenhang mit

dem geplanten Einsatzgebiet [162,163].

Potentielle Biozide, die nicht auf einem Freisetzungsmechanismus basieren, sind
zum Beispiel antibakterielle Polymere. Sie bieten Vorteile wie Nichtfliichtigkeit,
chemische Stabilitit sowie keine Hautpermeabilitit. Ein weiterer Vorteil ist die
geringere Umweltbelastung, da sie nicht ohne Weiteres in die Umwelt entlassen
werden. Resistenzen sind nach derzeitigem Stand der Forschung nicht bekannt, was
ein enormer Vorteil gegeniiber herkdommlichen Antibiotika ist [32]. Zudem kann eine
langreichende Funktion der polymeren Beschichtung erwartet werden, da das Biozid
in der Regel permanent in der Schicht verbleibt. Neben zahlreichen polymeren
Bioziden ist ein breites Spektrum an kationischen amphiphilen Polymeren bekannt,

die antiadhisiv oder antibakteriell wirken (Abbildung 2.28).
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Abbildung 2.28: Beispiele fiir bakterizide Polymere: 1) EVOH-CBZ basierend auf antifugalen
2-Benzimidazolcarbamoylgruppen, 2) quartdre Phosphoniumverbindung, 3) quartires Poly(4-vinyl-N-
hexylpyridiniumbromid), 4) fluoriertes Poly(4-vinylpyridin)-block-co-Polymer, 5) Polyethylenimin

(zeigt nach chemischen Modifizierungen antibakterielle Eigenschaften).

Der Fokus dieser Arbeit richtet sich vor allem auf quartire Ammoniumverbindungen
auf der Basis von Poly(4-vinylpyridin) (PVP). Dieses kommerziell erhiltliche
Polymer zeigt nach einer Hexylierung antibakterielle  Eigenschaften
(Abbildung 2.28-3) [33]. Die antibakterielle Funktion von kationischen Polymeren
wie  Poly(4-vinyl-N-hexylpyridiniumbromid) basiert auf einer disruptiven
Einwirkung dieser Biozide auf die Zellmembran von Bakterien, die aus
Phospholipiddoppelschichten aufgebaut ist. Die Zellmembran wird vornehmlich
aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen angegriffen und zerstort. Die
negativen Ladungen der Phosphatgruppen in der Lipiddoppelschicht interagieren mit
den positiven Ladungen der Polymerketten. So konnen die flexiblen lipophilen
Alkylketten des Polymers in die Lipidschicht eindringen und deren Struktur so stark
penetrieren, bis sie dem Innendruck nicht mehr standhdlt und das Cytoplasma

austritt. Dies fiihrt zur Zerstorung der Zelle (siehe Abbildung 2.29).
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Abbildung 2.29: Schematische Darstellung der antibakteriellen Funktionsweise von kationischen
Polymeren. Links: Struktur des kovalent gebundenen Poly(4-vinyl-N-hexylpyridiniumbromids) an
eine Implantatoberfliche. Rechts: Hypothetischer Abwehrmechanismus durch das bakterizide

Polymer, die flexiblen hydrophoben Seitenketten penetrieren die Bakterienzellwand.

Ein weiterer vorgeschlagener Abwehrmechanismus beruht auf der Annahme, dass
die Phosphatgruppen der Phospholipiddoppelschicht zum Ladungsausgleich
zweiwertige Kationen wie Ca”* und Mg2+ bendtigen, da sie sich sonst aufgrund ihrer
negativen Ladungen abstoBen wiirden. Werden diese Kationen nun durch das positiv
geladene Polymer verdringt, wird die Ordnung im Aufbau der Membran erheblich
gestort und geschidigt [164]. Demnach hingt die bakterizide Wirksamkeit von
quartidren, polymeren Ammoniumverbindungen von der Hydrophobie und
Ladungsdichte des Polymers ab. Weitere Faktoren wie Molekulargewicht,
Spacerlidnge zwischen den aktiven Seiten im Polymer sowie die Natur des Gegenions
bestimmen die antibakterielle Aktivitit entscheidend und konnten je nach
Bakterienstamm eingestellt werden. So bietet sich zum Beispiel fiir die Bekdmpfung
grampositiver Bakterien mit der (im Vergleich zu gramnegativen Bakterien) dickeren
Zellmembran der Einsatz hydrophoberer Polymere an. Im Falle von Poly(4-
vinylpyridin) zeigte die hexylierte Variante im Vergleich zu kiirzeren und ldngeren

Alkylresten die hochste antibakterielle Wirksamkeit [34].

Fir eine funktionale und dauerhafte antibakterielle Beschichtung ist eine
zuverldssige Anbindung an das Implantatmaterial erforderlich. Hierfiir eignen sich
neben einem direkten Einbau des polymeren Biozids in das Implantatmaterial

verschiedene Strategien. Eine zuverldssige Methode fiir eine langfristige Bindung an
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silicatische Oberflidchen ist die kovalente Anbindung mit Hilfe von Silanen [33,34,
165]. In der Abbildung 2.30 ist ein Schema zur kovalenten Anbindung von Poly(4-
vinylpyridin) an eine Silicaoberfldche gezeigt [34]. Der Vorteil in diesem Fall ist,
dass die Oberfliche keiner langwierigen Vorbereitung bedarf, die Anbindung von
3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) sowie die weiteren Syntheseschritte

konnen unter Luftatmosphére ablaufen.

Linker

APTMS
hydrolysiert
%7/\;
E—

Si
HO // \OH -n Hzo Z
HO \ ‘ Polymer
OH OH OH OH OH g Hexylierung
| | | | |
I 1 1 I | 1 I I I I I

H 1,4-Dibrombutan

Abbildung 2.30: Schema zur kovalenten Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) an eine Silicaoberfldche
mit Hilfe von APTMS und 1,4-Dibrombutan als Linkermolekiil. Durch die Alkylierung des Polymers

erhilt dieses antibakterielle Eigenschaften.

Weitere iibliche Methoden fiir die Anbindung von Polymeren ist eine Anbindung
durch eine oberflicheninduzierte Polymerisation (Grafting from) [166-169] oder die
kovalente Anbindung durch funktionalisierte reaktive Gruppen an Kettenenden des
Polymers (Grafting onto) [165,170]. In der Abbildung 2.31 ist schematisch die
Anbindung von PVP durch Grafting onto mit Hilfe von Methoxysilangruppen durch
vorherige Umsetzung mit 3-Brompropyltrimethoxysilan (BPTMS) dargestellt. Auch

in diesem Fall kann die Anbindung unter Luftatmosphére erfolgen.
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Abbildung 2.31: Schema zur kovalenten Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) an eine Silicaoberfldche
mit Hilfe von BPTMS als reaktive Gruppe. Die N-Atome der Pyridinringe werden sowohl zum
Verlinken mit BPTMS als auch fiir die gleichzeitige Alkylierung genutzt, bei der antibakterielle

Eigenschaften entstehen.

Ein grofler Nachteil von Grafting-Methoden ist, dass in der Regel eine komplexe,
streng kontrollierte Reaktionsfithrung unter Ausschluss von Wasser und Luft
notwendig ist. Die eben vorgestellte Reaktionsfiihrung von SAMBHY [165]
(Abbildung 2.31) wurde im Rahmen dieser Arbeit dahingehend modifiziert, dass die
Silanisierung und die Alkylierung unter Luftatmosphidre durchgefithrt werden
konnten und die Anbindung des silanmodifizierten Polymers im Anschluss mittels
Spin Coating erfolgte. Das nach beiden Methoden angebundene Polymer soll
idealerweise eine langlebige antibakterielle und antiadhdsive Wirkung

aufrechterhalten und so einer Biofilmformation entgegenwirken.

Eine weitere Moglichkeit zur Priparation biozid ausgestatteter Implantate ist zum
einen die direkte Einlagerung des entsprechenden Polymers in das Implantatmaterial
(zum Beispiel Polymercatheter) bei dessen Herstellung. Fiir die &dulere
Modifizierung einer Implantatoberfliche bietet sich im Rahmen dieser Arbeit neben
kovalenter Anbindung die Herstellung einer Beschichtung auf der Basis eines Silica-
Polymer-Hybridmaterials an, wobei das antibakterielle Polymer (und weitere
Additive) in eine Silicamatrix eingebettet wird (siehe Abbildung 2.32). Verfahren

ausgehend von der Sol-Gel-Chemie bieten bereits etablierte Verfahren zur
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Herstellung  anorganisch-organischer ~ Hybridmaterialien, = (Nano)-Komposite,

Nanopartikel sowie Beschichtungen und Fasern [171-173].

Silica-Polymer-Sol

TEOS alkyliertes PVP
ETOH (Ag*)
HCI, H,O

Abbildung 2.32: Schema zur Prédparation polymerhaltiger Silicafilme mit Hilfe des Spin Coating. Das
Polymer (PVP) wird vorher separat alkyliert und in einem Silicasol geldst. Zusitzlich koénnen

Additive wie Ag* oder nanoskaliges Silber in das Silica-Hybridmaterial eingearbeitet werden.

Der Vorteil von Sol-Gel-Synthesen ist die gute Verfiigbarkeit von Alkoxiden (TEOS,
TMOS) als Precursoren, die nach der Hydrolyse ein oxidisches Netzwerk bilden.
Davon ausgehend konnen zwei Klassen von Hybridmaterialien erhalten werden [174,
175]. Zum einen Materialien, die eingebettete organische Molekiile, polymerisierbare
Monomere oder auch Polymere im oxidischen Netzwerk enthalten und wihrend der
Kondensation der anorganischen Phase entstehen. Dabei liegen nur schwache
Bindungen zwischen den beiden Phasen vor. Im anderen Fall bestehen kovalente
Bindungen zwischen der anorganischen und organischen Komponente. Unter den in
der Regel milden Reaktionsbedingungen konnen leicht Alkoxysilane in das oxidische
Netzwerk inkorporiert werden, die polymerisierbare Gruppen (Epoxy-, Vinyl-,
Methacryloxygruppen) tragen kénnen. Eine weitere Modifizierung kann dann zum
Beispiel durch photochemisch induzierte Polymerisationsreaktionen (cross-linking)

eingebracht werden.
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2.2.6 Geordnete mesoporose Materialien

Die Entwicklung poroser Materialien ist bereits seit Jahren Gegenstand intensiver
Forschung. Die Einsatzgebiete solcher Materialien, die generell eine grofle
spezifische Oberfliche und eine enge Porenweitenverteilung aufweisen, sind
vielseitig, ihre Forschung ist daher sehr attraktiv. Bedeutende Anwendungsgebiete
fir porose Materialien sind zum Beispiel im Bereich Adsorption, Katalyse und
Gasspeicherung angesiedelt. Die Entwicklung einer neuen Klasse periodisch
mesopordser Silicas, M41S genannt, durch die Mobil Oil Company im Jahre 1992
wies der Forschung einen neuen Ansatz, mesoporose Festkorper mit
Porendurchmessern im Bereich von 2 — 50 nm zu erhalten [90,91]. Charakteristisch
fir diese Materialien ist, dass auf Grund der PorengroBe und der amorphen
silicatischen Winde zwischen den Poren in der Rontgen-Beugung nur im unteren
°260-Bereich Reflexe erhalten werden. Typische Vertreter dieser Klasse sind
Materialien wie MCM-41 (hexagonal), MCM-48 (kubisch) sowie MCM-50
(lamellar). In Abbildung 2.33 sind die Strukturen dieser Materialien schematisch

dargestellt.

Abbildung 2.33: Beispiele fiir Strukturen mesoporoser Materialien, a) MCM-41 (zweidimensional-

hexagonal), b) MCM-48 (kubisch), c) MCM-50 (lamellar). Entnommen aus Lit. [176].

Die Neuheit bei der Priparation der mesopordosen Substanzen war die Einstellung der
Porenweite bzw. der Porenanordnung mit Hilfe supramolekularer Aggregate,
bestehend aus amphiphilen ionischen Tensidmolekiilen, als strukturdirigierende
Agentien (SDAs). Dabei wird die Selbstorganisation von Tensiden in wéssrigen
Losungen ausgenutzt. Die hydrophoben Reste der Tenside konnen vom Wasser
abgeschirmt werden, indem Micellen in Form von Kugeln, Stibchen oder Lamellen
gebildet werden. Bei ausreichender Konzentration des Tensids kommt es zur

Ausbildung hoherer Strukturen, wobei die Micellen als Bausteine dienen. In diesen
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lyotropen Phasen kommt zur Ausbildung von Packungen, wobei die Micellen
hexagonal oder kubisch angeordnet sein konnen. In Abbildung 2.34 ist der SDA-

Mechanismus zur Bildung mesopordser Materialien dargestellt.

lyotrope Flussigkristall-Phase  Komposit: anorganisch mesopordses Material
(hier: zweidimensional- mesostrukturierter Festkdrper/Tensid (hier MCM-41)
hexagonal)

sphérische Stabchen-Micelle

Micelle
Ve
% g} 2 Entfernen
- des Tensids
O> o) o) Silica-
\/O\\?‘.O\/ \/O\‘?"O\/ \/O\\SII-O\/ vorstufe
ro ro r0 (hier TEOS)

b)

Abbildung 2.34: Bildung mesopordser Materialien durch strukturdirigierende Agentien (SDA) am
Beispiel von MCM-41; a) echter Fliissigkristall-Templat-Mechanismus, b) kooperativer

Fliissigkristall-Templat-Mechanismus. Entnommen aus Lit. [176].

Dabei wird zwischen zwei Mechanismen unterschieden, der echte Fliissigkristall-
Templat-Mechanismus  geht unter der  Voraussetzung einer  hohen
Tensidkonzentration vom Modell der lyotropen fliissigkristallinen Phase aus
(Abbildung 2.34 a). Nach dieser Vorstellung stellt die Mesophase das
Kristallisationsgeriist. In den wissrigen Zwischenrdumen dieses Geriistes

kondensieren die silicatischen Komponenten.

Bei geringen Tensidkonzentrationen ist der kooperative Fliissig-Kristall-
Mechanismus wahrscheinlicher, da die Konzentration an Tensid zu gering ist, um
eine konzentrationsinduzierte lyotrope Phase auszubilden (Abbildung 2.34 b). Die
zugesetzte anorganische Spezies erhoht in diesem Fall die selbstorganisierenden
Eigenschaften des SDAs und es kommt so dennoch zur Ausbildung einer lyotropen
Phase. Das mesoprose Endprodukt kann schlieBlich durch Extraktion oder

Calcination, wodurch das SDA entfernt wird, erhalten werden.
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2.2.6.1 Priparation diinner Silicafilme: EISA-Mechanismus

Die Ausstattung des Basismaterials der Mittelohrprothese mit einem mesopordsen
Film bietet vor allem Zugang zu zahlreichen Moglichkeiten der chemischen
Modifizierung. Eine praktische und schnelle Methode ist die Herstellung der Filme
nach dem von BRINKER vorgeschlagenen EISA-Prozess (evaporation-induced self-
assembly process) [177]. Dieser beruht analog zu Abschnitt2.2.6.1 auf
Selbstorganisationsprozessen amphiphiler, langkettiger Tenside mit
vorkondensierten Silicaspezies, die in diesem Fall durch die Verdampfung des
Losungsmittels ausgelost und beeinflusst werden. Die Herstellung der Filme kann
mittels Dip Coating oder Spin Coating erfolgen (Abschnitt 3.6 und 3.7). Im
Synthesegel aus Ethanol, Wasser und einem l6slichen Silicaprecursor liegt die SDA-
Konzentration unterhalb der kritischen Micellenkonzentration (cmc), somit liegen
freie Tensidmolekiile in der Losung vor. Beim Herausziehen des Trigermaterials aus
der Losung wihrend des Dip Coating-Prozesses verdunstet das Losemittel, wobei die
cmc erreicht wird und es zur durch Selbstorganisation der Tensidmolekiile zur
Ausbildung von Micellen in der Losung kommt. Die weitere Verdunstung des
Losemittels durch Herausziehen des Trédgers und dessen Trocknung fiihrt zu einem

organisierten Film. Diese Vorgédnge sind schematisch in Abbildung 2.35 dargestellt.
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Abbildung 2.35: Verschiedene Stadien beim Dip Coating-/ Spin Coating-Prozess einer komplexen

Fliissigkeit aus Silica-Sol, Tensid, Alkohol und Wasser. Entnommen aus Lit. [177].
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Ein vergleichbarer Prozess lduft auch beim Spin Coating ab. Hier verdunstet bereits
beim Abschleudern des Synthesegeliiberschusses ein groB3er Teil des Losungsmittels,
wobei es zu selbstorganisierenden Effekten der Tensidmolekiile kommt. Eine
vorschnelle Kondensation der anorganischen Phase wird durch die Einstellung der

Syntheselosung am isoelektrischen Punkt von kolloidalem Silica verhindert.

Die Wahl des SDAs, der Temperatur, die Luftfeuchtigkeit und die Einstellung der
Verdampfungsrate sowie die Ziehgeschwindigkeit (beim Dip Coating-Prozess) bzw.
die Rotationsgeschwindigkeit (beim  Spin Coating-Verfahren) beeinflussen

wesentlich das Entstehen einer bestimmten Mesostruktur sowie die Schichtdicke.
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3 Analytischer Teil

In diesem Kapitel werden die fiir diese Arbeit verwendeten analytischen Methoden
und Gerite erldutert. Hier soll lediglich auf die Grundlagen der einzelnen Methoden
eingegangen werden. Die genaue Handhabung einiger Gerdte sowie die

Durchfithrung der Messungen werden in Kapitel 4 beschrieben.

3.1 Molybdat-Methode

Mit der Molybdat-Methode kann die Konzentration der Monokieselsdure bestimmt
und damit die Kinetik der Kieselsdurekondensation untersucht werden. Das Prinzip
beruht auf zeitabhingigen Messungen, wodurch ein Konzentrations-Zeit-Diagramm
erhalten wird. Dieses kann dann fiir kinetische Untersuchungen herangezogen
werden. Die hier eingesetzte Molybdat-Methode wurde 1953 von ALEXANDER
vorgestellt und ist zum Nachweis von Kieselsdure in wéssriger Losung
bestimmt [178]. Fiir die praktische Durchfiihrung wird zunichst eine schwefelsaure
Ammoniumheptamolybdatlosung hergestellt. Der pH-Wert der erhaltenen Ldsung
betrigt ungefihr 1. In saurer Losung entsteht unter Kondensation des
Heptamolybdations, welches aus sieben kantenverkniipften Molybdatoktaedern

besteht, das Dodecamolybdation mit KEGGIN-Struktur (sieche Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1: Struktur des KEGGIN-Ions, aus Lit. [96]. Ein von vier Sauerstoffatomen koordiniertes

Heteroatom ist von zwolf Molybdat-Oktaedern umgeben.

Die KEGGIN-Struktur entsteht aus jeweils drei kantenverkniipften Oktaedern, die

insgesamt vier eckenverkniipfte Gruppen bilden. Diese Struktur weist in der Mitte
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einen Hohlraum auf, der tetraedrisch von Sauerstoffatomen koordiniert ist. Das
Isopolyanion weist zwei Hydroniumionen im Hohlraum auf [179]. In diesen
Hohlraum wird in kieselsdurehaltiger Losung Monokieselsidure eingelagert, wobei
die Struktur eines Heteropolyanions gebildet wird. Bei diesem Heteropolyanion
handelt es sich um einen Silicomolybdat-Komplex, der Licht der Wellenlinge um
400 nm absorbiert. Die Losung ist intensiv gelb gefiarbt. Die Konzentration der
Kieselsdure kann zuverlidssig bestimmt werden, wenn ein grofl3er Uberschuss an
Molybdat vorliegt, so dass die Konzentration des Silicomolybdat-Komplexes nur von

der Kieselsdurekonzentration abhingig ist.

Mit Hilfe der Molybdat-Methode kann unter Anwendung des LAMBERT-BEERschen
Gesetzes (Gleichung 3.1) die Kieselsdurekonzentration photometrisch bestimmt
werden. Danach ist die Absorption A proportional zur Konzentration ¢ der
absorbierenden Spezies. Bei / und Iy handelt es sich um die gemessene Lichtintensitiit

und die Intensitit der Blindprobe. &,;steht fiir den wellenabhingigen

Extinktionskoeffizienten und d fiir die Linge des durchstrahlten Messvolumens.

A:—loglizg,c-d G.1)

0
Das Messprinzip beruht auf der Tatsache, dass nur ein Monokieselsduremolekiil in
den Hohlraum des Dodecamolybdations eingelagert werden kann. Bei Zugabe von
kondensierter Kieselsdurespezies zur Molybdatlosung sollte daher keine Reaktion
zum Silicomolybdat-Komplex eintreten. Allerdings befinden sich oligomere und
polymere Kieselsduren im Gleichgewicht mit monomerer Kieselsdure, so dass durch
Entzug der monomeren Spezies aus der Losung in Folge der Reaktion zum gelben
Komplex, die hoher kondensierten Kieselsduren verstéarkt zerlegt werden. Dies fiihrt
zur Verlagerung des Kondensationsgleichgewichts der Kieselsdure zugunsten des
Monomers. Die Gleichgewichtseinstellung zwischen Monomer und Dimer verlduft
recht schnell, wohingegen die Riickreaktion des Trimers oder hoher kondensierten
Spezies deutlich langsamer verldauft. Wegen der schnellen Riickreaktion des Dimers
zur monomeren Kieselsdure konnen diese beiden Spezies durch die Molybdat-
Methode nicht getrennt voneinander betrachtet werden [180-182]. Eine ldngere
Reaktionszeit bewirkt jedoch, dass auch hohere Spezies eine Riickreaktion zum
Monomer eingehen und den Farbkomplex bilden. Daraus folgt ein stetiger

Absorptionsanstieg, der eine hohere Konzentration an Monokieselsdure vortduscht.
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Um richtige Ergebnisse zu erzielen, ist es daher notwendig die Messung der
Absorption an einem definierten Zeitpunkt vorzunehmen, an dem die Absorption nur
noch langsam ansteigt. In dieser Arbeit wurde bei den Messungen das von
ALEXANDER vorgeschlagene Zeitintervall von zehn Minuten eingehalten
[178,183,184]. Diesem Vorgehen folgend zeigen Untersuchungen von JAHNS, dass
vollstindig molybdatreaktive Kieselsdaurespezies nicht mehr als 30 Siliciumatome
enthalten [96]. Die praktische Durchfithrung der Messungen ist in Abbildung 4.8
dargestellt.

Fiir die kinetischen Messungen wurde ein UVmini-1240 UV-Vis-Photometer von der
Firma SHIMADZU verwendet. Dieses Einstrahlphotometer weist einen
Wellenldngenbereich von 190 bis 1100 nm auf. Als Lichtquellen dienen eine 20-W-
Halogenlampe sowie eine Deuteriumlampe. Bei dem Monochromator handelt es sich
um ein aberrationskorrigiertes, holographisches Gitter. Fiir die Detektion wird eine

Silicium-Photodiode eingesetzt.

Wiihrend der kinetischen Messungen ist eine mehrmalige Uberpriifung des pH-
Wertes der Reaktionslosung erforderlich. Hierfiir wird ein pH-Meter 765 Calimatic
von KNICK benutzt. Bei der pH-Elektrode handelt es sich um eine Blueline 18 pH

von SCHOTT.

3.2 Dynamische Lichtstreuung

Mit Hilfe der Dynamischen Lichtstreuung ist es moglich, den hydrodynamischen
Radius von dispergierten Partikeln in Losung zu bestimmen. Dieser erfasst auch die
Solvathiille, die das zu untersuchende Partikel umgibt. Bei geladenen Partikeln ist
damit auch die Ionen-Doppelschicht bzw. die NERNST- und HELMHOLTZ-Schicht
miteinbezogen. Es wird also von einem sphérischen Partikel ausgegangen, das sich
im untersuchten Medium mit der gleichen Geschwindigkeit bewegt wie das zu

messende Teilchen.

Das Messprinzip der Dynamischen Lichtstreuung macht sich die BROWNsche
Molekularbewegung von Teilchen in Losung zunutze. Die Teilchen sind demnach in
standiger Bewegung, wobei kleine Partikel sich weit schneller bewegen als grofere

Partikel. Durch die Molekularbewegung kommt es stindig zu Fluktuationen der
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gemessenen Streuintensititen. Diese Unterschiede in der Stirke der Messsignale
werden mit Hilfe einer Korrelationskurve bestimmt. Aus dem Verlauf der
Korrelationskurve kann dann die GroBenverteilung der Teilchen mit Hilfe

bestimmter Algorithmen berechnet werden [185].

Fiir Messungen der Dynamischen Lichtstreuung wurde ein Zetasizer Nano ZS der
Firma MALVERN Instruments verwendet. Fiir die Filtration der Losungen wurden
Spritzenfilter Puradisc 25 TF mit einer Membran aus Polytetrafluorethylen (PTFE)
und 0.45 um Porendurchmesser der Firma WHATMAN benutzt. Die Messungen
erfolgten in Polystyrol-Kiivetten der Firma SARSTEDT. Des Weiteren wurden fiir das

Aufziehen der Losungen PP-Spritzen verwendet.

3.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) ist eine Methode, um Oberflichen bzw.
raumlich strukturierte Festkorper zu untersuchen. Sie bietet viele Vorteile gegeniiber
der Lichtmikroskopie, da eine um vielfach bessere Auflosung und auBerdem auch
eine wesentlich bessere Tiefenschiarfe der Abbildungen erreicht wird. Beim
Rasterelektronenmikroskop werden anstelle von Licht Elektronen sowie elektrische
Spulen anstelle von Linsen verwendet, um Abbildungen zu erhalten. Die Proben
werden mit Hilfe eines gebiindelten Elektronenstrahls punktuell abgerastert. Die von
den Elektronen erfassten Atome werden dazu angeregt, Sekundirelektronen
abzugeben, die dann detektiert und in ein Bild umgewandelt werden. Fiir die REM
wird eine stabformige Wolframkathode mit einer sehr diinnen Spitze (100 nm oder

weniger) verwendet.

Die REM-Aufnahmen wurden mit dem JSM-6700F der Firma JEOL angefertigt. Die
Probe wurde hierfiir auf ein leitfahiges Graphit-Pad aufgebracht, das auf einem
Messingtriger befestigt wurde. Der Arbeitsabstand betrug 8 mm, die
Beschleunigungsspannung 2 kV. Die Aufnahmen wurden von Frau Dr. BRITTA

HERING erstellt.
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3.4 Simultane Thermoanalyse

Bei der Simultanen Thermoanalyse wird die Masse einer Probe in Abhingigkeit der
Temperatur untersucht. Durch die Temperaturerhohung bis 1000 °C kommt es zu
Zersetzungs- und Oxidationsreaktionen sowie Verdampfung und Sublimation in der
Probe. Dadurch tritt ein Massenverlust auf, der als Kurve aufgezeichnet wird. Aus
dieser Anderung der Masse konnen Riickschliisse auf die Zusammensetzung der
Probe und deren thermische Stabilitit gezogen werden. Ferner wird die
Differentialthermoanalyse (DTA) durchgefiihrt, um exotherme und endotherme
Prozesse beim Aufheizen der Probe zu verfolgen. Die gemeinsame Durchfithrung

beider Methoden bezeichnet man als simultane Thermoanalyse.

Fiir die Messungen wurde ein Geridt vom Typ Simultaneous Thermal Analyser 429
von NETZSCH verwendet. Als Probengefil3e dienten Korundtiegel. Zur Auswertung

der erhaltenen Daten wurde die Software Proteus Thermal Analysis 4.3.1 verwendet.

3.5 Kontaktwinkel

Durch die Messung des Kontaktwinkels lassen sich die Benetzungseigenschaften
einer Festkorperoberflaiche mit einer Fliissigkeit charakterisieren. Ferner konnen
Untersuchungen mittels Kontaktwinkel Informationen zur Oberfldchenenergie geben.
Dabei wird der Winkel zwischen dem Rand des Tropfens und der Oberfliche als
Kontaktwinkel ® definiert. Die Grofe dieses Winkels ist abhingig von der
Wechselwirkung zwischen der zu benetzenden Oberfliche und der Fliissigkeit,
wobei der Kontaktwinkel mit abnehmender Wechselwirkung grolere Werte

annimmt. Dies wird durch die YOUNGsche Gleichung beschrieben (Gleichung 3.2).

O.—0O
cos@=—"3"5
GL

(3.2)

Dabei ist o die freie Oberflichenenergie des Festkorpers, o, die Grenzflichen-

energie zwischen Fliissigkeit und Festkorper und o, die Oberflachenspannung der
Fliissigkeit. Bei der Verwendung von Wasser als Benetzungsfliissigkeit bezeichnet
man bei geringen Kontaktwinkeln um 0° die Oberfldche als hydrophil, bei Winkeln
grofer als 90° als hydrophob (> 120°: superhydrophob).
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Die Kontaktwinkelmessungen wurden mit dem Gerdt Surftens universal der Firma
OEG, Frankfurt/Oder durchgefiihrt. Die Messungen wurden jeweils dreifach auf

Glasobjekttrigern No. 2400 der Firma ELKA, Sondheim vorgenommen.

3.6 Spin Coating

Diese Methode eignet sich hervorragend, um diinne Schichten auf runden Substraten
aus Glas, Silicium-Wafern oder Metallen, wie Titan, zu erzeugen. Dabei wird ein
bestimmtes Volumen einer Fliissigkeit auf einem rotierenden Substrat aufgebracht
und beschleunigt. Die Fliissigkeit, zum Beispiel eine Polymerldsung, wird vorher
entweder manuell oder automatisch mittels einer Zutropffunktion moglichst mittig

auf das Substrat aufgetragen.

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Prinzips beim Spin Coating. Die aufgebrachte

Fliissigkeit verteilt sich durch die Rotation des Substrats.

Die bestimmenden Parameter beim Spin Coating-Prozess sind die Viskositit der
Losung, die Winkelgeschwindigkeit und die Rotationszeit. Die durch die
Rotationsgeschwindigkeit bedingten Zentrifugalkrifte sowie die durch das
Losemittel bedingten viskosen Eigenschaften bestimmen den Entstehungsprozess der
Filme. Die Filmdicke H ist indirekt proportional zur Rotationsgeschwindigkeit

(Gleichung 3.3).
H~w" (3.3)

Dabei ist w die Rotationsgeschwindigkeit, N ist von der Evaporation des jeweiligen

Losemittels abhingig. Die Schichtdicke der hergestellten Filme kann von einem
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Monolayer im Bereich weniger Nanometer bis zu Schichtdicken mehrerer

Mikrometer betragen [186,187].

Die Herstellung der Diinnfilme erfolgte auf mit einem WS-400-6NPP-LITE Spin
Coater mit automatischer Zutropffunktion der Firma LAURELL. Als Substrate dienten
runde Glasplittchen mit einem Durchmesser von 13 mm (MENZEL-Glédser, Thermo

Fisher Scientific).

3.7 Dip Coating

Dieses Verfahren wurde zum Beschichten von Glasobjekttrigern (No. 2400, ELKA,
Sondheim) eingesetzt. Das verwendete Gerit ist ein DC Small Dip Coater von
NIMA, Coventry, England. Die Tauchprozedur fand in einer Klimakammer bei
konstanter Luftfeuchte von 80 % statt, die mit einer 50 %igen Glucoselosung
eingestellt worden war [177,188]. Fiir die mesopordse Silicabeschichtung wurden die
Objekttriager fiir 30 s eingetaucht und mit einer Geschwindigkeit von 15 mm/min
herausgezogen und fiir 5 min luftgetrocknet. Bei der Herstellung der amorphen
Silicafilme wurden die Objekttriger mit einer Geschwindigkeit von 25 mm/min
herausgezogen bei einer Tauchzeit von 2 min. Nach einer fiinfminiitigen
Vortrocknung wurden bei beiden Verfahren die Objekttriger iiber Nacht bei 60 °C

vorgetrocknet und danach bei 415 °C 4 h calciniert (Aufheizrate 1 °C/min).

3.8 Zellviabilitat

Die Zellkompatibilitit der Proben wurde an NIH3T3-Zellen am Helmholtz Zentrum
fiir Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig gepriift. Die Untersuchungen wurden
von MUHAMMAD BADAR durchgefiihrt. Die mit kovalent angebundenem, hexyliertem
Poly(4-vinylpyridin) beschichteten Pldttchen wurden zunéchst in eine 24-Lochplatte
tiberfiihrt und mit 1 mL einer verdiinnten NIH3T3-Zellsuspension iiberschichtet, als
Kontrolle dienten unbehandelte Glasplittchen sowie Zellkulturplastik. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation der Plittchen bei 37 °C. Nach Zeitintervallen von jeweils 24
und 72h wurden Aufnahmen der Zellen mit einem ZEISS Axio Observer.Al

Mikroskop gemacht.

Des Weiteren wurden im Rahmen der Kooperation mit dem Teilprojekt D8 ,,Dentale

Implantat-Abutments* im SFB 599 in vitro-Studien hinsichtlich der Zelladhésion und
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Zellproliferation humaner Gingivafibroblasten auf den mit Poly(4-vinyl-N-
hexylpyridiniumbromid)  beschichteten = Glasproben  (runde  Glasplittchen)
unternommen. Die Untersuchungen wurden an der Prothetischen Zahnklinik der
Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) von LYSANN RINGENBERG
durchgefiihrt. Fiir die Anzahl der adhédrenten Gingivazellen wurden die mit Polymer
beschichteten Glasplittchen gegen unbeschichtetes Glas sowie Zellkulturplastik als
Kontrolle an zwei Zeitpunkten untersucht. Hierfiir wurde der Lactatdexydrogenase-
Test (LDH-Test) herangezogen; die beobachtete Aktivitit kann zur Anzahl der
lebenden, Stoffwechsel betreibenden Zellen in Korrelation gesetzt werden, denn nur
lebende Zellen produzieren diese Substanz. Dazu  wurden humane
Gingivafibroblasten der Zelllinie HGFib in einer Konzentration von 1.5 x 10* Zellen
pro Loch einer 24-Loch-Platte auf die Probekorper sowie Kontrolle ausgesit. Nach
24 und 72h wurden drei der beschichteten und drei der unbeschichteten
Glasplittchen aus den Zellkulturschalen entnommen und mit HBSS (Hank’s
Buffered Salt Solution) abgespiilt. Die anhaftenden Zellen wurden mit 10 %-iger
Triton X-100 Losung (nichtionisches Tensid) terminiert und die Konzentration der
Lactatdehydrogenase kolorimetrisch bei 490 nm bestimmt. Parallel dazu erhobene

Standardkurven ermdglichten nun die Bestimmung der Zellkonzentration.

3.9 Bakterielle Aktivitit

Die Untersuchung der bakteriellen Adhésion auf den polymerbeschichteten
Glasproben gegen Glaskontrollproben erfolgte am Modell zweier Plaque-bildender
Keime (S. sanguinis als Vertreter der Initialbesiedler und S. mutans als frithen
Folgebesiedler). Diese Untersuchungen wurden innerhalb der Kooperation mit der
Prothetischen Zahnklinik der MHH von LYSANN RINGENBERG durchgefiihrt. Die
jeweilige Bakterienart wurde in Tryptic Soy Broth Medium angeimpft und fiir 24
Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Probekorper mit S. mutans mit einer
optischen Dichte (OD) von 1.242 oder mit S. sanguinis bei einer OD von 1.193
beschichtet und 1 Stunde unter Rotation bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation
erfolgte ein sechsmaliges Waschen der Probekorper mit jeweils 1 ml Reinwasser, um
nicht adhirierte Keime zu entfernen. Fiir die Fixierung der Keime auf der
Oberfldche, wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 4 °C vollstdndig mit 2.5 %-iger
Glutardialdehydlosung (ROTH) bedeckt. Die Plittchen wurden anschlieBend mit
I mL Phosphate buffered saline (BIOCHROM) gewaschen, iiber Nacht bei 4 °C



3 Analytischer Teil 69

gelagert und am folgenden Tag mit 1 %i-ger Acridine Orange-Losung (ROTH) fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur gefdrbt. Die Proben wurden durch sechsmaliges
Waschen mit Reinwasser von Farbstoffresten befreit und mit PBS bedeckt. Die
Analyse und Dokumentation der adhirierten Bakterien auf den Beschichtungsarten
erfolgte mit dem Confocal Laser Scanning Mikroskop LEICA TCS SP5 bei 40-facher
und 63-facher Vergroferung.

Zusitzlich  erfolgten Untersuchungen der beschichteten Proben auf ihre
antibakteriellen Eigenschaften anhand eines fiir das Mittelohr typischen Erregers
(Pseudomona aeruginosa) hin. Diese Tests wurden von MUHAMMAD BADAR am HZI
in Braunschweig durchgefiihrt. Dazu wurden die Glasplittchen mit P. aeruginosa
(PA14-Wildstamm) bei 25 °C fiir 30 Minuten in Lysogeny Broth (LB) inkubiert, mit
destilliertem Wasser gewaschen und mit dem Live/Dead Backlight Bacterial
Viability Kit L13152 (INVITROGEN) der Herstelleranweisungen entsprechend
angefirbt. Wihrend die lebenden Bakterien griin angefirbt werden, nehmen
abgetotete Bakterien eine rote Farbe an und konnen so voneinander unterschieden
werden. Die Plittchen werden dann mit einem ZEISS Axio ObserverA.l
Fluoreszenzmikroskop nach lebenden und abgetoteten Bakterien bei 400-facher

VergroBerung untersucht.
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4 Experimenteller Teil

Dieses Kapitel dient zur Erlduterung der Durchfithrung der praktischen Arbeiten und
Messungen. Die Pipettierarbeiten im ersten Teil der Arbeit werden bei allen
Versuchen auf gleiche Weise durchgefiihrt, so dass eine gute Vergleichbarkeit der
Experimente gewihrleistet ist. Dabei wird fiir Volumina bis 500 pL eine Eppendorf
research 20-200 pL-Pipette verwendet, Volumina von 0.5 bis 1 mL wurden mit einer
Eppendorf research 100-1000 pL-Pipette abgemessen. Fiir Volumina ab einem
Milliliter wird eine Transferpette S 100 -1000 pL. von BRAND benutzt. Die fiir die
verschiedenen Reaktionen und Reaktionssysteme benétigten Losungen werden

grundsétzlich mit Reinstwasser angesetzt.

Die verwendeten Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Eine

Liste aller verwendeten Substanzen befindet sich im Anhang.

4.1 Synthese und Charakterisierung der Additive

Die in Abbildung 4.1 dargestellten Additive wurden hinsichtlich ihres Einflusses auf
die Kieselsdurekondensation untersucht. Die ldngste Polyaminkette betrdgt hierbei
acht Polypropylenimineinheiten beim PPIls, die kiirzeste vier Einheiten im Falle des
unmethylierten und methylierten Spermins, welches somit PPl bzw. PMPL
entspricht. Die beiden Varianten des Hexaazadocosans HAD/MHAD entsprechen
hier analog PPlg bzw. PMPI¢. Bei den hier aufgefiihrten Substanzen handelt es sich
um lineare Polyamine mit unterschiedlichem Polymerisationsgrad P,. Wihrend die
von Spermin ausgehend synthetisierten  Substanzen  durch  bekannte
Polymerisationsreaktionen nicht mehr zugénglich sind, wurde das langkettigere PPIg
von Frauke Cornelius [24] aus der Arbeitsgruppe MENZEL der Technischen
Universitdt Braunschweig synthetisiert und fiir die Untersuchungen zur Verfiigung

gestellt.
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Spermin/ PPI,

| |
\N/\/\N/\/\/N\/\/N\
| |
MSpermin/ PMPI,

Abbildung 4.1: Im Hinblick auf ihren Einfluss auf die Kieselsdurekondensation untersuchte
Polyamine, von oben nach unten nach absteigender Anzahl von Polypropylenimingruppen

angeordnet: PPIs, HAD, MHAD, Spermin sowie die methylierte Variante MSpermin.

Prinzipiell wird fiir die Darstellung linearer Polyamine mit einer Mindestldnge von
acht Propylenimineinheiten die kationische ringdffnende Polymerisationsreaktion
angewendet [189-191]. Der Syntheseweg ist schematisch in Abbildung 4.2
dargestellt. Diese Art der Reaktionsfithrung ermoglicht eine relativ genaue
Einstellung des Polymerisationsgrades in einer engen Verteilung. So entspricht der

angegebene Grad der Polymerisation stets dem Verteilungsmaximum.

Insgesamt war es bei den Untersuchungen von besonderem Interesse, eine
Mindestldnge der Polyaminketten festzustellen, die fiir die Aktivitit und die

Wechselwirkungen der Polyamine mit Kieselsdure entscheidend sein konnte.
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Abbildung 4.2: Schema zur Darstellung linearer Polyamine nach CORNELIUS [24], aus Lit. [96].
a) Synthese der Vorstufe; b) Synthese von PPI und PMPI durch CROP (cationic ring-opening

polymerization).

4.1.1 Darstellung des Hexaazadocosans

Das Polyamin Hexaazadocosan wird in Anlehnung zu der Vorschrift von ILKA
KRUEGER gemidl} der nachfolgenden Abbildung 4.3 aus dem kiuflich erhiltlichen
Vorldufer Spermin (2) synthetisiert [192].

Hierzu wird das kurzkettige Amin in mehreren Stufen nach einer Vorschrift von
DIETRICH et al. um zwei Propylimingruppen verlidngert [193], wobei zunichst die
vorliegenden Aminogruppen nach der Beschreibung von BERGERON et al. mit
Tosylschutzgruppen versehen werden [194]. Dies ermoglicht nun die selektive
Verlidngerung der Aminkette an den beiden primédren Aminogruppen zum Dinitril (4)
durch MICHAEL-Kondensation. Dieses wird im Anschluss in einer Reaktion mit
Boran in THF reduziert und erneut mit Tosylschutzgruppen versehen. Im letzten
Schritt werden dann in einer Reaktion mit Bromwasserstoffsdure in Eisessig mit
Hilfe von Phenol die Schutzgruppen entfernt, wobei ein Hydrobromid erhalten wird.
Um das freie Hexaazadocosan zu erhalten, wird dieses iiber eine basische

Anionentauschersiule gegeben.
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H
H2N/\/\N/V\/NWNH2
H
(2) p-Toluolsulfonylchlorid, DCM
10 %-ige NaOH, 0 °C
Ts
N NHTs
Ts
(3) o
Acrylnitril, K,COs,
DMF, RT
Ts Ts N
NNNMNWNWNM
Ts Ts
(4) Boran-THF-Komplex,
Ruckfluss
Ts Ts
HZN/\/\N/\/\N/V\/NWNWNHz
Ts Ts
(5) Triethylamin, p-Toluolsulfonylchlorid
THF, RT
Ts Ts
TsHN/\/\N/\/\N/\/\/NWNWNHTS
Ts Ts
(6) 33 %-ige HBr in Eisessig,
Phenol, 95 °C
H H
HZN/\/\N/\/\N/V\/NWN\/\/NHZ
H H

(1)

Abbildung 4.3: Schema zur Darstellung des Hexaazadocosans (1).

4.1.2 Darstellung von N',N*,N° N'2-Tetratosylspermin (3)

5.26 g Spermin (2) (26.0 mmol) werden in 400 mL 10 %-iger NaOH-L6sung und
7.7 mL 37 %-iger HCI gelost. Das Gemisch wird auf O °C heruntergekiihlt, danach

wird tiber 90 min eine Losung aus 19.96 g p-Toluolsulfonylchlorid (104.6 mmol, 4

Aq.) in 400 mL Dichlormethan (DCM) hinzugetropft. Die Reaktionslosung wird

dann weitere 2 h gut gekiihlt, danach noch 37 h bei RT geriihrt. Nach Ende der

Reaktionszeit werden die Phasen getrennt, die wissrige Phase wird zwei Mal mit je
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40 mL DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden nacheinander
mit jeweils 200 mL (0.5 N) HCI, 200 mL Millipore Wasser und 200 mL geséttigter
NaCl-Losung gewaschen. Nach der Trocknung iiber Natriumsulfat und der
Entfernung des Losemittels konnen 13.4 g eines farblosen kristallinen Produkts

gewonnen werden, was einer Ausbeute von 63 % entspricht.

'"H-NMR in CDCL;: 6 1.5-1.7 ppm (m, 8 H, CH,-CH»-CH>); 2.4 ppm (s, 12 H, CH3);
3.1 ppm (m, 12 H, CH,-NTs); 5.3 ppm (t, 2 H, H-NTs); 7.3 ppm (m, 8 H, aromat.);

7.7 ppm (m, 8 H, aromat.)

4.1.3 Darstellung des Dinitrils (4)

6.5 g Tetratosylspermin (3) (7.98 mmol) werden unter Argonschutzgas in 90.5 mL
Dimethylformamid (DMF) geltst. Nach der Zugabe von 7.72 g Kaliumcarbonat
(55.92 mmol; 7 Aq.) werden mit Hilfe einer Spritze in einem Zeitraum von 40 min
1.64 mL  Acrylnitril  (1.32g; 24.74 mmol; 3.1Aq.) in 9 mLDMF zum
Reaktionsgemisch getropft. Wihrend dieser Prozedur firbt sich die Losung unter
Schaumbildung leicht brdunlich gelb. Im Anschluss an die Zugabe wird das
Reaktionsgemisch noch weitere 2.5 Tage bei RT geriihrt, wobei es eine dunkelbraune
Farbe annimmt. Nach der Entfernung des Losemittels wird der Riickstand mit
150 mL DCM aufgenommen und nachfolgend mit jeweils 150 mL Millipore-Wasser,
150 mL (2 N) HCI sowie 150 mL gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem
Trocknen iiber Natriumsulfat wird das Losungsmittel abdestilliert, wobei 4.1 g
(4.58 mmol) dunkelbraunes, pastdses Produkt mit einer Ausbeute von 57 % erhalten

wird.

'"H-NMR in CDCL3: 6 1.7 und 1.9 ppm (m, 12 H, CH,-CH»-CHy); 2.4 ppm (s, 12 H,
CHj3); 2.8 ppm (t, 4 H, CH,-CN); 3.1 ppm und 3.3 ppm (m, 16 CH,-NTs); 7.3 ppm

(m, 8 H, aromat.); 7.6 ppm (m, 8 H, aromat.)

4.1.4 Darstellung des Diamins (5)

4.1 g des Dinitrils (4) (4.43 mmol) werden unter Argon mit 59 mL (1M) Diboran in
Tetrahydrofuran (THF) (60.18 mmol; 13.6 Aq.) versetzt und 15 h unter Riickfluss
erhitzt. Bei 5 °C Reaktionstemperatur werden nacheinander 29.5 mL. THF sowie
vorsichtig 29.5 mL Millipore-Wasser zugegeben. Das Gemisch wird 20 min geriihrt,

bevor die Losemittel entfernt werden. Der erhaltene Riickstand wird mit 118 mL (6
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N) HCl aufgenommen und weitere 13 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem
Abdestillieren des Losungsmittels werden 4.72 g (4.35 mmol) eines gelbbraunen

Feststoffs mit einer Ausbeute von 98 % erhalten.

'"H-NMR in CDCLs3: 6 1.3 ppm (s, 4 H, 2 NH»); 1.6 ppm und 1.9 ppm (m, 12 H,
CH,-CH»-CHy); 2.4 ppm (s, 12 H, CH3); 2.8 ppm (m, 4 H, CH,-NH»); 3.1 ppm (m,
16 CH,-NTs); 7.3 ppm ( m, 8 H, aromat.); 7.7 ppm (m, 8 H, aromat.)

4.1.5 Darstellung der Hexatosylverbindung (6)

2 g der Tetratosylverbindung (5) (21.58 mmol) werden vorgelegt und unter Argon in
30.3 mL THF gelost. Unter Kiihlung im Wasserbad werden zunichst 1.8 mL
Triethylamin, dann 2.84 g p-Toluolsulfonylchlorid (14.93 mmol; 6.9 Aq.) gelost in
10 mL DCM, innerhalb von 30 min zugegeben. Nach Beendigung der Zugabe wird
die Reaktion weitere 55 h bei RT geriihrt. Die erhaltene gelbliche Suspension wird
eingeengt und der Riickstand mit 30 mL (2 N) HCI aufgenommen. Die wissrige
Phase wird nun zwei Mal mit je 30 mL DCM extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen danach mit 30 mL Millipore-Wasser und gesittiger NaCl-Losung gewaschen.
Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und Entfernung der Losemittel liegen 2.43 g
Rohprodukt in Form eines braunen Ols vor. Die siulenchromatographische
Aufreinigung erfolgt tiber 200 g Kieselgel und DCM mit 1 % Ethanol als Laufmittel.
Das Produkt ist ein hellbraunes Ol, welches mit 40 % Ausbeute (1.74 g; 1.4 mmol)

vorliegt.

'"H-NMR in CDCL;3: 8 1.6 ppm, 1.7 ppm und 1.8 ppm (m, 12 H, CH,-CH,-CH,); 2.4
ppm (s, 18 H, CH3); 3.0 ppm und 3.1 ppm (m, 20 H, CH,-NTs); 5.4 ppm (t, 2 H, H-

NTs); 7.3 ppm ( m, 8 H, aromat.); 7.6 ppm (m, 8 H, aromat.)

4.1.6 Darstellung des N,N'-Bis-[3-(3-amino-propylamino)-propyl]-butan-
1,4-diamins (1)

1.5 g der Hexatosylverbindung (6) (1.2 mmol) sowie 1.13 g Phenol (12 mmol;
10 Aq.) werden in 80.3 mL 33 %-iger Bromwasserstoffsiure in Eisessig gelost und
die Reaktionslosung anschlieBend vorsichtig auf 95 °C erhitzt. Die Losung férbt sich
schnell orange, danach geht die Farbe in ein dunkles Braun iiber. Die

Reaktionsmischung wird 18 h unter Riickfluss erhitzt, wobei am Ende ein
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Niederschlag erhalten wird, welcher abfiltriert und mit Diethylether gewaschen wird.
Das Hydrobromid liegt in Form von 1 g eines hellbraunen Feststoffs vor, der in ein
wenig Wasser gelost und mit Hilfe einer Anionentauschersdule in das freie
Hexaazadocosan iiberfiihrt wird (stationdre Phase: DOWEX 1x8, 100-200, mesh,
OH-Form). Nach Entfernung des Wassers liegen 381 mg (1.21 mmol) Produkt vor,

was einer Ausbeute von 100 % entspricht.

'"H-NMR in D,0: & 1.5 ppm (s, 8 H, NH); 1.6 ppm (m, 12 H, CH,-CH»-CH,); 2.7
ppm (m, 16 H, CH>-N)

PC-NMR in D,O: & 28.83 ppm (CH,-CH,-CH,-CH,); 30.38 ppm (HN-CH,-CH,-
CH,-NH); 34.21 ppm (NH-CH,-CH,-CH,-NH,); 40.11 ppm (NH-CH,-CH,-CH,-
NH,); 48.78 ppm (NH-CH,-CH,-CH,-NH,); 48.82-48.88 (NH-CH,-CH,-CH,-NH);
49.06 ppm (CH,-CH,-CH,-CH,)

4.1.7 Darstellung des N,N,N’,N’,4,8,13,17-Octamethyl-4,8,13,17-tetraaza-
eicosan-1,20-diamin (1a) (MHAD)

Aus Kieselalgen wurden iiberwiegend die methylierten Spezies der Polyamine
isoliert (65). Deshalb wire es vor allem interessant, Untersuchungen an der
methylierten Variante des Hexaazadocosans durchzufiihren. Dazu wird das HAD mit
Hilfe der Leuckart-Wallach-Reaktion mit Formaldehyd und Ameisensdure zum
MHAD methyliert (sieche Reaktionsschema in Abbildung 4.4). Die Uberfiihrung in
die freie Aminform erfolgt wieder durch Anionenaustausch. Als alternative

Reaktionsfithrung wire noch eine Umsetzung mit Methyliodid zu nennen [194].

H H
HZN/\/\N/\/\N/\/\/N\/\/N\/\/NHz
H H
(1) Leuckart-Wallach:

Ameisenséure,
Formaldehyd, 110 °C

| qa) | |

Abbildung 4.4: Synthese von MHAD (1a) ausgehend von HAD (1a).
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190 mg HAD (1) (0.6 mmol) werden mit 5 mL (1.58 mmol) 99%-iger Ameisensdure
und 2.5 mL (132 mmol) 37%-iger Formaldehydlosung versetzt und 19 h unter
Riickfluss erhitzt. Zu der abgekiihlten Losung wurden 2 mL konz. HCI gegeben und
schlieBlich die Losemittel abdestilliert. Die Aufarbeitung erfolgt {iiber eine
Anionentauschersdule mit Wasser als Laufmittel. Nach der Entfernung des
Losungsmittels wird das Produkt in Form eines wachsartigen, hellbraunen Feststoffs

mit einer Ausbeute von 48 % erhalten (123 mg, 0.3 mmol).

'"H-NMR in CDCls: & 1.46 ppm (q, 4 H, CH,-CH,-CH,-CH,); 1.64 ppm (q, 8 H, -
NCH3—CH2—CH2—CH2, CHQ-CHz—N(CH3)2); 220 - 2.22 ppm (m, 24 H, —NCHg,
N(CH3)2); 2.23-2.36 ppm (IIl, 20 H, CHz—NCH3—CHZ—CHQ—CHz—NCH3)

4.1.8 Methylierung von Spermin (2) zum N,N,N’,N’4,9-Hexamethyl-4,9-
diazadodecan-1,12-diamin (2a) (MSpermin)

Mit der Methylierung von Spermin (2) ist der Zugang zu einer extrem kurzkettigen

Polyaminspezies moglich. Die Umsetzung zur methylierten Variante erfolgt auch

hier iiber die Leuckart-Wallach-Reaktion (siehe Abbildung 4.5). Die Aufarbeitung

erfolgt auch hier analog iiber eine Anionentauschersiule.

H
N NH
HZN/\/\N/\/\/ \/\/ 2
H
(2) Leuckart-Wallach:

Ameisensaure,
Formaldehyd, 110 °C

Abbildung 4.5: Darstellung von MSpermin (2a) ausgehend von HAD (2).

2 g Spermin (9.88 mmol) werden in 20 mL (6.32 mmol) 99 %-iger Ameisensdure
sowie 10 mL (528 mmol) 37 %-iger Formaldehydldsung geldst und unter Riickfluss
bei 110 °C 22 h erhitzt. Die abgekiihlte tiefbraune Losung wird vorsichtig mit 8 mL

konz. HCI versetzt, nach 15 min werden die Losemittel abdestilliert. Der braune
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Riickstand wird in wenig Wasser gelost und iiber eine Anionentauschersédule
gegeben. Das Produkt liegt als dunkelbraunes Wachs mit einer Ausbeute von 98 %

vor (1.78 g, 6.2 mmol).

'"H-NMR in D,0: 8 1.39 ppm (q, 4 H, CH,-CH,-CH,-CH>); 1.49 ppm (q, 4 H, NCH3-
CHQ-CHQ-CHz—N(CH3)2); 228 -2.37 (IIl, 30 H, NCH3, N(CH3)2, CHQ-N(CH3)2)

4.2 Kondensationsreaktionen der Kieselsiaure

Zu Beginn der Versuche wird eine Pufferlosung hergestellt. Als Puffersystem dient
in dieser Arbeit das System Propionsdure/Propionat, das auf einen pH-Wert von 5.5
eingestellt wurde. Hierfiir werden zu 100 mmol der Propionsdure 85 mL (85 mmol)
1 M Natronlauge gegeben. Das Gemisch wird auf einen Liter aufgefiillt. In der
Abbildung 4.6 ist ein Schema zur generellen Vorgehensweise bei der Untersuchung

der Kondensationsreaktionen gezeigt.

Fiir den Einsatz in Kondensationsreaktionen werden die Additive aus Abbildung 4.1
in der Pufferlosung gelost. Zusitzlich werden jeweils Referenzmessungen ohne
Additiv durchgefiihrt. Da die zu untersuchenden Polyamine in der Pufferlosung
unterschiedlich gut 16slich sind, wurde zur Sicherheit mindestens einen Tag bis zur
vollstandigen Auflosung gewartet. Die zu untersuchenden Polyamine werden mit der
theoretischen Monomerenkonzentration ¢y =2.3 mM bzw. mit der Konzentration
¢ =132 mg/L. im Falle der Polypropylenimine sowie mit ¢ = 165 mg/L. im Falle der
Methylpropylenimine eingesetzt. Die Molmasse einer Monomereinheit der
Polyamine betridgt bei den PPIs My =57 g/mol, die Konzentration bezogen auf die
Masse 0.017 m-%. Im Falle der PMPIs ist My =71 g/mol, die Konzentration
bezogen auf die Masse betréigt hier 0.013 m-%. Die Konzentrationen der eingesetzten

Additive sind auch in Tabelle 4.1 aufgefiihrt.
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Tabelle 4.1: Konzentrationen der verschiedenen eingesetzten Additive. Angegeben sind die Molmasse
bezogen auf eine Monomereneinheit My, die Konzentration ¢ bezogen auf die Masse und die

theoretische Monomerenkonzentration cy.

Polyamin Molmasse Konzentration

My /g/mol | ¢/mg/L | e/ mM c/ m-%
PPI; 57 132 2.3 0.017
PPI; /HAD 57 132 2.3 0.017
PMPI; / MHAD 71 165 2.3 0.013
PPI, / Spermin 57 132 2.3 0.017
PMPI, / MSpermin 71 165 2.3 0.013

Die Versuche werden in Schnappdeckelgldsern durchgefiihrt, eine Adsorption des
Additivs an die Glaswand des Reaktionsgefiles wird verhindert, indem etwa 16 mL
der Additivldsung in das zu benutzende Gldschen gegeben und fiir drei Stunden zum
Benetzen stehen gelassen werden. Danach wird das Glas griindlich mit Reinstwasser
abgespiilt und an der Luft getrocknet. Mit Hilfe dieser Methode sollte eine

Passivierung des Glases durch Adsorption des Additivs eintreten.

Nach Trocknung werden 200 pL. Salzsdure (0.01 M) in das Schnappdeckelglas
gegeben sowie 400 p. TMOS hinzugefiigt. Danach erfolgt die Hydrolyse von TMOS
fir etwa eine Minute. Die so erhaltene Monokieselsdure ist kurzzeitig gegen
Kondensation stabil. Nach der Hydrolyse erfolgt die Zugabe von 16 mL
Pufferlosung, was mit der gleichzeitigen Anhebung des pH-Wertes den Start der
Reaktion auslost. Das Reaktionsgemisch wird danach noch fiir eine Minute stark
geriihrt, bevor weiter gemil} des Reaktionsschemas in Abbildung 4.6 verfahren wird.
Die Kieselsdurekonzentration der Reaktionslosung betrdgt in allen Fillen

163.5 mM/L.



80 4 Experimenteller Teil

—\ Hydrolyse

0.2 mL HCI Si(OH)4 (aq)
—
) (16.0 mL Puffer,
0.4 mL TMOS Polyamin,
\(Phosphat)
—
Kondensation
\ 4
N
amorphes SiO,
(Gel oder Préazipitat)

J

Abbildung 4.6: Genereller Ansatz zur Vorgehensweise bei der Untersuchung der Kondensations-

reaktionen, nach Lit. [96].

4.3 Kinetik der Kieselsdurekondensation

4.3.1 Kalibration der Molybdat-Methode

Fiir die Bestimmung der Kieselsdurekonzentration bei den Kondensationsreaktionen
ist zuvor die Kalibration der Molybdat-Methode durchzufiihren. Dazu werden
verschiedene Losungen bekannter Standardkonzentrationen an Kieselsdure
vermessen. Diese Kalibrationslosungen bestehen aus jeweils 0, 100, 200, 300 und
400 p. TMOS, die mit 0.01 molarer Salzsidure aufgefiillt werden. So wird in den
Losungen ein pH-Wert von 2 eingestellt. Unter diesen Bedingungen lduft die
Kondensationsreaktion praktisch kaum ab und die gesamte vorgelegte Kieselsdure
kann durch die Molybdat-Methode bestimmt werden. Die Messungen der
Konzentrationen werden analog der Beschreibung im Abschnitt iiber die Molybdat-
Methode durchgefiihrt. Fiir die Kalibration wurden jeweils drei Messpunkte fiir jede
Konzentration aufgenommen und ein Mittelwert gebildet. Die so erhaltene

Kalibrationsgerade mit Geradengleichung ist in Abbildung 4.7 dargestellt.

Dementsprechend liegt im untersuchten Konzentrationsbereich ein linearer
Zusammenhang zwischen Konzentration und Absorption vor. Die Berechnung der
Kieselsdurekonzentration kann somit mit den aus der Molybdat-Methode erhaltenen

Messwerten anhand der Geradengleichung erfolgen.
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Abbildung 4.7: Kalibrationsgerade zur Bestimmung der Kieselsdurekonzentration mit der Molybdat-

Methode.

4.3.2 Durchfiihrung der Messungen

Vor Beginn der Messungen wird die Molybdatlosung hergestellt und in
Schnappdeckelgldschen vorgelegt. Diese Losung setzt sich aus 8 mL Wasser, 0.5 mL
Schwefelsdure (1.5M) und 2 mL Ammoniumheptamolybdatlésung (0.03 M)

zusammen.

Die Kondensationsreaktion wird nach der Beschreibung in Abschnitt 4.2 vorbereitet
und zur Temperierung auf 25 °C in ein thermostatisiertes Wasserbad gestellt. Fiir die
Messpunkte werden aus der Reaktionslosung in definierten Zeitabstinden 100 pL
Probe entnommen und in 0.6 mL Wasser verdiinnt. Durch die Verdiinnung wird die
Reaktion in der Probe quasi zum Stillstand gebracht. Die verdiinnte Losung wird
griindlich durchmischt. Zuletzt werden dieser Losung 200 pl. entnommen und in ein
vorbereitetes Gldschen mit Molybdatlosung gegeben. Nach VerschlieBen des
Glaschens wird die Losung durch Schiitteln gut durchmischt. Gleichzeitig beginnt
hiermit das Zeitintervall fiir die Bildung des Silicomolybdat-Komplexes. Nach genau
10 Minuten wird die Messung der Absorption des Farbkomplexes mit einem UV-
Vis-Spektrometer vorgenommen. Die Vorgehensweise bei dieser Methode ist in
Abbildung 4.8 gezeigt. Zwecks Reproduzierbarkeit wurden alle Messungen

mindestens zweimal durchgefiihrt.
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0.2mL 8.0 mL Millipore
0.1 mL Probe 0.5 mL H,S0, (1.5 M)
2.0 mL (NH,)sMo,0,, (0.03 M)

0.6 mL H,O 10 min

- )4

400 nm e
)

£,

s

UV-Vis

Abbildung 4.8: Allgemeine Vorgehensweise bei den kinetischen Messungen nach der Molybdat-
Methode, nach Lit. [96].

Zu Beginn der Kondensationsreaktion werden Proben in Abstinden von vier
Minuten aus der Reaktionslosung entnommen. Im Verlauf der Reaktion ist die Wahl
langerer Zeitintervalle bis hin zu 30 Minuten sinnvoll. Es wurden Kinetikmessungen
aller in Abbildung4.1 genannten linearen Polyamine durchgefiihrt sowie

Referenzmessungen ohne Additiv.

4.4 Partikelbildung und Partikelwachstum

Fir die Untersuchungen der Partikeldurchmesser mit der Dynamischen
Lichtstreuung (DLS) wird ein Viertel des Ansatzes gemil3 Abbildung 4.6 verwendet.
Die vorbereitete Reaktionslosung wird in eine PP-Spritze aufgezogen und zur
Reinigung mit einem Spritzenfilter filtriert. Dazu werden zuerst der Filter sowie
nachfolgend die Messkiivette mit je 1 mL der Reaktionslosung vorgespiilt. Fiir die
Messung werden 1.2 mL Reaktionslosung in die Kiivette gefiillt, wonach diese mit
einem Deckel verschlossen wird. Mogliche Luftblasen sind vor Messbeginn
unbedingt zu entfernen. Nach diesen Vorbereitungen wird die Kiivette in das

Messgerit fiir Dynamische Lichtstreuung eingesetzt und die Messung begonnen.

Um die Vergleichbarkeit der einzelnen Messungen zu gewihrleisten, wird das DLS-
Gerdit stets auf gleiche Messparameter eingestellt. Der Laser wird auf die Mitte der
Kiivette positioniert. Fiir einen Messwert werden 12 Scans mit einer Dauer von je

zehn Sekunden durchgefiihrt und gemittelt. Wie in dem Schema aus Abschnitt 4.3.2
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gezeigt, wurden auch Kondensationsreaktionen mit Zugabe von Phosphat angesetzt
und untersucht. Die Phosphatzugabe erfolgt nach der Hydrolyse zusammen mit dem
Puffer. In Tabelle 4.2 sind die durchgefiihrten Messungen aufgefiihrt. Sdmtliche
Messungen wurden mindestens zweimal vorgenommen und die Messwerte iiber die

Anzahl der Messungen gemittelt.

Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die mit der Dynamischen Lichtstreuung durchgefiihrten Messungen.

Polyamin Phosphatkonzentration cp/ mM
0 | 10{20 {3040 |50 ]60]|70 |80 |90 |100 | 150
Referenz + | - = = =|=|=|=1|=1|=1 = -
PPIg + |+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ + +
HAD + |+ | = | = =]+ =|=1]=1=1++ +
MHAD + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ +
Spermin + |+ | - = | =]+ | =|=|=1=1+ +
MSpermin | + | + | — | = | = | + | = | = | = | = | + +

4.5 Prazipitationsaktivitit der Additive

Die erste Uberpriifung der Prizipitationsaktivitit der verschiedenen Additive in
Abhingigkeit von der Kettenlinge wurde durch visuelle Beobachtung der
Kondensationsreaktionen vorgenommen. Die Reaktion wird nach den Angaben in
Schema aus Abbildung 4.6 vorbereitet und in einem Wasserbad auf 25 °C temperiert.
Additive, die nach einer Stunde Beobachtungszeit zu deutlich sichtbarer Triibung der
Losung fithren, die eine Isolierung eines Prizipitates ermoglicht, werden als
prazipitationsaktiv eingestuft. Als ,triibungsaktiv werden Additive eingestuft,
wonach nach einer beobachteten Triibbung die Isolierung des Prizipitates nicht
moglich war. Die durchgefiihrten Prizipitationsuntersuchungen sind in Tabelle 4.2
aufgefiihrt. Dabei wurde die Zugabe an Phosphat von 10 bis 150 mM variiert. Zudem

wurden entsprechende Referenzversuche ohne Phosphat durchgefiihrt.

In den nachfolgenden Kapiteln werden die experimentellen Arbeiten an den

antibakteriellen Beschichtungen beschrieben und erldutert.
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4.6 Mesoporose Beschichtungen

Fiir die Herstellung mesostrukturierter Beschichtungen wurde eine Losung aus
Ethanol, Wasser, Salzsdure, Tetraethoxysilan (TEOS) als Silicaquelle und
Poly(ethylen glycol)-poly(propylen glycol)-block-co-plolymer (SIGMA-ALDRICH,
Germany, EO;)PO70EO,p, mittlere Molmasse M, ~ 5.800 g - mol_l, analog zu
Pluronic® P-123 von BASF) als strukturdirigierendes Agens angesetzt. Die molaren
Verhiltnisse betragen Literatur [195] zufolge TEOS:EtOH:H,O:HCI1:EO»0PO79EO»
= 1:48.9:26.9: 0.06:0.0135. Hierzu wurde das Polymer zunichst in Ethanol,
Wasser und Salzsdure gelost, bevor TEOS hinzugefiigt und fiir 10 min geriihrt
wurde. Es wurden Glasplittchen (MENZEL-Gldser, THERMO FISHER SCIENTIFIC)
durch ein Spin Coating-Verfahren beschichtet und bei 60 °C iiber Nacht getrocknet.
Die amorphe Beschichtung wurde analog erzeugt, jedoch ohne das
strukturdirigierende Agens (SDA) einzusetzen. Die Auftragung der Syntheselosung
erfolgte bei 400 rpm fiir 18 s, das Ausdiinnen der Filme wurde bei 5500 rpm und 15 s
durchgefiihrt. Glasobjekttriger (No. 2400, ELKA, Sondheim) wurden durch Dip
Coating beschichtet. Fiir die mesopordse Silicabeschichtung wurden die Objekttriager
fiir 30 s eingetaucht und mit einer Geschwindigkeit von 15 mm/min herausgezogen.
Im Fall der amorphen Silicafilme betrug die Geschwindigkeit von 25 mm/min bei
einer Tauchzeit von 2 min. Das organische Material wurde anschlieBend durch

Calcination bei 415 °C (Aufheizrate 1 °C/min) entfernt.

4.7 Kovalente Anbindung von Poly(4-vinylpyridin)

Poly(4-vinylpyridin)  (SIGMA-ALDRICH, M, = 160.000g'mol_1) wird auf die
unterschiedlich modifizierten Glasoberflichen (mesopordse Beschichtung, amorphe
Beschichtung und unbehandeltes Glas) durch mehrere Linkermolekiile kovalent
aufgebracht und hexyliert [34]. Zusidtzlich werden in einem analogen Prozess
polymerbeschichtete Glasplittchen als Kontrolle pripariert, das Polymer wird hierbei

allerdings nicht hexyliert.

Vor der Synthese werden die unbeschichteten Glasplittchen stets mit Aceton und
Ethanol fiir jeweils 10 Minuten im Ultraschallbad gereinigt und an Luft getrocknet.
Mesopords bzw. amorph beschichtete Plittchen werden nach der Calcination nicht

weiter gereinigt (siche Abschnitt 4.6).
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4.7.1 Anbindung von 3-Aminopropyltrimethoxysilan

Die Glasplittchen werden jeweils fiir 2 min in eine 10%ige wissrige 3-Aminopropyl-
trimethoxysilan-Losung gegeben. Nach Ablauf der Zeit werden die Proben griindlich

mit Reinstwasser und Aceton abgespiilt.

4.7.2 Umsetzung mit 1,4-Dibrombutan

Die Glasplittchen werden in einem Glaskolben mit 0.9 mL (7.5 mmol) 1,4-
Dibrombutan, 9 mL (0.165 mol) Nitromethan (CH3NO;) und 20 pL (0.14 uM)
Triethylamin fiir 2 h bei 65 °C unter Riickfluss vorsichtig geriihrt. Im Laufe der
Reaktion verfirbt sich die Losung gelb. Nach Reaktionsende werden die Pléttchen

mit Nitromethan abgespiilt und an Luft getrocknet.

4.7.3 Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) und Hexylierung

Die beschichteten Pldttchen werden in eine Losung aus 0.9 g (5.6 uM) Poly(4-
vinylpyridin), 0.82 mL 1-Bromhexan (5.8 mmol) und 8.18 mL (0.15 mol)
Nitromethan gegeben und bei 75 °C iiber Nacht vorsichtig geriihrt. Die anfangs
farblose Losung féarbt sich dabei blaugriin. Die Plittchen werden dann griindlich mit

Methanol gewaschen und an Luft getrocknet.

Analog hierzu wurden auch Proben mit einem Octyl- bzw. Decylrest hergestellt,
indem 0.82 mL (4.75 mmol) 1-Bromoktan bzw. 0.82 mL (3.95 mmol) 1-Bromdecan

eingesetzt wurden.

4.8 Priaparation von Silica-Hybrid-Filmen

Hierzu wird zunichst Poly(4-vinyl-N-hexylpyridinium)bromid hergestellt, indem
0.9g (5.6 umol) Poly(4-vinylpyridin), 0.82 mL 1-Bromhexan (5.8 mmol) und
8.18 mL (0.15 mol) Nitromethan bei 75 °C iiber Nacht unter Riickfluss geriihrt
werden. Das Losemittel wird abgedampft, wobei ein braun gefirbtes, viskoses
Polymer erhalten wird. Analog werden auch die entsprechenden octylierten und

decylierten Verbindungen erhalten.

Fiir die Filmpriparation werden im Verhiltnis 5:1 die in Abschnitt 4.6 beschriebene
Silicalosung fiir die amorphe Silicabeschichtung und das betreffende Polymer

miteinander vermischt und das Polymer aufgelost. Die Priparation der Filme erfolgt
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dann mit Spin Coating, wobei das Synthesegel 25 s lang bei 100 rpm aufgetragen
und 15 s bei 5500 rpm abgeschleudert wird. Die so hergestellten Proben werden dann

bei 70 °C fiir 72 h getrocknet, um die Kondensation des Silicas voranzutreiben.

4.8.1 Priparation silberhaltiger Silica-Hybrid-Materialien

Die Filme werden gemill Abschnitt 4.8 hergestellt. Die Silberkomponente wird
jeweils bei der Herstellung des Synthesegels aus Polymer und Silicasol hinzugefiigt,

nachdem sich das Polymer aufgel6st hat.

Als Silberzusatz werden silberausgetauschter Sodalith, Zeolith A sowie polyvinyl-
pyrrolidonstabilisiertes nanoskaliges Silber verwendet. Diese Substanzen wurden
von Dipl.-Chem. TAMMO LUBENHOP im Rahmen seiner Diplomarbeit hergestellt und
zur Verfiigung gestellt [196]. Die Synthese der Sodalithe erfolgt unter
hydrothermalen Bedingungen in Stahlautoklaven mit Tefloneinsédtzen nach Literatur
[197]. Hierzu wird feinpulvriges Kaolinit (Al,Si205(OH)s) in eine Natriumhydroxid-
Losung gegeben und im Umluftofen umgesetzt. Der so erhaltene basische Hydroxy-
Sodalith wird dann mittels Extraktion in den nicht basischen Hydro-Sodalith
tiberfiihrt [198]. Die Darstellung von Zeolith A erfolgt aus Aluminiumnanopulver
und kolloidalem SiO, mit Hilfe von Methylcellulose als thermoreversibles
Polymerhydrogel im Umluftofen bei 80 °C [199,200]. Der Austausch der
Natriumionen gegen Silberionen erfolgt durch Suspension der Verbindungen in einer

AgNO;3-Losung wiederum in Autoklaven bei 100 °C [198].

Fiir das polyvinylpyrrolidonstabilisierte Silber wird nanoskaliges Silber [201]
portionsweise mit Polyvinylpyrrolidon in einer Losung aus Wasser und Aceton
umgesetzt. Das erhaltene braune Gel wird getrocknet, der bernsteinfarbene Feststoff
ist in Wasser und Ethanol redispergierbar. Fiir die Herstellung der silberhaltigen
Filme wird eine kolloidale Dispersion des polyvinylpyrrolidonstabilisierten Silbers
verwendet, welche durch Reaktion des polymerstabilisierten Silbers (1 g) in 10 mL
Wasser oder Ethanol bei 70 °C erhalten wird. Typische Verhiltnisse der
Synthesegele in Gewichtsanteilen m-% fiir das Auftragen mit dem Spin Coating-
Verfahren sind 5:1:0.0125 beziiglich Silicalésung: Polymer: Silberkomponente im
Falle von Sodalith/Zeolith A und 5:1:0.5 im Fall des polyvinylpyrrolidon-

stabilisierten-Ag.
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Es wurden Stabilititstests an den hergestellten Proben in phoshate buffered saline
(PBS) und simulated body fluid (SBF) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Proben in
Polyethylenbehiltern im jeweiligen Medium fiir zwei bis fiinf Tage bei 37 °C
gelagert.

4.9 Kovalente Anbindung von Poly(4-vinylpyridin) via 3-Brom-

propyltrimethoxysilan

Typischerweise wird fiir die Darstellung des Synthesegels 0.5 g (3.1 umol) Poly(4-
vinylpyridin) (PVP) in 7.5mL (0.14 mol) trockenem Nitromethan gelost.
AnschlieBend werden 1-Bromhexan und 3-Brompropyltrimethoxysilan (BPTMS) zu
der Reaktionslosung gegeben, die dann iiber Nacht bei 65 °C unter Riickfluss erhitzt
wird. Das erhaltene blaugriine und hochviskose Synthesegel (5 g) wird im Anschluss
in 20 mL Methanol gelost und mit Spin Coating auf Glasplittchen aufgetragen. Die
Auftragungsgeschwindigkeit betrdgt hierbei 200 rpm, das Abschleudern erfolgt bei
5500 rpm fiir jeweils 15s. In Tabelle 4.3 sind die Ansdtze der durchgefiihrten
Versuche dargestellt.

Tabelle 4.3: Ubersicht der durchgefiihrten Syntheseansitze mit BPTMS.

Probe  BPTMS/mL (mmol) 1-Bromhexan/ mL (mmol)

a 0.08 (0.87) 0.215 (1.53)
b 0.20 (2.18) 0.215 (1.53)
c 0.25 (2.72) 0.500 (3.55)
d 0.25 (2.72) 0.215 (1.53)
e 0.25 (2.72) 0.680 (4.83)
f 0.25 (2.72) 0.800 (5.68)
g 0.25 (2.72) 0.950 (6.74)

h 0.25 (2.72) 1.150 (8.16)
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AnschlieBend werden die Proben bei 60 °C 72 h getrocknet und danach griindlich mit
Wasser und Ethanol gewaschen, um etwaige Riickstinde der Reaktionsbestandteile

zu entfernen.

Zusitzlich zu den Synthesen unter Riickfluss werden zum Vergleich einige Ansitze
in der Mikrowellensynthese getestet. Bei der verwendeten Mikrowelle handelt es
sich um das Gerit DiscoverS mit einem Zwolffachwechsler Explorer12Hybrid der
Firma CEM. Mit Hilfe eines Gas-Addition-Kits konnen Synthesen unter Schutzgas
erfolgen. Die Synthese erfolgte in 10 mL Durangldschen unter Argonatmosphire
(I bar) und trockenem Nitromethan (CH3NO,). Eine Ubersicht iiber die

durchgefiihrten Synthesen ist in Tabelle 4.4 gegeben.

Tabelle 4.4: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Mikrowellensynthesen.

Probe PVP/g CH3NO,/mL BPTMS/mL 1-Bromhexan/mL T7/°C

a 0.250 3.75 0.125 0.575 75
b 0.500 7.50 0.250 1.150 65
c 0.375 5.63 0.188 0.860 65

Das erhaltene griine Synthesegel wird, wie in Abschnitt 4.9 beschrieben, mittels Spin
Coating auf Glasplittchen aufgebracht. Diese werden entsprechend getrocknet und

mit Wasser und Ethanol gereinigt.

4.10 Fluorescein-Test

Zur quantitativen Bestimmung gebundener quartirer Aminogruppen auf den
verschieden modifizierten Glastrigern (amorph, mesopords, unbehandeltes Glas)
eignet sich der Fluorescein-Farbstofftest (34). Unter den gegebenen
Versuchsbedingungen bei pH = 8 bindet der rote Farbstoff elektrostatisch selektiv an
positiv geladene Ammoniumgruppen (sieche Abbildung 4.9) [202].



4 Experimenteller Teil 89

HO @) 0
LT
©®
O COO

Abbildung 4.9: Struktur (links) und eine Fotografie (rechts) des Natriumsalzes von Fluorescein.

Na

Die Anbindung des Farbstoffs und dessen Detektion laufen folgendermaBen ab. Die
zu testenden Substrate (Glasplittchen oder Glasobjekttriger) werden fiir 5 Minuten
in eine wassrige 1%-ige Fluorescein-Losung getaucht. In dieser Zeit bindet der
Farbstoff an die Aminogruppen des Trigermaterials. AnschlieBend werden die
Substrate griindlich mit destilliertem Wasser abgespiilt. Die Substrate sind im Falle
eines positiven Tests mehr oder weniger intensiv gefdarbt. Nach Trocknung an der
Luft wird das Substrat in 25 mL einer 0.1 %-ige Cetyltrimethylammoniumchlorid-
Losung gegeben. Das Substrat wird in dieser tensidischen Losung 10 Minuten leicht
geriihrt, wobei der zuvor angebundene Farbstoff wieder desorbiert. Die Losung mit
dem nun desorbierten Farbstoff wird mit 2.5 mL eines wéssrigen Phosphatpuffers
(pH =8) versetzt und der enthaltene Farbstoff photometrisch bei A =501 nm
bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Kalibrationsgerade, die zuvor mit
Hilfe einer Verdiinnungsreihe einer Fluoresceinstammldsung (1.0 mmol, 0.75 mmol,
0.5 mmol, 0.25 mmol, 0.1 mmol Fluorescein in 0.1 %-iger Cetyltrimethyl-
ammoniumchlorid-Losung) ermittelt wurde. Die Absorption wurde jeweils in einer

Dreifachmessung ermittelt.
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S5 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel sollen die im Laufe der Arbeit erhaltenen Ergebnisse zum einen
hinsichtlich der Kondensationsreaktionen der Kieselsdure unter Einfluss kurzkettiger
Polyamine im Hinblick auf die Prézipitationsaktivitit, Kinetik, Morphologie sowie
die Zusammensetzung der Prizipitate dargestellt und diskutiert werden.

Der zweite Teil des Kapitels dient der Prisentation und der Diskussion der
Ergebnisse zur Entwicklung einer antibakteriellen Beschichtung auf der Basis eines
Polymers, welches mit Hilfe unterschiedlicher Verfahren eine geeignete

Beschichtung fiir den biomedizinischen Bereich ergeben sollte.

5.1 Prazipitationsaktivitit der Polyamine

Die Prizipitate werden analog zu den Studien von JAHNS und KUFELT innerhalb von
14 Minuten erhalten und nach einer Stunde aufgearbeitet [96,203]. Phosphationen
werden hier als Modellsubstanzen zu den in Biosilica der Diatomeen natiirlich
vorkommenden multivalenten Spezies herangezogen. Untersuchungen von SUMPER
zeigen, dass serinphosphatreiche Peptide, die Silacidine, als natiirliche Polyanionen
dienen, die fiir die Polyamin- und/oder Silaffin-gerichtete in vivo-Silicabildung
ausschlaggebend sind [18]. Die Ergebnisse der Prézipitationsuntersuchungen in
Gegenwart der verschiedenen Polyamine in Abhéngigkeit der Phosphatkonzentration
sind in Tabelle 5.1 zusammengestellt. Die Referenzversuche ohne Additiv (Polyamin
und/oder Phosphat) zeigen keine Prizipitatbildung. Weiterhin wird aus der Ubersicht
der durchgefiihrten Prézipitationsversuche ersichtlich, dass bei den hier untersuchten
kurzen Polyaminen nur in wenigen Fillen ein Niederschlag erhalten wird. Nur im
Fall von PPIg, welches das lingste Polyamin in der hier untersuchten Reihe darstellt,
kann ab der Zugabe von 30 mM Phosphat ein Prizipitat erhalten und nach einer
Aufarbeitung isoliert werden. Bei der Konstellation von mindestens 30 mM Phosphat
als multivalentes Anion und acht Propylenimineinheiten kommt es zur Bildung von
Aggregaten aus den Phosphationen und den Polyaminen. Der Bildung groferer
Aggregate forderlich sind elektrostatische Anziehungskrifte zwischen den negativ
geladenen Phosphatanionen und den teilweise protonierten Polyaminen und auch
Wasserstoffbriickenbindungen. Allerdings ist hierfiir eine Kettenlinge von

mindestens acht Imineinheiten notwendig, damit ein Prizipitat entsteht. Zum
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Vergleich zeigen PMPly, welches wegen einer breiten Verteilung des
Polymerisationsgrades strukturell PPIg stark dhneln diirfte, und PMPI,, eine

Prizipitationsaktivitit, wie sie fiir lingere Polyamine typisch ist [96,203].

Tabelle 5.1: Ergebnisse der Prézipitationsexperimente verschiedener Polyamine in Abhéngigkeit von

der Phosphatkonzentration cp. Werte fiir PMPI, und PMPI,, wurden Lit. [96,203] entnommen.

Phosphatkonzentration ¢cp/ mM

Polyamin

0 10 20 30 50 100 150
Referenz Gel Gel Gel Gel Gel Gel Gel
PMPI, - Gel | Prézip. | Prézip. | Prézip. | Prézip. | Prézip.
PMPIy Gel | Prézip. | Prizip. | Prézip. | Prazip. | Prézip. | Prézip.
PPIg Gel Gel Gel Prazip. | Prézip. | Prézip. | Prizip.
HAD Gel Gel - Gel Gel Gel Gel
MHAD Gel Gel Gel Triib. | Triib. Triib. Triib.
Spermin Gel Gel - Gel Gel Gel Gel
MSpermin | Gel Gel Gel Gel Gel Gel Gel

In den iibrigen Fillen kann aufgrund der hier durchgefiihrten Experimente keine
uneingeschrinkte Prézipitationsaktivitit der Polyamine festgestellt werden. Im Fall
der Experimente mit MHAD, welches die methylierte Variante von Hexaazadocosan
(HAD) darstellt, kann jedoch in Gegenwart von mindestens 30 mM Phosphat eine
gut sichtbare Triibung der Losung beobachtet werden. Nach der Definition fiir die
Prizipitationsaktivitidt fiir Additive in Abschnitt 4.5 ist MHAD zwar nicht als
prizipitationsaktives sondern lediglich als ,,triibungsaktives* Additiv einzustufen, da
kein Prézipitat isoliert werden konnte. Dies ist eine interessante Tatsache, denn das
HAD in seiner unmethylierten Form zeigt keinen so starken Einfluss auf das
Kondensationsverhalten von Kieselsdure, es werden durchgehend Gele erhalten. Des
Weiteren sind sowohl Spermin als auch die methylierte Variante MSpermin nach den
Ergebnissen der Prizipitationsexperimente als nicht prézipitationsaktiv zu
betrachten, da durchgehend nur die Gelierung als alleinige Reaktion festgestellt

werden kann. Demzufolge kann in dieser Arbeit MHAD, welches quasi PMPIg mit
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sechs Methylpropylenimingruppen entspricht, als das kiirzeste Polyamin mit einer
nachweislichen Prizipitationsaktivitit im Rahmen der Prézipitationsexperimente
festgestellt werden. Kiirzere Polyamine wie ,,PPL*/,,PMPL;* zeigen im Rahmen der
Experimente, wie sie in dieser Arbeit durchgefiihrt, wurden keine Prizipitations-

aktivitét.

Aufgrund der hier erhaltenen Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass methylierte
Polyamine stdrker mit Phosphatanionen interagieren und so leichter Polyamin-
Aggregate ausbilden konnen. Methylierte Polyamine kénnen im Vergleich zu ihren
unmethylierten Varianten unter den gegeben Bedingungen (pH =35.5) leichter
protoniert werden und entsprechend stdrker mit den multivalenten Phosphatanionen
wechselwirken. Dies kommt bei den Kkiirzeren Polyaminen, bei denen die
Eigenschaften eines typischen Polyamins nicht mehr vordergriindig sind, besonders

stark zum Tragen.

5.1.1 Kinetik der Kondensationsreaktionen

Im folgenden Abschnitt wird zunichst die Kinetik der Kieselsdurekondensations-
reaktion unter Einfluss der zu untersuchenden Polyamine mit der Molybdat-Methode
betrachtet. In Abbildung 5.1 ist die Konzentration der molybdatreaktiven Kieselsdure
in Abhingigkeit von der Reaktionszeit aufgetragen. Es handelt sich hierbei um
jeweils propionat-gepufferte Systeme (pH = 5.5). Der Verlauf der kinetischen
Kurven zeigt, dass die Initialphasen der betrachteten Kondensationsreaktionen sowie
bei der Referenzmessung ohne Amin offensichtlich vergleichbar lang sind. Sie
betrdgt in allen Fillen etwa 14 Minuten. In dieser Phase tritt so gut wie keine
Abnahme der Kieselsdurekonzentration auf, auch wenn bei genauer Betrachtung ein
etwas schnellerer Abfall nach zehn Minuten zu beobachten ist. Auch die Abnahme
der Konzentration der hoher kondensierten Kieselsdurespezies ab diesem Zeitpunkt
nach dem Ende der Initialphase verlduft dann sehr dhnlich. Hier sind lediglich einige
geringfiigige Abweichungen bei der Geschwindigkeit der Abnahme zu beobachten.
So verlauft im Bereich von etwa 20 Minuten Reaktionszeit die Kurve der
Kondensationsreaktion unter HAD-Einfluss etwas schneller als die der iibrigen
Systeme. Diese Abweichungen liegen jedoch nur geringfiigig oberhalb der
Fehlertoleranz der Molybdat-Methode und konnen daher in deren

Messungenauigkeit begriindet sein.
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Abbildung 5.1: Kinetik der Kieselsdurekondensation unter Einfluss von HAD/MHAD und
Spermin/MSpermin im Vergleich zu einer Reaktion ohne Amin. Dargestellt ist der Verlauf der

Konzentration molybdatreaktiver Kieselsdurespezies in Abhingigkeit von der Reaktionszeit bei

pH=5.5.

Sehr wahrscheinlich unterliegen die hier gefundenen Abweichungen der Messwerte
kleinen  Auslenkungen des pH-Wertes; pH-Wert-Veridnderungen  iiben
bekanntermalen einen groBen Einfluss auf die Geschwindigkeit der
Kieselsdurekondensation aus. Dies wurde bereits in fritheren Studien in unserem
Arbeitskreis, als noch in ungepufferten Systemen gearbeitet wurde, festgestellt [204-
206]. Diese Studien ergaben, dass die mit der Molybdat-Methode ermittelten
Unterschiede in der Geschwindigkeit der Kondensationsreaktion allein auf die
Basizitit der untersuchten = Amine  zuriickzufiihren sind. So laufen
Kondensationsreaktionen bei hoheren pH-Werten deutlich schneller ab. Ein direkter
Zusammenhang zwischen der Struktur der Amine und dem Ablauf der Reaktionen
kann somit nicht bestdtigt werden. Spermine und deren Analoga wurden von
Forschern um PERRY auf ihre katalytische Aktivitdt in Abhédngigkeit von der
Kettenldnge untersucht [23]. Dort konnte lediglich ein sehr schwacher Effekt auf die
Kondensationsreaktion festgestellt werden, auch die natiirlichen Substanzen zeigten

keine besonderen Effekte. JAHNS kommt in seiner Arbeit ebenfalls zu
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entsprechenden Ergebnissen [96]. Er stellt fest, dass strukturelle Eigenschaften der
Amine keinen FEinfluss auf die Kinetik der Kieselsdurekondensation aufweisen.
Diese Studien lieferten nicht nur Ergebnisse zu linearen Polyaminen, wie
Polypropylenimine (PPI;») und Polymethylpropylenimine (PMPI;; und PMPly),
sondern auch beziiglich verzweigter Polymere im malonat-gepufferten System
(pH=15.5). Der pH-Wert wird als die bestimmende Konstante fiir die

Geschwindigkeit von Kieselsdurekondensationen herausgestellt.

Dies kann mit dieser Arbeit bestétigt werden und steht im Einklang vorhergehender
Untersuchungen mit dhnlichen Polyamine (PMPIy-PMPI,y) [203]. Bei den hier
durchgefiihrten Messungen konnte teilweise eine Auslenkung des pH-Werts von bis
zu 0.06 pH-Einheiten beobachtet werden. Zwar sind dies nur sehr geringfiigige
Unterschiede, die allerdings wegen der starken Abhdngigkeit der Geschwindigkeit
der Kondensationsreaktion vom pH-Wert doch zu einer veridnderten Abnahme der
Kieselsdurekonzentration fithren konnen. Somit kann auch hier durch Messungen mit
der Molybdat-Methode wiederum kein Einfluss auf die Kieselsdurekondensations-

reaktion festgestellt werden.

5.1.2 Partikelbildung und Partikelwachstum

Dieser Abschnitt dient der Prédsentation und der Diskussion der Ergebnisse der
Dynamischen Lichtstreuungsmessungen. Der hier im Laufe der Diskussion
verwendete Begriff ,,Partikeldurchmesser bezieht sich auf den in Abschnitt 3.2

definierten Begriff des hydrodynamischen Durchmessers.

Die Dynamische Lichtstreuung bietet die Moglichkeit, das Partikelwachstum
wihrend der Kieselsdurekondensationsreaktionen in Abhédngigkeit von der Zeit zu
untersuchen und darzustellen. Bei diesen Messungen werden nur Ergebnisse vor dem
Gelpunkt des Systems betrachtet, da die Gelierung zu erheblichen Stérungen der

Messungen fiihrt.

5.1.2.1 Partikelbildung und Partikelwachstum unter Einfluss von Polyaminen

Messungen mit Dynamischer Lichtstreuung liefern zunichst Verteilungen der
Streuintensitidt auf die Partikeldurchmesser. Somit konnen in der Reaktionslosung
vorhandene Partikelpopulationen anhand ihrer Durchmesser bestimmt werden. In der

Regel wird der Verlauf einer Kondensationsreaktion von Beginn der Reaktion an bis
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zur Gelierung verfolgt. Somit werden Daten zu verschiedenen Zeitpunkten und
Stadien der Reaktion erhalten und konnen bei Bedarf fiir sich allein betrachtet

werden.

Kondensationsreaktionen in Abwesenheit von Phosphat fithren wie in Abschnitt 5.1
erldautert nicht zur Prézipitation. Hier kann mit zeitlichem Fortschreiten der Reaktion
die Bewegung eines Signals zu immer groeren Durchmessern festgestellt werden. In
Abbildung 5.2 ist eine exemplarische Auftragung der Verteilungen anhand der
Anzahl der vorliegenden Partikelgroen in Prozent gegen den Partikeldurchmesser
gezeigt. Diese Kurven werden aus den gemessenen Intensitéitsverteilungen abgeleitet

und algorithmisch berechnet.
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Abbildung 5.2: Exemplarische Auftragung der Anzahlverteilungen gegen den Partikeldurchmesser
einer Kondensationsreaktion unter Einfluss von PMPI,. Die Messkurven werden zu bestimmten

Zeitpunkten 15,45,90 und 120 min der Reaktion herausgegriffen.

Es ist in vielen Fillen sinnvoll, anstelle der Intensitédtsverteilung die Partikelgro3en
nach ihrem prozentualen Verhiltnis zu vergleichen, da so auch kleine
Partikelpopulationen, die nur eine geringe Streuintensitiit verursachen, erfasst werden
konnen. Diese Art der Auftragung ermoglicht auler der Beobachtung der Bewegung
vorhandener Peaks zudem die genaue Betrachtung der prozentualen Anteile
bestimmter PartikelgroBen im Verlauf der Kondensationsreaktion (Abbildung 5.2).

Sollen viele Messungen miteinander verglichen werden, zum Beispiel bei langen
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Reaktions- und Beobachtungszeiten, wird diese Auswertungsmethode jedoch
uniibersichtlich, da sehr viele Verteilungskurven in den Graphen aufgenommen
werden miissten. Darum wird eine Auswertungsmethode sinnvoll, die einen
umfassenden Gesamtiiberblick iiber den Verlauf der Kondensationsreaktionen
verschafft. Dies ist durch Mittelung aller an der Probe beobachteter
Partikeldurchmesser moglich, welche dann anhand der so genannten Z-Mittel

dargestellt werden.

In der Abbildung 5.3 sind die Anzahlverteilungen in Gegenwart der zu
untersuchenden Polyamine zu gegebenen Reaktionszeiten in Abhingigkeit von dem
Partikeldurchmesser gegeben. Die Messung ohne Polyamine zeigt einen sehr
langsamen Wachstumsverlauf, im Laufe der Kondensation wandert der Peak zu
groBeren Durchmessern. Zu Beginn der Kondensation liegen nach 15 min
ausschlieBlich etwa 1 nm groB3e Partikel vor, nach 2 h liegt die Partikelgroe bei etwa

10 nm.

In Gegenwart der Polyamine wirken unterschiedliche Einfliisse auf den Verlauf der
Kondensationsreaktionen ein. Der Verlauf des Wachstums ist in allen Fillen
grundsitzlich dhnlich. Bereits etwa 15 Minuten nach Reaktionsbeginn wird ein
Partikeldurchmesser zwischen 1 -4 nm in den Losungen beobachtet. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Streuintensititen hoch genug, um zuverldssige Werte zu liefern.
Kurz nach Reaktionsbeginn konnen zwar auch Partikeldurchmesser (0.9 bis 10 nm)
ermittelt werden, jedoch sind zu diesem Zeitpunkt der Reaktion die Streuintensititen
sehr gering und die Ergebnisse variieren sehr stark, so dass vermutlich eher
Verschmutzungen fiir die Messergebnisse verantwortlich sind. Messungen von
reinen Aminlosungen ohne Silica weisen sehr schlechte Streuintensitédten auf, so dass

die Polyamine nicht in Form von Aggregaten vorliegen konnen.

Im Falle von PPIg sind nach 15-miniitiger Reaktion etwa 4 nm grof3e Partikel in der
Losung zu finden, nach 45 Minuten ist die Reaktion im Vergleich zur Referenz um
Einiges weiter fortgeschritten, geht aber danach ebenfalls nur noch langsam voran.
Nach 2 h Reaktionszeit liegen die Partikeldurchmesser hier dennoch bereits bei
durchschnittlich 20 nm, wéhrend aus der Referenzmessung Partikel um 10 nm fiir

den gleichen Zeitraum hervorgehen. Die Gegenwart von PPIg beschleunigt also nicht
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nur gleich zu Beginn den Kondensationsprozess, auch die Wachstums-

geschwindigkeit wird gesteigert.
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Abbildung 5.3: Ergebnisse der Dynamischen Lichtstreuung fiir Kieselsdurekondensationsreaktionen
ohne Polyamin sowie in Gegenwart von PPI;, HAD, MHAD, Spermin und MSpermin in
Abhingigkeit von der Reaktionszeit. Die Referenzmessung zeigt den iiblichen Sol-Gel-Prozess, das

Wachstum der Solpartikel wird durch die Anwesenheit der Polyamine leicht beschleunigt.
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In Gegenwart von Hexaazadocosan (HAD) und dessen methylierte Variante MHAD
sind die Ergebnisse nicht ganz so konsistent. Wahrend im Fall von HAD zu Beginn
der Reaktion &dhnlich der Nullmessung sehr kleine Partikel vorliegen, wird die
weitere Kondensation durch die Anwesenheit des Polyamins beschleunigt. In
Gegenwart von MHAD liegt die Partikelgro3e nach 15 min hingegen eher schon im
Bereich von PPIg bei ungefihr 4 nm. Die weitere Kondensation verldauft dann
ebenfalls eher langsam im Vergleich zu HAD. Diese Ergebnisse spiegeln die
Erfahrungen aus den Prizipitationsexperimenten wider (Tabelle 5.1), denn auch hier
zeigte sich ein @hnlicher Einfluss auf die Kondensationsreaktion seitens PPIg und
MHAD, da diese beiden Polyamine als einzige eine Prizipitationsaktivitit zeigten.
Deshalb ist es auch nicht verwunderlich, wenn die DLS ebenso einen &dhnlichen

Einfluss auf die Kieselsdurekondensation feststellen zu konnen.

Auch die Ergebnisse der Kondensationsreaktionen in Gegenwart von Spermin und
MSpermin folgen dem Trend, dass das Wachstum der Sol-Partikel in Gegenwart von
Polyaminen im Vergleich zur Nullmessung beschleunigt stattfindet. Zu Beginn der
Reaktion zeigen sich dennoch Unterschiede, denn in Gegenwart von MSpermin
liegen sehr kleine Partikel vor, wie sie auch in der Referenzmessung sowie in der
Reaktion unter Einfluss von HAD beobachtet wurden. In Gegenwart von Spermin
konnten nach 15 min hingegen bereits etwa 4 nm groB3e Partikel beobachtet werden,

die sonst bei den Reaktionen in Gegenwart von PPIg und MHAD aufgefallen sind.

Insgesamt gesehen liefert die Auswertung der Einzelmessungen aus der DLS
Erkenntnisse iiber den direkten Einfluss der Polyamine auf den Verlauf der
Kieselsdurekondensation. Tendenziell lduft diese in Gegenwart von Polyaminen
etwas rascher ab; dann kann man davon ausgehen, dass bereits im Anfangsstadium
der Kondensationsreaktion kleinere Aggregate zwischen Kieselsidureoligomeren und
Polyamin vorliegen. Diese Ergebnisse korrelieren mit jenen, die von JAHNS und
KUFELT in fritheren Arbeiten erhalten wurden [96,203]. Dort zeigen Untersuchungen
mit der DLS einen noch deutlicheren Unterschied zwischen der Referenzmessung
und den Messungen unter Polyamineinfluss zu Beginn der Kondensationsreaktionen.
Im spiteren Verlauf der Kondensation waren allerdings kaum Unterschiede in der
Geschwindigkeit des Wachstums im Vergleich zur Nullmessung erkennbar. Nach

etwa zwei Stunden verliefen die betrachteten Kondensationen quasi deckungsgleich.
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Einen guten Uberblick iiber den Verlauf der betrachteten Kondensationsreaktionen
unter dem Einfluss der verschiedenen Additive liefern die bereits erlduterten Z-
Mittelwerte. In Abbildung 5.4 sind die Z-Mittel fiir die Kieselsdurekondensation in
Gegenwart der verschiedenen Polyamine sowie fiir eine Referenzmessung gezeigt.
Sowohl ohne Polyamin als auch in Gegenwart der zu untersuchenden Polyamine
kann auf den ersten Blick ein kontinuierliches, langsames Partikelwachstum im
Rahmen des Sol-Gel-Prozesses beobachtet werden. Im Verlauf der Reaktion
wachsen die Partikel bis zum Gelpunkt auf etwa 300 - 600 nm heran. Die einsetzende

Gelierung zeigt sich in stark streuenden Messsignalen.
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Abbildung 5.4: Ergebnisse der DLS-Messungen fiir die Kieselsdurekondensation in Gegenwart der zu

untersuchenden Polyamine in Form der erhaltenen Z-Mittel d.

Die Unterschiede zeigen sich hier vor dem Hintergrund der bereits erlduterten DLS-
Ergebnisse sinngemidfl in der Geschwindigkeit im Verlauf der Kondensations-
reaktionen. Die Darstellung der Z-Mittel bietet dabei den Vorteil, die
Wachstumskurven der betrachteten Kondensationsreaktionen direkt miteinander
vergleichen zu konnen. Wie zuvor schon festgestellt, zeigt die Anwesenheit der
Polyamine eine tendenziell beschleunigende Wirkung auf den Sol-Gel-Prozess.

Unter Einfluss von PPIg ist eine signifikante Steigerung der Kondensations-
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geschwindigkeit zu verzeichnen, die Anwesenheit von HAD und Spermin fiihrt sogar
nahezu zu einer Verdopplung der Kondensationsgeschwindigkeit. Da diese Additive
keine Prézipitationsaktivitit zeigten (Abschnitt5.1), ist dies ein erstaunliches
Ergebnis. Noch auffilliger ist allerdings, dass in Gegenwart von MSpermin der
allgemein beobachtete Trend umgekehrt wird. Hier liegt eine eindeutig verringerte
Wachstumsgeschwindigkeit im Vergleich zur Referenz und vor allem zu den
Wachstumskurven der anderen Polyamine vor. Dies ist ein ungewohnliches
Ergebnis, denn zuvor benannte Studien haben bereits gezeigt, dass in Gegenwart von
Polyaminen in der Regel eine raschere Kondensationsgeschwindigkeit beobachtet
wird [96,203]. Die Auftragung der Z-Mittel in einem engeren Fenster zeigt
allerdings, dass 1im frithen Reaktionsstadium (bis drei Stunden) die
Wachstumskurven der in den Prizipitationsexperimenten aktiven Polyamine PPIg
und MHAD iiber denen der inaktiven Polyamine liegen (siehe Abbildung 5.5). Im
Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch keine Erklidrung fiir den ungewohnlichen

Wachstumsverlauf in Gegenwart von MSpermin gefunden werden.
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Abbildung 5.5: Z-Mittel aus den DLS-Messungen in Gegenwart von Polyaminen sowie aus der
Referenzmessung ohne Polyamin. Die Kurven von PPIy und MHAD liegen im frithen Stadium der

Reaktion tiber denen der anderen Polyamine.
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Mit der Molybdat-Methode konnte kein Unterschied bei den kinetischen Kurven der
verschiedenen Polyamine festgestellt werden. Die Ergebnisse der Dynamischen
Lichtstreuung zeigen hingegen zu Beginn der Kondensationsreaktionen einen
deutlichen Unterschied zwischen der Referenz und den Reaktionsabldufen in
Gegenwart der Polyamine. JAHNS zufolge liegt dies hauptsédchlich daran, dass mit
diesen beiden Methoden zwei grundsitzlich unterschiedliche Prozesse der
Kieselsdurekondensation betrachtet werden [96]. Die Molybdatmethode ist geeignet,
um die Oligomerisierung der Kieselsdure zu untersuchen, wihrend mit der
Dynamischen Lichtstreuung die Partikelbildung beobachtet wird. Die hier erhaltenen
DLS-Ergebnisse und die von JAHNS erzielten zeigen, dass erst nach Ende der
Initialphase Partikel in den Losungen mit Polyamin gefunden werden, so dass erst
hoher kondensierte Kieselsdurespezies in der DLS als Partikel in Erscheinung treten.
Diese Teilchen sind jedoch nicht mehr molybdatreaktiv. Thre Umwandlung zu
Polyamin-Silica-Partikeln kann daher mit der Molybdatmethode nicht erfasst
werden. Aus diesem Grund ist in den mit dieser Methode erhaltenen kinetischen

Kurven weitgehend kein Unterschied zu beobachten.

Der Unterschied des Partikelwachstums in Gegenwart von Polyaminen zu Beginn
der Reaktionen im Vergleich zur Referenz kann einer gewissen Aminaktivitit
zugesprochen werden. Aufgrund der Abwesenheit mehrfach geladener Anionen fiihrt
diese jedoch nicht zur Bildung von Polyamin-Aggregaten, die dann durch
Kieselsdure mineralisiert wiirden. Da Polyamine jedoch eine hohe Affinitdt zur
Kieselsdure aufweisen, werden in Abwesenheit von multivalenten Anionen einzelne
Polyaminmolekiile von Silica eingeschlossen [96]. Bei diesen ,silicatisierten
Polyaminen* handelt es sich wohl um jene kleine Partikel, die zu Beginn der
Kondensation gefunden werden und die im weiteren Verlauf der Reaktion als
Kondensationskeime fungieren. Bei der Reaktion einer Losung ohne Amin konnten
Partikel dieser GroBe hingegen nicht festgestellt werden (siehe Abbildung 5.3a).
Deshalb beginnt das Partikelwachstum in Gegenwart von Polyaminen zunéchst
schneller als bei der Referenz. In der Losung ohne Polyamin fehlen die

Kondensationskeime, dementsprechend ist die Partikelbildung verlangsamt.

Auch bei den Kondensationsreaktionen in Gegenwart von Polyaminen erfolgt das
weitere Wachstum nach der anfanglichen Keimbildung durch Wechselwirkungen

zwischen Amin und Kieselsdure durch normale Kondensationsreaktionen. Im
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weiteren Reaktionsverlauf gehen die DLS-Kurven stark auseinander, so dass das
Wachstum in Gegenwart aller Polyamine auler MSpermin zu hoheren Werten fiir die
Durchmesser fiihrt als bei der Referenzmessung (Abbildung 5.5). Dieses Resultat ist
vermutlich einerseits darauf zuriickzufiihren, dass bei den Reaktionen in Gegenwart
von PPIg, HAD, MHAD und Spermin gleich zu Beginn grof3ere Kondensationskeime
vorlagen als in der Reaktion unter Einfluss von MSpermin sowie ohne Polyamin. Im
Laufe des weitergehenden Wachstumsprozesses ist daher vorstellbar, dass sich

groBere Solpartikel zusammenlagern und es so zur Bildung groBerer Partikel kommt.

Mit der DLS lésst sich also zu Beginn der Reaktion ein schnelleres Partikelwachstum
feststellen, wenn Polyamine zugegen sind. Dies gilt auch fiir die kurzkettigen
Vertreter. Interessanterweise weisen aber die prézipitationsaktiven Amine PPIg und
MHAD vor allem im frithen Stadium der Kondensation ein besonders schnelles
Wachstum  auf (sieche  Abbildung 5.5). Dies konnte bedeuten, dass
prazipitationsaktive Polyamine auch ohne multivalente Ionen eine auflerordentlich
starke Affinitit zu Kieselsidure besitzen. So entstehen gleich nach Reaktionsstart
besonders schnell von Silica eingeschlossene Polyaminmolekiile; diese konnen dann
mit der DLS gemessen werden (Abbildung 5.3b und d). Diese Silicateilchen kdnnen
sich dann im weiteren Verlauf zusammenlagern und so das Partikelwachstum im
Rahmen des Sol-Prozesses beschleunigen. Dieser Effekt kann vermutlich auch mit
der Kettenlinge dieser Polyamine in Zusammenhang gebracht werden. In
Abbildung 5.6 ist der Einfluss von Polyaminen verschiedener Kettenldngen auf die
Silicabildung schematisch dargestellt. Danach fiihrt die Anlagerung von sehr kurzen
Polyaminketten an negativ geladene Silicapartikel zur teilweisen Neutralisation von
deren Ladung durch das positiv geladene Amin und folglich zur Destabilisierung des
Sols [22,23]. Dem entspricht, dass auch fiir das kurze Spermin sowie das stark
strukturverwandte HAD eine Steigerung der Partikelwachstumsgeschwindigkeit
gemessen wurde. Lingere Polyaminketten konnen hingegen sogar verbriickend
wirken und so die Aggregation von Partikeln fordern; dadurch steigt die
Partikelwachstumsgeschwindigkeit. Diese Annahme konnte somit erkldren, warum
im Falle des lidngeren PPIg ein besonders schnelles Partikelwachstum in einem sehr
frithen Stadium der Reaktion beobachtet werden konnte. Im Falle des MHAD konnte
zudem der hydrophobe Charakter aufgrund der Methylierung des Molekiils zu

starkeren Wechselwirkungen gefiihrt haben.
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Abbildung 5.6: Schematische Darstellung des Effekts von Polyaminen auf die Silicabildung: a)
Silicapartikel mit Doppelschicht bei der Abwesenheit jeglicher Additive; b) reduzierte Doppelschicht
bei Anwesenheit kurzer Polyamine; die Reduktion der Doppelschicht fordert die Aggregation der
Partikel; c) Briickenbildung zwischen den Partikeln bei Anwesenheit ldngerer Polyamine; die

Briickenbildung fordert die Aggregation der Partikel stark. Nach Lit. [23].

Insgesamt gesehen kann zwar bei allen untersuchten Reaktionen ein langsames
Partikelwachstum im Rahmen eines Sol-Gel-Prozesses beobachtet werden. Die
Anwesenheit von Polyaminen {ibt dennoch eindeutig einen beschleunigenden
Einfluss auf das Wachstum der Partikel aus. Bei den Reaktionen mit Polyamin
werden in Abwesenheit multivalenter Anionen einzelne Polyaminmolekiile von
Silica umschlossen, so dass schneller Kondensationskeime entstehen als in der

Losung ohne Polyamin. Hier ist allein der Sol-Gel-Prozess bestimmend.

5.1.3 Prazipitationsaktivitit in Gegenwart von Phosphat

In diesem Abschnitt soll der Einfluss der Phosphatkonzentration auf den Verlauf von
Kieselsdurekondensationsreaktionen in Gegenwart der zu untersuchenden Polyamine
diskutiert werden. Die Polyamine wurden jeweils in der Konzentration cy = 2.3 mM

eingesetzt.

Wie schon zuvor erldutert, fithrt die Anwesenheit multivalenter Anionen durch

Ausbildung von Wasserstoffbriicken sowie durch elektrostatische Anziehung der
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negativen Ladung der Anionen und den zum Teil protonierten Stickstoffatomen der
Amine zur Bildung von Polyamin-Aggregaten. Diese Aggregate werden dann durch
Kieselsdure mineralisiert und bilden ein Prizipitat. Fiir die Prizipitatbildung sind
multivalente Anionen also zwingend erforderlich [68]. Als einfaches Modell fiir
solche multivalenten Anionen kann Phosphat dienen, das beim hier relevanten pH-
Wert iiberwiegend als Dihydrogenphosphat-Anion vorliegt. Zur Untersuchung dieses
Effekts werden den Reaktionslosungen der Abbildung 4.6 entsprechend Phosphat-
Anionen in Form von Natriumdihydrogenphosphat zugegeben und der Einfluss
dieser Komponente mit Hilfe der Dynamischen Lichtstreuung verfolgt. Diese
Messungen sollen insbesondere Aufschluss iiber die Prizipitationsaktivitit
kurzkettiger Polyamine geben, die eine Kettenldnge von minimal vier bis acht
Propylenimineinheiten aufweisen sowie iiber ihre methylierten Varianten. Diese
Experimente sollen demnach vor allem zeigen, ob Polyamine kurzer Kettenlidnge es
vermogen, mineralisierbare Polyamin-Aggregate zu formen, wie es in Gegenwart

langerer Polyamine in fritheren Studien von JAHNS [96] gezeigt werden konnte.

Fiir die Darstellung der Ergebnisse der DLS-Messungen wird im Folgenden die
Auswertung in Form der Z-Mittel gewdhlt, wobei iiber alle in der Losung
vorhandenen Partikeldurchmesser gemittelt und ein durchschnittlicher Wert erhalten
wird. Auf diese Weise konnen mehrere Messungen in einfacher Weise miteinander
verglichen werden. In Abbildung 5.7 ist der Verlauf der Z-Mittel der Reaktion in
Gegenwart von PPIg in Abhingigkeit von der Phosphatkonzentration gezeigt, die
Abbildung 5.8 zeigt die Anzahlverteilungen fiir diese Reaktion in Gegenwart von 10
und 100 mM Phosphat. Wihrend bei der Zugabe von bis zu 20 mM Phosphat
lediglich der {ibliche Sol-Gel-Prozess zu beobachten ist, kann bei groferen
Phosphatkonzentrationen recht schnell nach dem Reaktionsbeginn die Bildung von
Prizipitat beobachtet werden, also die Bildung von Polyamin-Phosphat-Aggregaten,
die bei der Adsorption von Kieselsdure im weiteren Verlauf ein Prizipitat bilden.
Diese Ergebnisse decken sich mit denjenigen aus den Prizipitationsexperimenten,
auch hier konnte erst ab einer Zugabe von 30 mM Phosphat ein Prizipitat isoliert

werden (siche Tabelle 5.1).
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Abbildung 5.7: Aus DLS-Messungen erhaltenen Z-Mittel fiir die Kieselsdurekondensation in

Gegenwart von PPI; in Abhéngigkeit von der Phosphatkonzentration.
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Abbildung 5.8: Anzahlverteilungen der PartikelgroBen aus der Dynamischen Lichtstreuung fiir die

Reaktionen in Gegenwart von PPIg sowie 10 bzw. 100 mM Phosphat in Abhingigkeit von der Zeit.

Langsames Partikelwachstum in Gegenwart von 10 mM Phosphat (links); bei Zugabe von 100 mM

Phosphat sind bereits nach 15 min etwa 1000 nm grof3e Partikel vorhanden (rechts).

Bei den Anzahlverteilungen bewirkt der Zusatz hoher Phosphatmengen einen rapiden

Anstieg der Partikelgroen, in Gegenwart von 100 mM Phosphat konnen bereits

nach 15 min Partikel um 1000 nm beobachtet werden. Die Auswertung der

Messungen in Abhidngigkeit von der Zeit zeigt im Vergleich zu den Z-Mitteln

(Abbildung 5.7) deutlich, dass mit steigender Phosphatkonzentration auch die
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Wachstumsgeschwindigkeit bei der Bildung der Partikel steigt. Diese
Geschwindigkeit konnte dementsprechend eine Aktivitdt des betrachteten Polyamins

reprisentieren.

Des Weiteren zeigt sich wie in fritheren Untersuchungen, dass der
Partikeldurchmesser strikt von der Phosphatkonzentration bestimmt wird [74,96].
Lediglich bei der hochsten Phosphatkonzentration von cp =150 mM erfolgt kein
weiterer Anstieg der Partikeldurchmesser. Auch JAHNS stellte bei der Untersuchung
von PMPI,, im acetat-gepufferten System (pH = 4.7) fest, dass ab einer bestimmten
Hohe der Phosphatkonzentration keine groBleren Partikeldurchmesser mehr
resultieren [96]. Bei den Wachstumskurven, die bei Zugaben von mehr als 30 mM
Phosphat erhalten wurden, ist zu Beginn der Reaktion ein steiler Anstieg auf einen
Maximalwert zu beobachten. Auch dies spricht dafiir, dass hier von einer
Aggregatbildung in den Losungen auszugehen ist. Im Gegensatz zu fritheren
Untersuchungen, zum Beispiel mit PMPly [203], zeigen die Kurven keinen
plateaudhnlichen Verlauf, sondern fallen nach Erreichen des Maximalwertes relativ
schnell wieder ab; es liegt eher ein spitzbogenformiger Verlauf der Kurven vor. Bei
Wachstumskurven ab 60 mM Phosphat ist diese Form noch ausgeprigter. Die
Partikeldurchmesser sinken im weiterenVerlauf der Reaktion, da die jeweils groBten
Partikel auf den Boden der Kiivette sedimentieren und nicht mehr vom Laserstrahl
erfasst werden. Werden bei hohen Phosphatkonzentrationen sehr schnell sehr grofe
Partikel gebildet, so sind die maximalen Gréen nur sehr kurz zu beobachten. Nach
jeweils etwa sechs bis sieben Stunden ist eine zunehmende Streuung der Messwerte

zu beobachten, die mit der beginnenden Gelierung zu begriinden ist.

Insgesamt ist das Prizipitationsverhalten bzw. die -aktivitit von PPIg sicherlich noch
eher den Eigenschaften langkettiger Polyamine (zehn bis zwanzig Propylenimin-
einheiten) zuzuordnen, wenn die Auswertung der DLS-Messungen auch leichte
Unterschiede zum Prizipitationsverhalten von zum Beispiel PMPIy oder lidngeren
Polyaminen aufweist [203]. So konnte dort schon mit der Zugabe von 10 mM
Phosphat ein ausgeprigtes Prizipitationsverhalten beobachtet werden, mittels DLS
werden fiir diese Konstellation Partikeldurchmesser im Bereich von 1200 nm
konstatiert. Im Falle von PPIg bildet sich erst ab 30 mM Phosphatzugabe ein
Prizipitat mit einer PartikelgroBe von etwa 600 nm. In Tabelle 5.2 sind die

erhaltenen Partikeldurchmesser dz und dzmax, Wie sie in Gegenwart einiger linearer
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Polyamine erhalten werden, einander gegeniiber gestellt. Dabei handelt es sich bei dz
um die Z-Mittel bei der gegebenen Phosphatkonzentration cp, dzm.x gibt die
maximalen ermittelten Z-Mittel im betreffenden Polyamin-Phosphat-System an.
Daraus ist zu entnehmen, dass lingere Polyamine bereits in Gegenwart geringerer
Phosphatkonzentrationen Prézipitatbildung induzieren und die Partikeldurchmesser
insgesamt auch groflere Maximalwerte erreichen. Daraus lédsst sich schlussfolgern,
dass sie groBere Aggregate bilden, die dann zu groBeren Partikeln mineralisiert
werden. Die Abnahme der Kettenlinge fiihrt zudem zu verminderten hydrophoben
Eigenschaften der Polyamine, ein Einfluss, der bei der Bildung von stabilen
Polyamin-Aggregaten nicht zu vernachldssigen ist. Im Gegenteil, Arbeiten von
PERRY et al. zeigen, dass mit steigender Zahl der Aminogruppen sowie steigender

Linge des Alkylspacers stabilere Polyamintrépfchen in Losung entstehen [21,22].

Tabelle 5.2: Ubersicht iiber aus DLS-Messungen erhaltene Partikeldurchmesser d, bei gegebener
Phosphatkonzentrationen cp sowie die in dem betreffenden Polyamin-Phosphat-System beobachteten
maximalen Partikeldurchmesser dz.,,x in Gegenwart von verschieden langen Polyaminen. Werte fiir

PMPI,4 und PMPI, wurden aus Lit. [203] entnommen.

Polyamin cp/ mM dz / nm Azmax/ NM
PMPI,, 10 2400 2000
PMPI, 10 1250 2600
PPI; 30 600 1600
MHAD 30 230 500
HAD * - -

*bei allen untersuchten Phosphatkonzentrationen

Die etwas verminderte Aggregations- und Prizipitationsaktivitdt von PPIg konnte
auch in der Struktur des Polyamins begriindet sein, denn es liegt unmethyliert vor.
Dementsprechend sollten die Aminogruppen weniger leicht protonierbar sein, als bei
den zuvor diskutierten methylierten PMPIs. Fiir die Bildung von Polyamin-
Aggregaten als Folge von elektrostatischen Wechselwirkungen ist das
Vorhandensein solcher positiver Ladungen jedoch unabdingbar [65,68]. Weiterhin

bestimmt der Methylierungsgrad wesentlich den hydrophoben Charakter eines
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Polyamins. Hier zeigen Untersuchungen an Polyaminen mit diversen
Methylierungsgraden, dass mit Erhohung der Methylierungsdichte stabilere
Polyamintropfchen gebildet werden [21]. Daher ist es durchaus denkbar, dass das
unmethylierte PPIg aufgrund dieser Faktoren nicht im gleichen MaBle fihig ist,
mineralisierbare Polyamin-Aggregate zu formen, wie methylierte Polyamine, wie
zum Beispiel PMPIy, welches nur um eine Imineinheit verldngert ist. Dafiir spricht
auch, dass erst bei etwas hoheren Phosphatkonzentrationen Prizipitatbildung auftritt.
Daher lassen sich die Ergebnisse der Dynamischen Lichtstreuung im Fall von PPIg

nicht ausschlieBlich auf die kiirzere Kettenldnge zuriickfiihren.

Umfassendere Erkenntnisse iiber die Prizipitationsaktivitdt von kurzen Polyaminen
lassen sich iiber die Betrachtung weiterer kurzkettiger Polyamine gewinnen. In den
nachfolgenden Abbildungen sind die Ergebnisse aus der Dynamischen Lichtstreuung
fir den Verlauf der Z-Mittel der Reaktionen in Gegenwart von Hexaazadocosan
(HAD) und dessen methylierter Variante MHAD in Abhingigkeit von der
Phosphatkonzentration gezeigt. Diese Polyamine entsprechen strukturell PPIg bzw.
PMPIs und weisen einen Putrescin-Rest in der Mitte des Molekiils auf (siche
Abschnitt 2.1.3). Im Vergleich zum vorher diskutierten PPIg sind diese Polyamine
jeweils um zwei Propylenimineinheiten reduziert, wobei aufgrund der Herstellung
von PPlg durch eine Polymerisationsreaktion eine breite Verteilung des
Polymerisationsgrades zu beriicksichtigen ist, die zu einem Polyamingemisch fiihrt,
das auch etwas lidngere Polyminketten enthdlt. Die in diesem Polyamingemisch
enthaltenen ldngeren Polyaminketten tragen in gewissem Umfang zum
Aggregations- und Prézipitationsverhalten von PPIg bei. In Abbildung 5.9 ist anhand
der Z-Mittel fiir die Kondensationsreaktion in Gegenwart von Phosphat und HAD
lediglich ein normales Sol-Gel-Wachstum zu beobachten. Die Anzahlverteilungen
aus der Dynamischen Lichtstreuung sind zeitabhingig in der Abbildung 5.10
dargestellt. Sie zeigen hier ein etwas schnelleres Wachstum von Solpartikeln mit der
Steigerung der Phosphatkonzentration. Obwohl dieses Polyamin in den
Prizipitationsexperimenten keine Aktivitdt gezeigt hatte, scheint die Anwesenheit
von multivalenten Ionen dennoch einen Einfluss auf die Kondensation zu haben. Aus
der Verkiirzung des zu untersuchenden Polyamins um zwei Imineinheiten folgt also
insgesamt ein signifikanter Abfall der Prizipitationsaktivitit im Vergleich zu PPIg.
Polyamine dieser Kettenldnge sind somit nicht in der Lage unter den gegebenen

Reaktionsbedingungen mineralisierbare Polyamin-Phosphat-Aggregate zu bilden.
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Verbunden mit der Reduktion der Kettenlidnge ist auch die Reduktion des
hydrophoben Charakters des Polyamins. Dies macht mogliche Polyamin-Phosphat-
Aggregate instabiler, so dass diese nicht mehr aufgrund -elektrostatischer
Interaktionen zwischen den protonierten Aminogruppen und den Phosphationen
stabilisiert werden konnen. Wie mit Hilfe der Abbildung 5.6 bereits erldutert, fiihrt
die sinkende Kettenlinge wahrscheinlich zu weniger verbriickten Teilchen wie es in
Gegenwart ldngerer Polyamine der Fall ist. Im Laufe der Kondensationsreaktion
bildet sich dann ein Gel. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich somit weiter
schlussfolgern, dass fiir die Prézipitationsaktivitit von Polypropyleniminen (PPIs)
die Kettenldinge von groBiter Relevanz ist. Wéihrend PPIg noch ausgeprigte
Prézipitationsaktivitdt zeigt, kann diese unter analogen Bedingungen im Fall von
PPI¢ nicht mehr beobachtet werden. Laut PERRY bestimmt das Verhiltnis des
hydrophoben Charakters zur Ladung des betreffenden Amins entscheidend seine
Kontrolle iiber die Kondensationsreaktion und die Morphologie der Produkte [21].
So lieBen sich durch Anderungen des pH-Wertes der Protonierungsgrad und damit
verbunden das Verhiltnis der Hydrophobizitit zur Ladung einstellen und somit die

Aktivitit eines Polyamins modulieren.

Bezeichnenderweise #ndert sich das Verhalten beim Ubergang von HAD zu dessen
methylierter Variante. Mit Hilfe der DLS kann in der Reaktionslosung die Bildung
eines Aggregates verfolgt werden (Abbildung 5.11): Die Wachstumskurven zeigen
kurz nach Reaktionsbeginn einen dafiir typischen steilen bogenférmigen Verlauf auf.
Analog zu den Beobachtungen aus der Reaktion in Gegenwart von PPIg kann ab der
Zugabe von 30 mM Phosphat ein solcher Anstieg in den Wachstumskurven
festgestellt werden. Die PartikelgroBe erreicht einen maximalen Wert von etwa
500 nm, also nur ein Drittel so grol wie im Fall von PPIg. Typischerweise steigen

auch hier die erhaltenen Partikeldurchmesser mit der Phosphatkonzentration an.
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Abbildung 5.9: Ergebnisse der DLS-Messungen in Form der erhaltenen Z-Mittel fiir die

Kieselsdurekondensation in Gegenwart von HAD in Abhiéngigkeit von der Phosphatkonzentration.
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Abbildung 5.10: Anzahlverteilungen der PartikelgréBen aus der Dynamischen Lichtstreuung fiir die

Reaktionen in Gegenwart von HAD in Gegenwart von 10 bzw. 100 mM Phosphat. Obwohl HAD sich

als prézipitationsinaktives Polyamin gezeigt hat, ist in Gegenwart hoher Phosphatkonzentration

(rechts) schnelleres Partikelwachstum zu beobachten.



5 Ergebnisse und Diskussion 111

1200

] ¢, =150 mM L
1100 '_-';._ s = c,=100mM L
1000 . oy c,= 90mML"
9007 Fpos w o= g0omML
8007 = c,= 70mML’
7007 = c,= 60mML’
£ 600 = = 50mML"
v 500+ c,= 40mML"
400 = c,= 30mML’
300 = c,= 20mML’
200 4 = ¢,= 10mML’
100 = c,= OmML’

O_ T T T T T T T T T 1

o 1+ 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 5.11: Ergebnisse der DLS-Messungen in Form der erhaltenen Z-Mittel fiir die

Kieselsdurekondensation in Gegenwart von MHAD in Abhingigkeit von der Phosphatkonzentration.

Die Anzahlverteilungen fiir MHAD zeigen analog zu den Resultaten aus den
Messungen fiir PPIy eine hohe Beschleunigung fiir das Wachstum der Partikel in

Gegenwart von 100 mM Phosphat (Abbildung 5.12).
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Abbildung 5.12: Anzahlverteilungen der Partikelgrofen aus der Dynamischen Lichtstreuung fiir die
Reaktionen in Gegenwart von MHAD sowie 10 bzw. 100 mM Phosphat. Nach anfinglicher Reaktion
verschiebt sich bei der Zugabe von 10 mM der Peak nur langsam Richtung groferer Partikel (links),
das Partikelwachstum geht relativ langsam vonstatten. Bei der Reaktion mit 100 mM Phosphat sind

die Partikel nach 15 min rapide auf durchschnittlich 900 nm angewachsen (rechts).
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Aus diesen Erkenntnissen heraus konnen an dieser Stelle verschiedene Aspekte fiir
die Prizipitationsaktivitit von kurzen Polyaminen diskutiert werden. Zum einen gibt
es im Falle der PPIs offensichtlich eine Mindestkettenlinge, die bei wenigstens acht
Propylenimineinheiten liegt. In Gegenwart kiirzerer PPIs kommt es nicht zur
Ausbildung von Polyamin-Aggregaten mit anschlieBender Mineralisation. Bedingt
sowohl durch die kurze Kettenlinge als auch durch den somit reduzierten
hydrophoben  Charakter konnen sich  vermutlich keine  knéuelartigen
Templatstrukturen formieren, die dann in Folge der Kondensation mineralisiert
wiirden. Der hydrophobe Effekt reguliert zum Beispiel in vivo-Prozesse wie
Proteinfaltung sowie Protein-Substrat-Interaktionen [207,208]. BRAIBANTI et al.
sprechen in ihren Arbeiten von einem kooperativen Effekt aufgrund von
elektrostatischen Wechselwirkungen fiir die Einfiihrung von Ladungen in
Polyaminketten [209]. Dieser ist von der Liange des Molekiils abhéngig, wobei bei
kurzen Molekiilketten die Gegenwart einer positiven Ladung die Einfiihrung weiterer
positiver Ladungen erschwert. Wenn dann zudem nur wenige Aminogruppen
protoniert vorliegen, konnen kurze Polyamine wahrscheinlich zusitzlich
konformationsbedingt schlechter miteinander wechselwirken als ldngere Polyamine,

die sich stiarker verformen konnen.

Zum anderen zeigen die Ergebnisse, dass fiir PMPIs andere GesetzméiBigkeiten
vorherrschen. Hier ist die Kettenlinge von sechs Propylenimineinheiten noch
ausreichend, um eine Prizipitatbildung zu induzieren. Dieses kann nur in der
Struktur der PMPIs begriindet sein, die methylierte Aminogruppen enthalten, welche
beim vorliegenden pH-Wert von 5.5 leichter protonierbar sind als nicht methylierte
Aminogruppen. Dies fiihrt also zu hoher geladenen Molekiilen. Aber auch die bereits
zuvor diskutierten hydrophoben Effekte werden verstiarkt. Untersuchungen von
PERRY ergaben, dass Ladungsverhiltnisse und hydrophobe Eigenschaften
methylierter Polyamine durch den pH-Wert beinflusst werden konnen, was
hauptsdachlich auf den Protonierungsgrad zuriickgefithrt wird. So kann die
Ladungsdichte methylierter Polyamine, die unter neutralen Bedingungen lediglich
bis zu 50 % geladen vorliegen, bei Absenken des pH-Wertes auf 5.6 auf bis zu 70 %
gesteigert werden [21]. Dabei bleibt der hydrophobe Charakter bis zu 85 % bestehen.
Diese Ergebnisse beruhen auf algorithmischen Berechnungen basierend auf der
chemischen Strukturtheorie der entsprechenden Verbindungen beim gegebenen pH-

Wert. Auch Untersuchungen von SOMASUNDARAN an Polyethyleniminen zeigen,
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dass mit sinkendem pH-Wert die Protonierung der priméren, sekundiren und

tertidren Aminogruppen zunimmt [210].

Interessant ist auf jeden Fall, dass die in Reaktionen mit MHAD beobachteten
PartikelgroBen wesentlich kleiner sind als im Fall von PPIg, wie ein Vergleich der in
Tabelle 5.3 aufgefiihrten Werte zeigt: absteigend mit der Anzahl der Imineinheiten
der betrachteten Polyamine sinken auch die maximal erhaltenen Partikeldurchmesser.
Somit bilden sich mit kiirzerer Kettenldnge der Polyamine anscheinend auch kleinere
mineralisierbare Polyamin-Aggregate bzw. kleinere Templatstrukturen. Aufgrund
dessen liegt die Vermutung nahe, dass sich durch die Kettenldnge der Polyamine die
GroBe der entstehenden sphérischen Partikel regulieren ldsst. Studien von SUMPER
und JAHNS zeigten in Experimenten mit Additiven wie Poly(allylamin)hydrochlorid
(PAH) [211] sowie linearen Polyaminen [96], dass in Abwesenheit von
Phosphationen wesentlich kleinere Silica-Partikel entstehen, die in ihrer Grofle
wahrscheinlich einzelnen silizifizierten Additivmolekiilen entsprechen konnten.
Somit konnte die PartikelgroBe nicht nur mit der Phosphatkonzentration korrelieren,
sondern auch von der Molekiilgrole bzw. der Kettenldnge der Additive abhédngen.
Zahlreiche Prizipitationsuntersuchungen zeigten bereits, dass die Durchmesser der
erhaltenen Partikel sowohl von der eingesetzten Menge an multivalenten Ionen als
auch von der Zusammensetzung des eingesetzten Polyamingemisches abhidngen
[13,15,17,65,74]. Somit wire es durchaus moglich, PartikelgroBen wihrend des Sol-

Prozesses auch durch die Molekiilgroe der eingesetzten Polyamine einzustellen.

Um abschlieBende Aussagen {iber eine mogliche kettenlingenabhingige
Grenzaktivitit von Polyaminen treffen zu konnen, wurden Untersuchungen an noch
kiirzeren Polyaminen wie Spermin und an dessen methylierter Form MSpermin
vorgenommen. Die vorher diskutierten Ergebnisse aus den Experimenten mit HAD
und MHAD haben gezeigt, dass auch kiirzere Polyamine durchaus noch
prizipitationsaktiv sein konnen. Fiir weitere Untersuchungen eignen sich also
Additive wie Spermin, welches strukturell als ,,PPL;* bezeichnet werden konnte, aber
wie das Hexaazadocosan einen Putrescin-Rest beinhaltet. Interessant in diesem
Zusammenhang ist, dass Putrescin-Abkommlinge wie Spermin und Spermidin in den
Diatomeen hiufig vertreten sind [66]. Spermine und deren Abkommlinge tragen

konsekutive Propylenimingruppen, wie sie auch fiir langkettige Polyamine
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charakteristisch sind [13,14]. Methyliertes Spermin (,,PPLs) wurde geméil
Abschnitt 4.1.8 synthetisch dargestellt.

Die Ergebnisse der DLS-Messungen fiir Spermin und fiir dessen methylierte
Variante sind in Abbildung 5.13 und 5.15 dargestellt. Die Ergebnisse der DLS-
Messungen zeigen in beiden Fillen kein starkes anfidngliches Partikelwachstum, wie
dies im Fall von MHAD noch deutlich beobachtet werden konnte. Dies entspricht
den Ergebnissen der Prizipitationsexperimente. Fiir Spermin ergibt die Betrachtung
der Anzahlverteilungen ein @hnliches Wachstumsverhalten wie im Fall von HAD
(Abbildung 5.14). Der Sol-Gel-Prozess geht nur langsam voran, auch wenn zu
Beginn die Reaktion etwas schneller voranschreitet als ohne Phosphatzusatz
(Abbildung 5.3e). Fiir MSpermin ergibt sich ein beschleunigtes Wachstum der
Solpartikel in Gegenwart niedriger Phosphatkonzentrationen. Die Erhohung der
Phosphatkonzentration auf 100 mM fiihrt zu Beginn zu einer leichten Herabsetzung
der Wachstumsgeschwindigkeit (Abbildung 5.16). Auch in diesem Fall gilt, dass das
prizipitationsinaktive MSpermin von Phosphatzusitzen beeinflusst wird. Insgesamt
wird die Kondensation im Vergleich zur Referenzmessung und zu den Ergebnissen

in Gegenwart von Spermin und HAD beschleunigt.
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Abbildung 5.13: Ergebnisse der DLS-Messungen in Form der erhaltenen Z-Mittel fiir die

Kieselsdaurekondensation in Gegenwart von Spermin in Abhéngigkeit von der Phosphatkonzentration.
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Abbildung 5.14: Anzahlverteilungen der Partikelgrof3en aus der Dynamischen Lichtstreuung fiir die
Reaktionen in Gegenwart von Spermin sowie 10 bzw. 100 mM Phosphat. In Gegenwart von 10 mM
Phosphat (links) kann ein etwas schnelleres Partikelwachstum als unter Einfluss der hoheren

Konzentration festgestellt werden (rechts).
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Abbildung 5.15: Ergebnisse der DLS-Messungen in Form der erhaltenen Z-Mittel fiir die
Kieselsdurekondensation in  Gegenwart von MSpermin in  Abhingigkeit von der

Phosphatkonzentration.
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Abbildung 5.16: Anzahlverteilungen der Partikelgroen aus der Dynamischen Lichtstreuung fiir die
Reaktionen in Gegenwart von MSpermin sowie 10 bzw. 100 mM Phosphat. In Gegenwart von 10 mM
Phosphat (links) kann zu Beginn ein etwas schnelleres Partikelwachstum als unter Einfluss der
hoheren Konzentration festgestellt werden (rechts). Auf lange Sicht lduft die Kondensation mit

100 mM Phosphat im Vergleich schneller ab.

Die Reduktion der Kettenlinge auf vier Propylenimineinheiten bzw.
Methylpropylenimineinheiten in linearen Polyaminen wie Spermin bzw. MSpermin
ist also mit einem signifikanten Verlust der Prizipitationsaktivitit verbunden. Eine
dhnliche Beobachtung wurde von PERRY und Mitarbeitern bei der Untersuchung von
Putrescin-Homologen gemacht [22]. Dort wurde bei Untersuchungen an Kieselsiure-
kondensationsreaktionen von 1,4-Diaminobutan und 1,6-Diaminohexan unter
neutralen Reaktionsbedingungen ein rapider Abfall beim Wachstum von Solpartikeln
fiir das erstere Molekiil festgestellt. Dieser unterschiedliche Einfluss auf die Bildung
der Solpartikel wurde iiberwiegend dem kettenldngenabhingigen hydrophoben

Effekt zugesprochen, der im Fall von 1,4-Diaminobutan relativ gering sein sollte.

So kann in beiden Fillen lediglich eine langsame Gelierung im Rahmen des Sol-Gel-
Prozesses beobachtet werden. Auffillig ist allerdings, dass im Fall von Spermin mit
steigender Phosphatkonzentration im Vergleich zur Referenzmessung ohne Phosphat
ein langsameres Sol-Gel-Wachstum gemessen wird. Die Solpartikel wachsen in
Gegenwart von Phosphat wesentlich langsamer, die Gelierungszeit wird durch den
Zusatz quasi verlidngert. Dies ist vor allem daran zu sehen, dass die Werte der
Messungen fiir die Reaktionen mit Phosphat sehr viel spiter anfangen zu streuen als
die der Referenzmessung. Im Falle von MSpermin liegen umgekehrte Verhiltnisse
vor. Die steigende Phosphatkonzentration scheint die Wachstumsreaktionen im

Vergleich zur Referenzmessung leicht zu beschleunigen. Ein Grund hierfiir konnte
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wiederum ein etwas stdrkerer hydrophober Effekt der methylierten Spezies sein, der
dann leichter zur Bildung von Kondensationskeimen fiihrt. Zusammenfassend zeigen
die Messungen mittels Dynamischer Lichtstreuung fiir PPIg und der methylierten
Variante von Hexaazadocosan, MHAD, eine schnelle Bildung groBerer Partikel an.
Auch bei den Prizipitationsexperimenten wurde fiir diese beiden Polyamine eine
Aktivitdt beobachtet, die sich in Form einer Silicafdllung duflerte, auch wenn im
Falle von MHAD kein Prizipitat isoliert werden konnte (Abschnitt 5.1). In beiden
Fillen zeigen die Kurvenverldufe der Z-Mittel eindeutig die Entstehung von gro3en
Partikeln, wohingegen die Messungen unter Einfluss von Hexaazadocosan keine
Anzeichen fiir eine Aktivitit dieses Polyamins lieferten. Als Schlussfolgerung folgt
daraus, dass im Falle der PPIs ein Polypropylenimin aus mindestens acht
Imineinheiten bestehen muss, um bei pH = 5.5 aggregations- und prizipitationsaktiv
zu sein. Die PMPIs sind den Ergebnissen zufolge mit sechs Methylimineinheiten
immer noch aktiv, wobei diese Aktivitit bereits deutlich eingeschrinkt ist, wenn man
bedenkt, dass die Partikel gegeniiber PPIg sehr viel kleiner sind und die Isolierung
eines Prizipitates nicht mehr gelingt. Eine wesentliche Begriindung dafiir, warum
hier unterschiedliche Kettenldngen fiir die Polyaminaktivitit relevant sind, konnte
der hydrophobe Charakter der Polyamine sein, der im Falle von MHAD sicherlich

etwas ausgepragter ist [21].

Die Messungen an Hexaazadocosan, Spermin sowie an methyliertem Spermin
zeigten, dass Phosphat auch hier einen gewissen FEinfluss auf den Verlauf der
Kieselsdurekondensation aufweist. Obwohl diese Polyamine keine Aggregations-
und Prizipitationsaktivitit aufwiesen, wurde durch steigende Konzentrationen an
Phosphat die Kondensationsgeschwindigkeit im Fall von HAD und Spermin

vermindert, wihrend jene von MSpermin eine Steigerung erfuhr.



118 5 Ergebnisse und Diskussion

5.1.4 Morphologische Untersuchung der Prizipitate

In den Abbildungen 5.17 bis 5.20 sind die rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen der Prizipitate gezeigt, die aus Prézipitationsversuchen in Gegenwart
von PPIg bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen erhalten wurden. PPIg ist mit
seinen acht Propylenimineinheiten ein sehr kurzes Polyamin, welches dennoch unter
den gegebenen Bedingungen fihig ist, Silica auszufillen (siehe Abschnitte 5.1
und 5.1.3). Die Anwesenheit multivalenter Anionen ist ausschlaggebend fiir die
Ausbildung von Wasserstoftbriicken und der elektrostatischen Anziehung zwischen
der negativen Ladung der Anionen und den teilweise protonierten Stickstoffatomen
der Amine, die zur Bildung von Polyamin-Aggregaten fiihren. Diese Aggregate

werden dann durch Kieselsdure mineralisiert und bilden ein Prizipitat.

In Abhingigkeit von der Phosphatkonzentration, welche zwischen 10 und 150 mM
variiert wurde, konnten in einigen Fillen sphirische Partikel isoliert werden. Diese
Ergebnisse stehen in Einklang mit friilheren Resultaten aus unserer Gruppe von
JAHNS und KUFELT, die ebenfalls Untersuchungen an Prézipitaten unternahmen, die
unter Einfluss verschiedener linearer Polyamine isoliert wurden [96,203]. In der
Abbildung 5.20 ist eine REM-Aufnahme eines Prizipitates gezeigt, welches in
Gegenwart von PMPIy und 100 mM Phosphat erhalten wurde [203]. Diese Partikel
sind hinsichtlich der Morphologie und der PartikelgroBe vergleichbar mit den
Eigenschaften jener Partikel, die in Gegenwart von PPlg und 100 mM Phosphat
entstanden sind. PMPIy ist hinsichtlich der Kettenldnge im dhnlichen Bereich wie
PPIg einzuordnen, wobei es allerdings aus methylierten Propylenimineinheiten
besteht. Die in diesen beiden Fillen erhaltenen Partikel weisen neben einigen
Verwachsungen eine recht gut definierte, sphirische Partikelform auf. Ein
methyliertes Polyamin dieser Kettenldnge zeigt also hinreichend viele

Wechselwirkungen mit Phosphatanionen, um Silica auszufillen.
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Abbildung 5.17: REM-Aufnahmen des Prézipitates aus der Reaktion in Gegenwart von PPIg bei einem
Phosphatzusatz von 50 mM. Die Partikel sind sehr stark aggregiert und weisen nicht die iibliche

sphirische Form auf.
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Abbildung 5.18: REM-Aufnahmen des Prizipitates aus der Reaktion in Gegenwart von PPIg bei einem
Phosphatzusatz von 100 mM. Neben zum Teil stark aggregierten sind vor allem sphérische Partikel zu

beobachten.
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Abbildung 5.19: REM-Aufnahmen des Prézipitates aus der Reaktion in Gegenwart von PPIg bei einem
Phosphatzusatz von 150 mM.
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Abbildung 5.20: REM-Aufnahmen des Prizipitates aus der Reaktion in Gegenwart von PMPIy bei

einem Phosphatzusatz von 100 mM; entnommen aus Lit. [203].

Im Falle der PPIg-Reihe sind die Partikel, die aus der Reaktion in Gegenwart von
50 mM Phosphat erhalten wurden, stark aggregiert, so dass die sphéirische

Partikelform nur angedeutet ist. Die PartikelgroBe kann daher auch nicht genau
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gemessen werden, geschitzt liegt sie zwischen 100 und 200 nm. Wird die
Phosphatzugabe auf 100 mM erhoht, sind die Partikel zwar teilweise aggregiert und
es treten Inhomogenititen auf, dennoch ist iiberwiegend eine gut definierte runde
Partikelform auszumachen. Die PartikelgroBBe erstreckt sich auf einen Bereich
zwischen 350 und 600 nm, was einen signifikanten Anstieg gegeniiber der
Partikelgrole bedeutet, die in Gegenwart von 50 mM Phosphat beobachtet werden
konnte. Eine weitere Erhohung der Phosphatkonzentration auf 150 mM fiihrt zu
ungefidhr 500 bis 600 nm groBen Partikeln, die zum Teil stark aggregiert, aber
dennoch gut definiert sind. Somit steigt die PartikelgroBe mit steigender
Phosphatkonzentration stetig an, wenn die hochste Zugabe von 150 mM Phosphat
auch nicht zu wesentlich groBeren Partikeln fiihrt. Diese Ergebnisse spiegeln sich
ebenfalls in den fritheren Studien von JAHNS [96] und KUFELT [203] wider, wo eine
eindeutige Abhingigkeit der Partikelgroe mit steigender Phosphatkonzentration
nachgewiesen werden konnte, wobei ab einer Obergrenze der Phosphatkonzentration

die PartikelgroBe ebenfalls nicht mehr ansteigt.

Verglichen mit den Studien von JAHNS und KUFELT fillt neben den
Gemeinsamkeiten beziiglich der PartikelgroBe in Abhingigkeit von der
Phosphatkonzentration auf, dass im Falle von PPIg eine Erhohung der
Phosphatkonzentration die Bildung groBerer Polyamin-Aggregate nicht in dem Malle
hervorruft, wie zum Beispiel in den hier schon beschriebenen Féllen von PMPIy und
PMPI,, [96203]. In Tabelle 5.3 sind die erhaltenen Partikeldurchmesser der
Prizipitate, in Gegenwart verschieden langer Polyamine in Abhingigkeit der
Phosphat-konzentration dargestellt. Daraus ldsst sich entnehmen, dass sowohl
langkettige Polyamine wie PMPI, als auch relativ kurze Polyamine wie PMPIy bei
einer dhnlichen Phosphatzugabe zu Prizipitaten mit wesentlich hoheren
Partikeldurchmessern fithren. Besonders im Falle von PMPI,, ist der Unterschied
signifikant, da bei 20 mM Phosphat bereits 570 nm grofe Partikel entstehen, bei
100 mM sind es sogar 1200 nm.
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Tabelle 5.3: Vergleich der aus REM-Untersuchungen erhaltenen Partikeldurchmesser d, die an
Prézipitaten beobachtet wurden, die aus Reaktionen in Gegenwart von PPI;, PMPIy und PMPI,, bei
verschiedenen Phosphatkonzentrationen cp erhalten wurden. Werte fiir PMPIy und PMPI,, wurden

fritheren Arbeiten [96,203] entnommen.

Polyamin PPIg PMPIy PMPI,
cp/ d/nm | cp/mM d/nm cp/ d/ nm
50 100-200 40 360 £ 50 5 70
100 350-500 100 860 + 100 20 570
150 ~ 500 100 1200

So liegt anhand dieser Ubersicht die Vermutung nahe, dass die kurze Kettenlinge
von PPIg doch eine entscheidende Rolle bei der Bildung des Prézipitates spielt. Hier
liegt vermutlich generell ein unterschiedliches Verhalten bzw. eine andere Form von
Polyamin-Aggregaten vor als bei jenen Polyaminen, die lingere Ketten aufweisen. In
einem einfachen Modell werden die gebildeten Polyamin-Phosphat-Aggregate durch
Kieselsdure mineralisiert und geben somit die Form des spiteren Prizipitates vor.
Daher wire es denkbar, dass im Falle des PPIg die kurzen Propyleniminketten unter
Zugabe von geringen Phosphatmengen (bis 50 mM) nicht in der Lage sind,
sphirische Polyamin-Aggregate zu bilden, die dann mineralisiert wiirden. Vielmehr
entstehen vermutlich undefinierte Polyamin-Phosphat-Gebilde, die dann im Rahmen
der Mineralisation zu stark verwachsenen Partikeln fiithren. Dafiir sprechen auch die
REM-Aufnahmen in Abbildung 5.17, das Prizipitat besteht aus einem undefinierten
silicatischen Material. Erst bei Zugabe hoherer Phosphatkonzentrationen entstehen
sphirische Partikel, die in Abbildung 5.18 und 5.19 zu sehen sind, und in Form und
Aussehen ungefdhr jenen Partikeln entsprechen, wie sie in den Prézipitaten
langkettiger Polyamine beobachtet werden. Es scheint eine hohe Konzentration an
multivalenten negativen Ladungstrigern von Noten zu sein, damit aufgrund von
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den protonierten Amingrupen des
Polyaminen und den Phosphationen Polyamin-Aggregate entstehen konnen, die dann

zu sphirischen Partikeln mineralisiert werden.

Die im REM gemachten Beobachtungen korrelieren gut mit den Ergebnissen der

DLS-Messungen, da auch hier ein Anstieg der Partikelgro8e mit der Erhohung der
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Phosphatkonzentration einhergeht. Die Untersuchungen im REM liefern in
Anbetracht dessen, dass Prézipitate aus nur einer Konzentrationsreihe in Gegenwart
von PPIg betrachtet werden konnten, zumindest Hinweise auf die Kontrolle der
Silicamorphogenese durch ein kurzes Polyamin. So zeigen die Aufnahmen insgesamt
verdnderte Morphologien im Vergleich zu Prizipitaten, die unter Einfluss ldngerer
linearer Polyamine entstanden sind. Die sphérische Partikelform, die charakteristisch
fir solche Prizipitate ist, wird hier nur in Gegenwart einer bestimmten
Phosphatmenge (100 mM) beobachtet. Bei Konzentrationen darunter bzw. dariiber
werden stark aggregierte, nur teilweise sphérische Partikel erhalten, was vermutlich
auf ein insgesamt reduziertes Vermogen des kurzen Polyamins deutet, auf die

morphologiebestimmenden Mechanismen einzuwirken.

5.1.5 Thermogravimetrische Untersuchungen

Die Zusammensetzung der Prizipitate, die bei Reaktionen in Gegenwart von PPIg
isoliert werden konnten, wurde thermogravimetrisch untersucht. Da nur im Fall von
PPIg ein Prizipitat isoliert werden konnte, ist es leider nicht moglich, einen
kettenldngenabhingigen Einbau von Polyamin in das Silica zu untersuchen. Daher
wurden zusitzlich Fillungen in Gegenwart von PPIlj; vorgenommen und die
zugehorigen thermogravimetrischen Untersuchungen zum Vergleich herangezogen.
Die Messungen finden in Luftatmosphire statt, dabei kommt es in bestimmten
Temperaturbereichen zu Masseverlusten infolge der Verbrennung organischer
Bestandteile. Weitere Masseverluste ergeben sich bei silicatischen Proben durch die
Kondensation von  Silanolgruppen infolge der Temperaturerhohung. In
Abbildung 5.21 und 5.22 sind exemplarisch Messungen an Proben gezeigt, die unter
Einsatz von PPIg bzw. PPI;; und 100 mM Phosphat entstanden sind.

Grundsitzlich treten bei allen Messungen jeweils drei Stufen des Masseverlustes auf.
Die erste Stufe verlduft in allen Féllen endotherm und ist auf einen Masseverlust
aufgrund der Desorption von Wasser zuriickzufiihren. Dieses ist an Silanolgruppen
an der Oberfliche des Prizipitates gebunden und wird bei Temperaturerh6hung
freigesetzt. Die zweite Stufe im Temperaturbereich von 150 °C bis 300 °C ist ein
exothermer Verbrennungsprozess. In diesem Temperaturbereich erfolgt vermutlich
die Zersetzung und Oxidation organischer Substanzen mit geringer Molmasse, wie

zum Beispiel die Molekiile des Puffers. JAHNS fand bei thermogravimetrischen
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Messungen an Proben, die aus malonat-gepufferter Losung erhalten wurden,
Hinweise auf den Einbau von Malonatmolekiilen in die Prizipitate [96]. Dies konnte
durch das Auftreten einer vierten Stufe, die der Abspaltung von Kohlenstoffdioxid an
den Malonat-Anionen entsprach, belegt werden. Die dritte Stufe ab 300 °C entspricht
aller Wahrscheinlichkeit nach der exothermen Verbrennung der Polyamine. Wihrend
der genannten Prozesse schreitet simultan die Kondensation der Silanolgruppen fort,

so dass fortwdhrend Wasser freigesetzt wird, was zum Masseverlust beitragt.
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Abbildung 5.21: Thermogravimetrische = Messung an einem Prézipitat, das aus einer

Kondensationsreaktion in Gegenwart von PPIg und 100 mM Phosphat erhalten wurde.
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Abbildung 5.22: Thermogravimetrische = Messung an einem Prézipitat, das aus einer

Kondensationsreaktion in Gegenwart von PPI;, und 100 mM Phosphat erhalten wurde.

Die Unterschiede in den Messungen an den Proben, die in Gegenwart verschieden
langer Polyamine entstanden sind, liegen vor allem in der ersten und der letzten
Stufe. In Abbildung 5.23 sind die Ergebnisse der thermogravimetrischen Messungen
zusammengefasst dargestellt. In der PPIg-Reihe betrdgt der Masseverlust fiir die
Verbrennungsstufe des Polyamins etwa vier bis sechs Prozent, insgesamt resultiert
eine Restmasse von rund 80 Masse-Prozent. Im Falle der PPI;,-Reihe betridgt der
Masseverlust fiir diese Verbrennungsstufe etwa acht Prozent, insgesamt resultiert
eine Restmasse von rund 75 Masse-Prozent. Dies konnte einerseits als Hinweis dafiir
gewertet werden, dass langkettige Polyamine infolge von dichter Polyamin-
Phosphat-Aggregatbildung, bei der die Polyaminketten groBtenteils in die
Silicapartikel eingebaut werden, wesentlich umfassender von Silica umschlossen
werden als kurze Polyaminketten. Diese bilden eher kleinere und diffusere
Aggregate, wobei verhiltnismiBig viel Material auBlerhalb der Partikel in den
Gelierungsprozess eingebunden wird und so nicht direkt in die Partikel
eingeschlossen wird. Andererseits enthalten die Proben aus der PPIj;-Reihe
tendenziell mehr Wasser als die Proben, die in Gegenwart von PPIg erhalten wurden.

Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass lingere Polyaminketten eine hohere
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Gesamtionenzahl aufweisen und demzufolge stdrker hydratisiert werden, so dass

insgesamt mehr Wasser im Prizipitat eingeschlossen wird.

PPI PPI
301

Polyamin

Puffer

Am/ %

H.O

100 150 50 100 150
c,/mML™

Abbildung 5.23: Graphische Gegeniiberstellung der erhaltenen thermogravimetrischen Stufen aus
Messungen an Proben, die in Gegenwart verschiedener Phosphatmengen und PPIg bzw. PP, erhalten

wurden.

Diese Ergebnisse korrelieren auch mit den im vorhergehenden Abschnitt diskutierten
REM-Aufnahmen, die im Falle von PPIg doch recht verwachsene und undefinierte
Partikel zeigen, deren Polyamin-Phosphat-Aggregate vor der Mineralisation in einem
recht diffusen Zustand vorgelegen haben diirften. Im Gegensatz dazu zeigen REM-
Aufnahmen von Partikeln, die in Gegenwart ldngerer Polyamine entstanden sind eher

besser definierte, sphirische Partikel [96,203].

In Abbildung 5.24 ist schematisch dargestellt, wie der Silizifizierungsprozess in
Gegenwart langkettiger bzw. kurzer Polyamine ablaufen konnte. Wihrend die langen
Polyaminketten eher stark verknduelte supramolekulare Aggregate ausbilden und
einzelne Polyaminketten iiberwiegend eingebunden werden, entstehen im Falle der
kurzen Polyamine aufgrund schwicherer elektrostatischer Anziehung eher diffusere

und kleinere Aggregate. Die Abschwichung der elektrostatischen Wechselwirkungen
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ist darauf zuriickzufiithren, dass die kiirzeren Ketten an sich schon nicht mehr so viele
Ladungstrager aufweisen wie lange  Polyaminketten. Zudem konnen
konformationsbedingte. Einschrinkungen auftreten, ohne die sich die Molekiilketten
sonst dicht zusammenlagern lieBen. Dadurch kann es zum Beispiel zur weniger
ausgepridgten Interaktionen kommen, die normalerweise von VAN DER WAALS-
Kriften begiinstigt werden. Die anschlieBende Mineralisation fiihrt zu kleineren
Silicapartikeln, die auch stark verwachsen sein konnen. Dabei wird auch eine grof3e
Menge an Polyamin nicht in die Partikel eingeschlossen und beim

Aufarbeitungsprozess entfernt.

¢ Phosphat-lonen

Si(OH), (é einzelne Polyaminketten

Abbildung 5.24: Schematische Darstellung der Vorginge wihrend der Silizifizierung in Gegenwart

von langen Polyaminketten (oben) bzw. kurzen Polyaminen (unten).

Anhand des gerade diskutierten Ansatzes liee sich erkldren, warum mit absteigender
Kettenlidnge signifikant kleinere Silicapartikel entstehen. Nicht nur Messungen mit
Dynamischer Lichtstreuung, sondern auch rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen der Prizipitate hatten ja eine Abnahme der Partikeldurchmesser im
Vergleich zu den PartikelgroBen, die aus Experimenten mit ldngeren Polyaminen

erhalten wurden, gezeigt.

Im folgenden Teil der Arbeit werden die Ergebnisse an den antibakteriellen

Beschichtungen prisentiert und diskutiert.
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5.2 Charakterisierung der Silicabeschichtungen

Wie nicht anders zu erwarten, zeigen unbehandeltes Glas in Form von Glaspléttchen
sowie die amorphe Silicabeschichtung wegen fehlender periodischer Anordnung in
ihrer Strukturierung keinerlei Rontgen-Reflexe im zu erwartenden 26-Bereich. Der
mittels Spin Coating hergestellte mesopordse Silicafilm zeigt einen intensiven,
scharfen Reflex bei 260=0.9 und einen schwachen, breiten Reflex bei 260=1.8 (siehe
Abbildung 5.25). Die Reflexe sind auf einen Elektronendichtekontrast zwischen den
von der Organik befreiten Poren und den silicatischen Seitenwinden des Materials
zuriickzufiihren. Die wenigen Reflexe deuten auf wenig strukturiertes Material ohne
bevorzugte Orientierung mit statistisch verteilten Porendffnungen hin. Anhand von
Tierversuchen konnte frither die Biokompatibilitit solcher mesopordsen Materialien

auf iiblichen Biomaterialien (Bioverit® II) gezeigt werden [36,129,130].

20/°

Abbildung 5.25: Rontgen-Diffraktogramm eines calcinierten mesoporosen Silicafilms. Der Film

wurde mit Hilfe von Spin Coating auf runde Glasplittchen aufgebracht.
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5.2.1 Kovalent gebundenes Poly(4-vinyl-N-hexylpyridinium)bromid -

Herstellung und Charakterisierung

Das potentiell bakterizide Polymer Poly(4-vinylpyridin) (PVP) wurde auf
verschieden modifizierte Glasplittchen kovalent angebunden. Als Untergrund fiir die
antibakterielle Schicht diente jeweils pures Glas sowie mit amorphem bzw.
mesopordosem Silica beschichtete Glasplittchen. Die dreistufige Synthese wurde
zunichst mit Hilfe von Kontaktwinkelmessungen auf ihren Erfolg hin untersucht.
Hierfiir wurden Proben aus reinem Glas als Untergrund herangezogen und es wurde
in mehreren Reaktionsschritten nacheinander mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan
(APTMS), 1,4-Dibrombutan, PVP und anschlieBend mit hexyliertem PVP
beschichtet. Als Referenz dienten reine Glasplittchen, die vor der Messung mit
Aceton und Ethanol jeweils fiir 10 min im Ultraschallbad gereinigt wurden. In der

Abbildung 5.26 sind die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen zusammengefasst.

hexyliertes
70 - PVP
_ PVP :
60 - 1,4-Dibrombutan Il
. 50- APTMS T J
~ 1 |
— T
QL 404 T
= ;
= Glas
£ 304
S 4
S 20{—
X |
104
0
1 2 3 4 5

Abbildung 5.26: Kontaktwinkelmessungen zur Kontrolle des Reaktionserfolgs bei der Anbindung von
PVP. Die Messungen erfolgten jeweils nach der Anbindung von APTMS, 1,4-Dibrombutan, PVP und

hexyliertem PVP. Als Referenz sowie als Probenuntergrund diente gereinigtes Glas.

Die Kontaktwinkelmessungen ergeben im Verlauf der Reaktionsschritte insgesamt
eine deutliche Tendenz zu hoheren Kontaktwinkeln. Nach der Beschichtung mit
APTMS kann ein signifikanter Anstieg des Kontaktwinkels beobachtet werden, der

sich auf die Erhohung der Hydrophobie aufgrund eingefiihrter Propylenreste
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zuriickfiihren ldsst. Die Ergebnisse der darauffolgenden Reaktionen geben ebenfalls
ausreichende Hinweise fiir ein erfolgreiches Ablaufen des Reaktionsschritts, auch
wenn die Kontaktwinkel nicht mehr so stark ansteigen. Das hexylierte PVP ergibt die
hochsten Werte, was auf die erfolgreiche Einfithrung der Hexylreste zuriickgefiihrt

werden kann.

Eine weitere Charakterisierung der beschichteten Proben erfolgte mit Hilfe des
Farbstofftests auf der Basis von Fluorescein (sieche Abschnitt 4.10). Dieser Farbstoff
bindet selektiv an positiv geladene bzw. quartire Aminogruppen, die nach der
Hexylierung des Polymers vorhanden sein sollten. Aus diesem Grund wurde
zunidchst auch hier die Anbindung des Farbstoffs nach jedem Reaktionsschritt
tiberpriift. Bis zum Quarternisierungsschritt von PVP diirfte demzufolge kein
Farbstoff gebunden werden. Tabelle 5.4 enthdlt die FErgebnisse dieser
Untersuchungen in Form der gemessenen Absorptionen und Konzentrationen des
Fluoresceins c¢(Fluo) sowie die jeweiligen Konzentrationen der geladenen

Aminogruppen c(A") pro cm’ Substratfliche.

Tabelle 5.4: Ergebnisse des Fluorescein-Farbstofftests jeweils nach der Anbindung von APTMS,
1,4-Dibrombutan, PVP und hexyliertem PVP. Es sind die gemessenen Absorptionen, die jeweilige
Fluorescein-Konzentration ¢(Fluo) und die Konzentrationen der geladenen Aminogruppen c(A*) pro

cm’ Substrat angegeben. Als Referenz sowie Probenuntergrund diente gereinigtes Glas.

Probe Absorption ¢(Fluo) / (AT / em’
10° mol L™ pmol L
Referenz 0.000 £ 0.000 0.00 0.00
APTMS 0.007 £ 0.001 1.00 0.4
1,4-Dibrombutan 0.004 +0.001 0.65 0.3
PVP 0.007 £ 0.001 1.00 0.4
hexyliertes PVP 0.043 £0.020 6.40 4.9

Den Ergebnissen aus Tabelle 5.4 zufolge werden nach den einzelnen

Reaktionsschritten keine signifikanten Mengen an Fluorescein gebunden. Lediglich
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nach der Hexylierung des Polymers kann ein signifikanter Messwert fiir die
Fluoresceinkonzentration gemessen werden. Die gemessene Absorption entspricht
4.9 umol L™ an quartiren Ammoniumgruppen pro cm? Substratfliche. Ein leichter
Anstieg der Absorptionswerte nach der Anbindung von APTMS bzw. PVP kann mit
nach diesen Reaktionsschritten vorhandenen Stickstoffatomen erklirt werden, die bei
den gegebenen Bedingungen des Farbstofftests (pH = 8) zu einem geringen Anteil
protoniert vorliegen konnen. Der Riickgang der Absorptionswerte nach der
Anbindung von 1,4-Dibrombutan bestitigt diese Annahme. Insgesamt gesehen
konnten die Versuche aus Tabelle 5.4 zeigen, dass die Bindung des Farbstoffs
tatsdchlich nur bei Vorhandensein quartirer Ammoniumgruppen in signifikantem
MaBe ablduft. In der Abbildung 5.27 sind hierzu Probenplittchen mit hexyliertem
und unhexyliertem PVP nach der Behandlung mit Fluorescein gezeigt. Nach dem

Abwaschen des Farbstoffiiberschusses bleibt nur die hexylierte Probe rot gefirbt.

Abbildung 5.27: Probenplittchen mit angebundenem hexyliertem PVP sowie mit nicht hexyliertem
PVP. Als Untergrund diente unmodifiziertes Glas. Die hexylierte Probe ist durch Fluorescein rot

gefirbt.

Wie schon oben erldutert, wurden des Weiteren Proben mit amorphem und
mesoprosem Silica als Substratuntergrund hergestellt. Die Tabelle 5.5 fasst die
Ergebnisse der Farbstofftests an Proben mit kovalent gebundenem, hexylierten PVP
zusammen. Den Ergebnissen der Farbstoffmessungen zufolge konnten auf den drei
verschiedenen Substratuntergriinden vergleichbare Mengen an Fluorescein gebunden
werden. Somit betragen die NH4'-Konzentrationen fiir die Oberflichen zwischen
4.5 -4.9 pmol L pro cm’. Die drei verschiedenen Untergriinde eignen sich zunéchst

prinzipiell gleich gut fiir die Anbindung von hexyliertem Poly(4-vinylpyridin). Die
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Biovertrdglichkeit und die antibakteriellen Eigenschaften der Materialien werden im

Folgenden diskutiert.

Tabelle 5.5: Ergebnisse des Fluorescein-Tests an Proben mit kovalent angebundenem, hexylierten
PVP. Als Untergrund dienten unbehandeltes Glas sowie amorphe und mesopordse

Silicabeschichtungen. Die Referenzproben bestehen aus unbehandeltem Glas.

Probe Absorption ¢(Fluo) / (A" / em’
107 mol L™ pmol L
Referenz 0.000 + 0.000 0.0 0.0
amorph 0.039 + 0.002 5.8 4.5
mesoporos 0.042 £ 0.002 6.2 4.8
nicht modifiziert 0.043 £0.001 6.4 4.9

Des Weiteren wurden Versuche unternommen, verschieden alkylierte PVP-Varianten
herzustellen und die Kettenlinge des hydrophoben Rests zu variieren. Mit Hilfe
dieser Versuche sollte die Dichte geladener Aminogruppen unterschiedlich
alkylierter PVP-Proben miteinander verglichen werden. Tabelle 5.6 enthilt die
Ergebnisse octylierter und decylierter, kovalent angebundener PVP-Filme auf
unbehandeltem Glas hinsichtlich Farbstoffuntersuchungen sowie Ergebnisse der
Kontaktwinkelmessungen. Die photometrischen Untersuchungen mit Fluorescein
zeigen im Fall der octylierten und decylierten Proben einen signifikanten Abfall der
Aminogruppenkonzentration im Vergleich mit der hexylierten Variante. Diese
Ergebnisse stimmen mit denen von TILLER et al. iiberein, die die geringere
Konzentration mit sterischer Hinderung der immer linger werdenden Alkylketten
begriinden [34]. Da die Wirksamkeit antibakterieller Beschichtung auf der Basis von
PVP vor allem von Konzentration der Aminogruppen abhidngt, scheint die
Alkylierung mit ldngeren hydrophoben Ketten zunichst kein vielversprechender
Ansatz fiir eine aktivere antibakterielle Oberflache zu sein. Auf der anderen Seite
zeigen die Messungen der Kontaktwinkel eine leichte Steigerung der
Hydrophobizitit der Oberfliche durch die linger werdenden Alkylketten, die einen

Einfluss auf die antibakteriellen Eigenschaften haben konnte.
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Tabelle 5.6: Ergebnisse der Farbstoffuntersuchungen und Kontaktwinkelmessungen an Proben mit
kovalent angebundenem, hexylierten, octylierten bzw. decylierten PVP. Als Untergrund und als

Referenzprobe diente unbehandeltes Glas.

+ 2
Probe Absorption c(Fluo)/ (A7) /em Kontaktwinkel
10™ mol L™ pmol L
Referenz 0.000 = 0.000 0.00 0.00 20+ 4
hexyliert 0.043 £ 0.002 6.4 4.9 63+6
octyliert 0.014 £ 0.003 2.1 1.6 67 2
decyliert 0.017 £ 0.001 2.5 1.9 74+ 2

5.2.1.1 Viabilititstests mit Maus- und Gingivafibroblasten

Die Biokompatibilitit des hexylierten Polymers PVP wurde in Experimenten an
Mausfibroblasten (Abbildung 5.28) sowie an humanen Gingivafibroblasten
(Abbildung 5.29) hinsichtlich Adhision, Zellmorphologie und Viabilitit gepriift
(Abschnitt 3.8). Es wurden analog Proben mit gebundenem hexylierten Polymer
sowie Proben mit angebundenem, nicht hexylierten Polymer als Kontrolle
untersucht. Zur weiteren Kontrolle dienten unbehandelte Glasplittchen sowie

zusitzlich Zellkulturplastik (ZKP) im Fall der Mausfibroblasten.

Die Untersuchungen der Proben in Experimenten an Mausfibroblasten in
Abbildung 5.28 zeigen nach drei Tagen eine dichte Besiedelung des
Zellkulturplastiks mit Zellen typischer Morphologie. Auch die nicht hexylierten
Proben auf Glas sind vergleichbar gut kolonisiert. Proben mit hexyliertem PVP auf
Glas (B) sowie auf mesopordsem Silica (D) sind im Vergleich zum Plastik und den
Proben A insgesamt weniger dicht besiedelt, zeigen jedoch eine zufriedenstellende
Adhision. Eine deutliche Ausnahme hinsichtlich Adhésion und Morphologie zeigen
die Proben mit der amorphen Silicabeschichtung (C). Die Zellanzahl ist im Vergleich
zu den anderen hexylierten Proben deutlich reduziert. Dariiber hinaus wirken die
Zellen sehr abgerundet und gedrungen, was auf eine schlechte Adhision schlieBen

lasst.
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Abbildung 5.28: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellmorphologie von Mausfibroblasten auf
unterschiedlich modifizierten Glasproben nach einem Tag und drei Tagen Beobachtungszeit. Als
Kontrolle dienten Proben aus Zellkulturplastik (ZKP) und auf Glas angebundenes, nicht hexyliertes
PVP (A). Hexyliertes Poly(4-vinylpyridin) wurde auf Glas (B) sowie auf amorph (C) bzw. mesoporos

(D) beschichteten Untergriinden kovalent angebunden.

Die Experimente an Gingivafibroblasten zeigen &dhnliche Resultate. In der
Abbildung 5.29 ist die Zellmorphologie von humanen Gingivafibroblasten nach der
Inkubationszeit von einem und drei Tagen gezeigt. Im Falle der Kontrolle und der
Probe A sind bereits nach einem Tag vollstindig adhirierte Fibroblasten zu sehen,
ein fiir Zellkulturplastik iibliches Verhalten. Diese Beobachtungen passen gut zu den
Ergebnissen mit den Mausfibroblasten. Die Proben B (hexyliertes PVP auf Glas) und
C (mit amorpher Beschichtung) zeigen deutlich weniger ausgebreitete Zellen,
teilweise sind sie zudem stark abgerundet. Da sie auch durch mehrmaliges Waschen
wihrend der Priparation nicht abgelost wurden, scheint trotzdem eine gute
Anlagerung vorzuliegen. Dem visuellen Eindruck nach scheinen weniger Zellen als
in der Kontrolle und Probe A vorzuliegen. Dies kann aber zunichst nicht genau
bestimmt werden, da die Zellen aufgrund der unvollstindigen Adhision vor allem im
Fall der amorphen Beschichtung teilweise kleiner und gedrungener wirken. Die
mesopords beschichtete Probe zeigt entschieden die geringste Anzahl adhirierter
Zellen, die zusitzlich ebenfalls eine unvollstindige Anlagerung aufweisen.
Demzufolge ist an dieser Stelle ein signifikanter Unterschied in der Zellreaktion

hinsichtlich Zellmorphologie und Adhision festzustellen.
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Abbildung 5.29: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellmorphologie von Gingivafibro-

blasten auf unterschiedlich modifizierten Glasproben nach 24 h und 72 h Beobachtungs-zeit. Als
Kontrollen dienten Glas und auf Glas angebundenes, nicht hexyliertes PVP (A). Hexyliertes Poly(4-
vinylpyridin) wurde auf Glas (B) sowie auf amorph (C) bzw. mesopords (D) beschichteten

Untergriinden kovalent angebunden.

Mit Hilfe von REM-Aufnahmen reiner amorpher Silicabeschichtungen auf Glas liefl
sich die Ursache fiir die im Verhiltnis schlechtere Biokompatibilitit der amorphen
Proben auf eine zersplitterte Silicabeschichtung zuriickfithren (Abbildung 5.30). Die
Aufnahmen zeigen eine abgeplatzte Beschichtung, deren Bruchstiicke scharfkantig
sind und fiir die Besiedelung mit Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit keinen
geeigneten Lebensraum darstellen. Somit sind die schlechteren Resultate der
amorphen Proben in beiden Experimenten (Maus- und Gingivafibroblasten) auf
ungeeignetes Probensubstrat zuriickzufiihren, eine homogene unbeschidigte amorphe

Silicabeschichtung wire in diesen Versuchen vermutlich unproblematisch gewesen.

Abbildung 5.30: REM-Aufnahmen zerbrockelter amorpher Silicabeschichtungen auf Glassubstraten
(links und Mitte). Die abgebrochenen Stiicke weisen zum Teil sehr scharfkantige Oberflichen auf.
Nach Optimierung des Spin Coating-Prozesses werden homogene Silicabeschichtungen erhalten

(rechts).
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Die Probleme im Falle der amorphen Silicabeschichtung konnten durch Optimierung
des Spin Coating-Prozesses beseitigt werden, so dass fiir die nachfolgenden
Experimente der Arbeit gleichméfBige homogene Schichten erhalten werden konnten

(Abbildung 5.30 rechts).

Eine qualitative Bewertung der untersuchten Proben an Maus- und
Gingivafibroblasten ist in Tabelle 5.7 und 5.8 als Ubersicht zusammengestellt, wobei
im Fall der amorphen Proben auf Grund der abgesplitterten Silicaschicht keine

tatsdchliche Einschitzung moglich war.

Tabelle 5.7: Zusammenfassung zur Bewertung der Biokompatibilitit in Bezug auf Mausfibroblasten
von Proben mit kovalent angebundenem, nicht hexyliertem PVP auf Glas (A) sowie von hexyliertem
PVP, das auf Glas (B) sowie auf amorphe (C) bzw. mesoprose (D) Silicabeschichtungen angebunden

wurde. Als Kontrolle wurden unbehandeltes Glas sowie Zellkulturplastik (ZKP) herangezogen.

Material Adhision Ausbreitung ~ Wachstum

ZKP ++ +++ ++++
Glas ++ + ++

A ++ ++ ++++
B ++ + ++

C * * %

D ++ + +

* keine Bewertung moglich
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Tabelle 5.8: Zusammenfassung zur Bewertung der Biokompatibilitit in Bezug auf Gingivafibro-
blasten von Proben mit kovalent angebundenem, nicht hexyliertem PVP auf Glas (A) sowie von
hexyliertem PVP, das auf Glas (B) sowie auf amorphe (C) bzw. mesoprdse (D) Silicabeschichtungen

angebunden wurde. Als Kontrolle wurde unbehandeltes Glas herangezogen.

Material Adhision Ausbreitung ~ Wachstum

Glas T4+ T4+ +++
A +++ +++ ++++
B + + ++

C * * %

D + + +++

* keine Bewertung moglich

Neben den optischen Methoden zur Beurteilung der Probenkompatibilitit bietet der
Lactatdehydrogenase-Test (LDH-Test) die Maoglichkeit einer Bewertung auf
Zellebene. Dieses Enzym wird von lebenden Zellen produziert, die Konzentration an
LDH kann in Korrelation zur Anzahl der Zellen gesetzt werden. Die Abbildung 5.31
zeigt das Ergebnis der LDH-Tests an humanen Gingibvafibroblasten auf den
verschieden modifizierten Proben nach 72 h Inkubationszeit. Die Experimente
wurden von LYSANN RINGENBERG an der Zahnklinik der MHH durchgefiihrt

(Abschnitt 3.8).

Die Ergebnisse der einzelnen Probenmaterialien lassen folgende Aussage zu: Die
nicht hexylierten Proben (A) =zeigen hinsichtlich der Zellanzahl und der
Zellmorphologie vergleichbare Biokompatibilitit wie das Zellkulturplastik. Die
hexylierten Proben auf unmodifiziertem Glas (B) und auf mesopords beschichteten
Proben (D) sowie die Kontrolle weisen im Gegensatz dazu weniger Zellen auf,
zeigen untereinander jedoch ein &dhnliches Ergebnis. Im Fall der amorph

beschichteten Proben (C) ist die Anzahl der angelagerten Zellen deutlich reduziert.
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Abbildung 5.31: Ergebnisse der LDH-Assays fiir humane Gingivafibroblasten auf nicht hexyliertem
PVP (A) auf Glas, hexyliertem PVP auf Glas (B) bzw. auf einer amorphen (C) bzw. auf einer
mesopordsen (D) Beschichtung nach 72 h Inkubationszeit. Zur Kontrolle wurden Zellkulturplastik und

Glas herangezogen.

Der LDH-Test zeigt und bestiitigt insgesamt, dass die Zellen zwischen den nicht
hexylierten Proben, die deshalb auch besser vertriglich sein sollten, und den
hexylierten Proben unterscheiden und mit unterschiedlichem Adhisionsverhalten
reagieren. Weiterhin zeigen die unhexylierten Proben @hnlich gute Eigenschaften wie
Zellkulturplastik, das als ideales Kulturmedium angesehen wird. Hierfiir ist
vermutlich die angebundene Polymerschicht verantwortlich, die den
Probenuntergrund bedeckt und im Vergleich zu reinem Glas eine verbesserte
Biokompatibilitdt aufweist. Eine weitere Beurteilung der Biokompatibilitdt der
polymerbeschichteten Proben ldsst sich iiber die Proliferationsrate der Zellen

abgeben (Abbildung 5.32).
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Abbildung 5.32: Proliferationsrate von Gingivafibroblasten auf nicht hexyliertem PVP (A) auf Glas,
hexyliertem PVP auf Glas (B) bzw. auf einer amorphen (C) bzw. auf einer mesopordsen (D)
Beschichtung nach 72h Inkubationszeit. Zur Kontrolle wurden Zellkulturplastik und Glas

herangezogen.

Die Auswertung des Wachstumsverhaltens im Vergleich der beiden Zeitpunkte (24 h
und 72 h) anhand der jeweiligen ermittelten Zellanzahl auf den Probekorpern
bestdtigen im Wesentlichen die Beobachtungen fiir den Bewuchs nach 72h
Inkubationszeit (Abbildung 5.32). Das Zellkulturplastik zeigt die besten
Voraussetzungen fiir die Proliferation der Zellen. Die mit nicht hexyliertem PVP
beschichtete Proben (A) zeigen eine #hnlich gute Proliferation gefolgt von der
Glaskontrolle. Beide weisen unter dem Mikroskop eine typische Zellmorphologie
und einen dichten Bewuchs mit Zellen auf. Die Anzahl der Zellen auf den
hexylierten Polymerproben auf Glas (B) und auf amorphem Silicauntergrund (C) ist
im Vergleich dazu deutlich geringer. Die im Mikroskop beobachtete schlechte
Anlagerung der Zellen zeigt einen direkten also Einfluss auf das
Wachstumsverhalten. Bei den Proben mit der amorphen Silicabeschichtung (C)
erklirt sich die im Vergleich schlechtere Zelladhdsion und Proliferation
hochstwahrscheinlich durch die zerbrockelte Beschichtung (Abbildung 5.30), die aus
diesem Grund scharfe Ecken und Kanten aufweist und somit keinen geeigneten
Untergrund fiir das Zellwachstum darstellt. Eine unerwartete Ausnahme bildet die
hexylierte Polymerbeschichtung auf mesoporosem Silica (D). Obwohl nach 24 h
deutlich weniger Zellen als bei den anderen Proben adhiriert sind (Abbildung 5.29)
und der morphologische Eindruck eher negativ zu bewerten ist, liegt nach 72 h eine

recht gute Proliferation der Zellen, vergleichbar mit Glas und den Proben A vor.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Zelltests keine toxischen Effekte des
untersuchten Polymers. Besonders die nicht hexylierten Proben zeigen eine sehr gute
Biokompatibilitit im Vergleich zum Zellkulturplastik. Die Hexylierung fiihrt zwar zu
geringerer Zelladhidsion, die jedoch nicht gravierend ist und den Unterschied
zwischen den verschiedenen chemischen Modifizierungen deutlich macht. Somit ist
der Einsatz von alkyliertem Poly(4-vinylpyridin) im dentalen Bereich prinzipiell

moglich.

5.2.1.2 Antibakterielle Eigenschaften

Die verschieden modifizierten Glasoberflichen (reines Glas, amorphe oder
mesopordse Silicabeschichtung) mit kovalent angebundenem, hexyliertem Poly(4-
vinylpyridin) wurden am Beispiel zweier humanpathogener, oraler, plaquebildender
Keime hinsichtlich ihrer antibakteriellen Aktivitidt untersucht (siehe Abbildung 5.33).
Bei Strepptococcus sanguinis handelt es sich um einen Vertreter der Initialbesiedler
wihrend Strepptococcus mutans einen frithen Folgebesiedler darstellt. Die
Experimente wurden von LYSANN RINGENBERG an der Zahnklinik der MHH
durchgefiihrt (Abschnitt 3.9).

S. mutans

. .
i . . . .

Abbildung 5.33: Uberpriifung der antibakteriellen Eigenschaften der unterschiedlich modifizierten

Glasproben mit S. mutans und S. sanguinis auf nicht hexyliertem PVP (A) auf Glas, hexyliertem PVP
auf Glas (B) bzw. auf einer amorphen (C) bzw. auf einer mesopordsen (D) Beschichtung nach 1 h

Inkubationszeit. Als Kontrolle diente reines Glas.

Die Kontrollproben aus Glas und die Proben A (nicht hexyliertes PVP auf Glas)
zeigen im Fall von S. mutans kurze Bakterienketten, eine gleichmifige Aussaat

sowie eine dichte bakterielle Adhédsion. Die Proben A weisen eine hohere
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Bakteriendichte als die Kontrolle auf. Auch die hexylierten Proben auf Glas (B)
zeigen eine gleichmifBige Aussaat, hohe Bakteriendichte und Bakterienadhision mit
leichter Aggregatbildung. Auf den hexylierten Proben auf amorphem Silica (C) ldsst
sich eine geringere Bakterienadhiision im Vergleich zu den Proben A, B und D
beobachten. Wihrend die Probekorper eine gleichmifBige dichte Aussaat im mittleren
Bereich aufweisen, zeigen die Randbereiche ein anderes bakterielles Verhalten. Dort
sind dichte Aggregatbildungen und eine geringere Bakterienadhiision zu beobachten
(Abbildung 5.33 C). Um diese Aggregate befinden sich groere bakterienfreie
Areale. Dieses Verhalten kann als bakterieller Stress interpretiert werden, der
aufgrund der Natur der Beschichtung auf die Bakterien einwirkt. Auf der
mesopordsen Beschichtung der Proben D zeigt sich die hochste bakterielle Adhision.
Zwar liegt kein dichter Bakterienrasen vor, jedoch sind die Bakterien stark aggregiert
und es liegen dichtgedringte Bakterienpopulationen vor. Die Forschergruppe um
IVANOVA hat sich intensiv mit Interaktionen von Bakterien und nanostrukturierten
Oberfldachen beschiftigt. Sie stellten ebenfalls eine bevorzugte Besiedelung
nanostrukturierter Substrate fest [212]. Auch besonders glatte Oberflichen wurden

von den Bakterien favorisiert.

Die quantitative Analyse des Flichenbewuchses der Probekorper mit S. mutans zeigt,
dass dieser auf den Proben A (unhexyliertes PVP auf Glas), B (hexyliertes PVP auf
Glas) und C (hexyliertes PVP auf amorphem Silica) vergleichbar ist
(Abbildung 5.36). Etwaige Abweichungen sind auf wohl Unterschiede in der
Versuchsdurchfithrung zuriickzufithren. Der quantitativen Auswertung zufolge
schliet sich das Ergebnis im Falle der mesopordsen Proben (D) an die Ergebnisse
aus der Fluoreszenzmikroskopie an und es wird eine deutlich hohere Bakterienanzahl
bestitigt. Die Kontrolle aus Glas weist im Vergleich den geringsten bakteriellen

Flachenbewuchs auf.
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Abbildung 5.34: Bakterienanlagerung (S. mutans) an die mit PVP beschichteten Proben auf nicht
hexyliertem PVP (A) auf Glas, hexyliertem PVP auf Glas (B) bzw. auf einer amorphen (C) bzw. auf
einer mesopordsen (D) Beschichtung nach 1 h Inkubationszeit. Als Referenz diente unbehandeltes

Glas.

Die Untersuchungen mit S. sanguinis zeigen auf allen Proben ein einheitliches Bild
einer gleichméBigen Aussaat und dichten bakteriellen Adhision. Die Probekorper der
nicht hexylierten Proben (A), der hexylierten Glasproben (B) und der Kontrolle
zeigen lange typische Ketten der Bakterien. Die Kontrollprobe weist die geringste
Bakteriendichte und eine relativ gleichméBige Bakterienaussaat auf. Ein besonderer
Effekt konnte bei den Proben mit hexyliertem PVP auf amorphem Silicauntergrund
(C) beobachtet werden, hier scheint es, als wiirden die Bakterien sich teilweise
aufrichten. Die Abbildung 5.35 zeigt die Situation etwas genauer, wobei gut zu
erkennen ist, dass die Ketten der Bakterien sich nicht auf der Probe ausbreiten, wie in
den anderen Fillen, sondern eine senkrechte Position zur Oberfliche einnehmen. Ob
dies eine Reaktion auf die Beschichtung ist, kann nicht eindeutig bestimmt werden,
da die Bildung von Ketten ein typisches Verhalten dieser Bakterienspezies
repriasentiert. Trotz alledem konnte in beiden Experimenten mit verschiedenen
Keimen eine besondere Reaktion der Bakterien auf die amorphe Beschichtung
beobachtet werden (in diesem Fall lagen homogene amorphe Silicabeschichtungen

vor im Vergleich zu den Viabilititsexperimenten).
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Abbildung 5.35: Auffillige Bakterienadhédsion von S. sanguinis im Randbereich von amorph
beschichten Proben mit hexyliertem PVP. Oben: Die Aufsicht auf den Bakterienrasen von oben zeigt
wenig adhidrierte Bakterienketten. Unten: Eine seitliche Aufnahme zeigt, dass die Bakterienketten

teilweise senkrecht zur Oberfliche abstehen.

In der quantitativen Analyse mit S. sanguinis sind keine auffélligen Unterschiede zu
erkennen. Im Vergleich zum Kontrollglas weisen alle Probekorper eine hohere
Bakterienadhésion auf (Abbildung 5.36). Somit zeigen die Proben mit kovalent
angebundenem hexylierten PVP zwar Unterschiede in den Reaktionen der Bakterien,
ein konkreter antibakterieller Effekt konnte jedoch nicht beobachtet werden. Einen
entscheidenden Einfluss auf den Nachweis der antibakteriellen Eigenschaften konnte
die Versuchsdurchfithrung der Tests gehabt haben, da sich hierbei die Bakterien in
einem ndhrstoffreichen Ndhrmedium befinden, welches sie vor einem direkten
Kontakt mit der antibakteriellen Schicht wie ein Puffer schiitzen konnte. Da die
antimikrobiellen Eigenschaften des kovalent angebundenen, alkylierten Polymers vor
allem auf die direkte Interaktion zwischen Oberfliche und Bakterium basieren,
konnte dies zu einer stark verminderten Wirkung der antibakteriellen Schicht gefiihrt

haben.



146 5 Ergebnisse und Diskussion

300000 ~

250000 -
200000 +
150000 1
100000 1
50000 -
0 . . .
ZKP B C D

Glas A

Bewuchsflache in Pixeln

Abbildung 5.36: Bakterienanlagerung (S. sanguinis) an die mit PVP beschichteten Proben auf nicht

hexyliertem PVP auf Glas (A), hexyliertem PVP auf Glas (B) bzw. auf einer amorphen (C) bzw. auf
einer mesoporosen (D) Beschichtung nach 1 h Inkubationszeit. Als Referenz dienten Zellkulturplastik

und unbehandeltes Glas.

Zweiwertige Ionen wie Mg2+ und Ca®* konnen bei ihrer Anwesenheit im Test den
Permeabilisierungseffekt empfindlich stéren, da diese Kationen mit dem
kationischen Gruppen des Biozids um die gleichen Bindungsstellen auf der negativen
Bakterienzellwand konkurrieren. Im Nachhinein muss sicherlich in Frage gestellt
werden, ob das Polymer in ausreichender Menge angebunden wurde, um eine
ansprechende antibakterielle Wirkung zu erzielen. Wihrend das ungebundene,
wasserlosliche hexylierte Poly(4-vinylpyridin) fiir seine antibakterielle Wirkung
bekannt ist [213], konnte das kovalente Anbinden den Wirkungsmechanismus
dahingehend veridndern, dass die Effizienz deutlich herabgesetzt wird [214,215].
Forscher um KENAWY untersuchten die antibakteriellen Eigenschaften quartéirer
Ammonium- und Phosphoniumverbindungen mit dem Resultat, dass die Wirkung
auf grampositive Bakterien deutlich geringer war als auf gramnegative Bakterien
[216]. Die hier untersuchten oralen Keime sind ebenfalls grampositiv. Weiterhin ist
zu konstatieren, dass die Wirkung auf jeden keim individuell unterschiedlich stark

1st.
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5.2.2 Silica-Hybridmaterialien

Es wurden insgesamt drei Gruppen von Silica-Hybridmaterialien hergestellt, wobei
als Grundlage jeweils reines hexyliertes, octyliertes und decyliertes PVP, eingebettet
in Silica, diente. Beschichtungen auf der Basis von jeweils hexyliertem, octyliertem
und decyliertem PVP in Silica wurden zusitzlich in Varianten mit Silbersodalith und
nanoskaligem Silber ausgestattet. In der Abbildung 5.37 ist eine REM-Aufnahme
eines homogenen Hybridfilms bestehend aus Silica und octyliertem Polymer im
Verhiltnis 5:1 gezeigt. Bei der zweiten Gruppe wurden diese Materialien mit
Silbersodalith ausgestattet, die dritte Gruppe der Proben enthilt eingebettetes
nanoskaliges Silber. In der Tabelle 5.9 sind die Ergebnisse der Farbstofftests fiir die
reinen alkylierten PVP-Silicafilme im Vergleich zu den verschieden alkylierten,

kovalent angebundenen PVP-Proben dargestellt.

Abbildung 5.37: REM-Aufnahme eines Hybridfilms aus octylierten PVP und Silica (Verhéltnis Silica

zu Polymer 5:1). Das Hybridmaterial ergibt einen homogenen Film.

Der Tabelle 5.9 ist klar zu entnehmen, dass die Dichte der quaterniren
Ammoniumgruppen bei den Polymer-Silica-Hybridmaterialien deutlich hoher liegt
als bei Proben, bei denen das alkylierte PVP kovalent angebunden ist. Insgesamt
konnte die Anzahl der Ammoniumgruppen bis auf das Sechsfache (im Fall der
hexylierten Proben) gesteigert werden. Somit eignet sich die Einbettung des
Polymers in eine Silicamatrix prinzipiell, um die Konzentration an quartiren

Ladungstrigern zu erhohen und so moglicherweise die antibakterielle Aktivitit zu



148 5 Ergebnisse und Diskussion

steigern. Diese hingt bei bioziden quartiren Ammoniumverbindungen stark von der
Dichte dieser Ladungstriger ab [164]. Hier zeigte das hexylierte PVP-Silica-Hybrid
die hochste Konzentration an Ammoniumgruppen und von diesem Gesichtspunkt her

zunichst die beste Voraussetzung fiir eine antibakterielle Wirksamkeit.

Tabelle 5.9: Vergleich der mit dem Fluorescein-Test gemessenen Dichte von Ammoniumgruppen fiir
unterschiedlich alkylierte PVP-Silica-Hybrid-Proben und Proben mit kovalent angebundenem PVP,

das ebenfalls auf unterschiedliche Weise alkyliert ist.

c(Fluo) / (A" [ cm?

Probe Absorption
10°mol L™/ pmol L

Hexyl-PVP-Silica-Hybrid 0.078 £ 0.003 11.5 28.8
Octyl-PVP-Silica-Hybrid 0.069 £ 0.003 10.1 25.3
Decyl-PVP-Silica-Hybrid 0.062 £ 0.004 9.1 22.8
kov. angebun. Hexyl-PVP 0.043 + 0.002 6.4 4.9
kov. angebun. Octyl-PVP 0.014 £ 0.003 2.1 1.6
kov. angebun. Decyl-PVP 0.017 £ 0.001 2.5 1.9

Dariiber hinaus wurden silberhaltige Hybridmaterialien hergestellt, die den Vorteil
bieten, die ansonsten in Pulverform vorliegenden silberhaltigen Substanzen
(Silbersodalith und -zeolith) in einer antibakteriellen Beschichtung nutzen zu
konnen. In der Abbildung 5.38 ist die homogene Verteilung von Silber in einem
Polymer-Silicafilm im Vergleich zum Silicium gezeigt. Die antibakteriellen
Eigenschaften der reinen alkylierten Polymer-Silicafilme sowie der mit
Silbersodalith und nanoskaligem Silber ausgestatteten Hybridmaterialien wurden in

Experimenten an P. aeruginosa getestet (Abbildung 5.39).
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Abbildung 5.38: Ergebnis der Rontgenfluoreszenzanalyse eines silberhaltigen Polymer-Silica-
Hybridfilms. Auf dem linken Bild ist die homogene Verteilung des Silbers in der Beschichtung

dargestellt, das rechte Bild zeigt zum Vergleich die Verteilung des Siliciums.
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Abbildung 5.39: Ergebnisse bakterieller Tests mit P. aeruginosa an verschiedenen PVP-
Silicabeschichtungen. Im Vergleich zu reinen alkylierten PVP-Filmen wurde auch die antibakterielle
Effizienz silberhaltiger Polymer-Silica-Filme untersucht. Unterhalb von 1.0 gilt ein Material als

antibakteriell.

Die Experimente beziiglich der antibakteriellen Eigenschaften der hergestellten
Hybridmaterialien zeigen fiir die Gruppe der reinen alkylierten Polymer-Silicafilme
nur im Falle des hexylierten PVP eine gute antibakterielle Wirkung. Die decylierte
Variante schneidet im Vergleich am schlechtesten ab und das octylierte Polymer liegt

von der Effizienz her betrachtet in der Mitte. Die silberhaltigen Proben zeigen in
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diesem Test alle ausnahmslos ausgezeichnete antibakterielle Eigenschaften
unabhingig von der eingesetzten Silberquelle. Im Vergleich mit den silberhaltigen
Materialien zeigen die reinen hexylierten Polymer-Silica-Proben eine dhnlich starke
antibakterielle Aktivitdt, die in diesem Fall auf eine nicht geniigende Stabilitdt des
hexylierten Hybridmaterials beruht. Im Laufe der Experimente 16st sich die Polymer-
Silicaschicht auf, so dass Polymer in geloster Form die Bakterien abtdten kann.
Somit basierten die guten antibakteriellen Eigenschaften vornehmlich auf einem
Freisetzungsmechanismus des Biozids wie er wahrscheinlich auch im Fall der
silberhaltigen Proben auf der Freisetzung von Silberionen beruht. Stabilitdtsversuche
mit den reinen Polymer-Silica-Hybridfilmen in Phosphatpuffer (PBS) und simulated
body fluid (SBF) bestitigen die Instabilitit der hexylierten Proben (Tabelle 5.10). Die
simulierte Korperfliissigkeit wurde nach einer Vorschrift von KOKUBO et al.

hergestellt [217].

Tabelle 5.10: Ergebnisse der Stabilitétstests verschieden alkylierter Polymer-Silica-Hybrid-
beschichtungen in PBS und SBF fiir eine Dauer von 5 d. Bei der Kontrolle handelt es sich um einen

reinen amorphen Silicafilm.

Substanz PBS SBF

Hexyl-PVP (1:8) — —

Octyl-PVP (1:5) + +
Decyl-PVP (1:5) + +
Kontrolle + +

Somit sind die hinsichtlich ihrer bakteriellen Potenz vielversprechenden hexylierten
PVP-Silica-Hybridmaterialien auf Grund mangelnder Stabilitét nicht fiir den Einsatz
als Beschichtung geeignet. Die octylierte Variante ist nicht ausreichend
antibakteriell, die decylierte Variante zeigte keinerlei bakterizide Effekte. Beide
konnten jedoch als Matrix fiir die FEinlagerung biozider Substanzen wie

Silbersodalith oder nanoskaliges Silber und anderer Faktoren genutzt werden.
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5.2.3 PVP-Anbindung durch Modifizierung mit BPTMS

Mit Hilfe von 3-Bromopropyltrimethoxysilan (BPTMS) war es moglich, das
potentiell bakterizide PVP mit reaktiven Methoxysilylgruppen zu versehen und so
auf gereinigten Glasoberflachen kovalent anzubinden. Um die bakterizide Wirkung
zu generieren, wurde das Polymer im gleichen Reaktionsschritt hexyliert. Bei der
Herstellung der Proben wurde vor allem die Konzentration des eingesetzten
Alkylierungsmittels des Polymers variiert, da die so eingefithrten quartdren

Ammoniumgruppen fiir die antibakterielle Wirkung essentiell sind (Tabelle 5.11).

Tabelle 5.11: Ergebnisse des Fluorescein-Tests an PVP-beschichteten Proben in Abhéngigkeit des
eingesetzten Alkylierungsmittels. Das PVP wurde nach der Derivatisierung mit BPTMS auf

Glasplittchen angebunden und mit verschiedenen Konzentrationen des Alkylierungsreagenzes

hexyliert.
Menge des Absorption c(Fluo) / (A" / cm?
Alkylierungsmittels 10~ mol L™ / pmol L
37 % 0.066 £ 0.003 9.7 10.7
50 % 0.061 £0.018 9.0 9.9
60 % 0.124 £0.011 18.0 19.9
70 % 0.114 £0.009 16.8 18.6
85 % 0.205 £ 0.021 30.1 33.3
85 % (Mikrowelle)  0.184 +0.026 27.1 29.9

Die Ergebnisse des Fluorescein-Tests zeigen sehr schon, dass mit steigender
Alkylierung auch die Anzahl der quartiren Ammoniumgruppen auf der Oberfldche
steigt. Bei Erhohung des Alkylierungsmittels auf 85 % der zu alkylierenden
Stickstoffatome erreicht die Konzentration mit 33.3 umol L' cm™ mindestens
vergleichbar hohe Werte wie bei den hexylierten PVP-Silica-Hybridfilmen
(vergleiche Tabelle 5.9). Auch wenn die Reaktion in der Mikrowelle durchgefiihrt
wurde, zeigen sich dhnlich hohe Werte. Die Stabilitit der Filme wurde mit Hilfe

einer Soxhlet-Extraktionsapparatur getestet. Hierfiir wurden die Filme zwei Tage mit
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Ethanol extrahiert, was keine signifikante Auswirkung auf die Dichte der
Ammoniumgruppen mit sich brachte. Die Stabilitdt gegeniiber Reinwasser wurde
ebenfalls gepriift, indem die Filme fiir einen Zeitraum zwischen zwei und fiinf Tagen
in Polyethylengefden bei 37 °C gelagert wurden. Auch in diesem Fall zeigen die
Ergebnisse des Fluorescein-Tests unverdnderte Werte. Die FErgebnisse der

Stabilitétstests sind zusammenfassend in der Tabelle 5.12 dargestellt.

Tabelle 5.12: Ergebnisse der in Ethanol und Wasser durchgefiihrten Stabilititstests anhand von
Werten des Fluorescein-Tests an PVP-beschichteten Proben. Das PVP wurde nach Derivatisierung mit
BPTMS auf Glasplittchen angebunden wund mit verschiedenen Konzentrationen des

Alkylierungsreagenzes hexyliert.

Menge des Testmedium “c(A") / cm? fo(AY) [ cm?
Alkylierungsmittels / umol L™ / umol L™
37 % Ethanol 10.7 10.6
37 % Wasser 10.7 10.9
60 % Ethanol 19.9 20.1
60 % Wasser 19.9 19.8
85 % Ethanol 33.3 32.5
85 % Wasser 333 33.2

" vor dem Test

* nach 3 Tagen Inkubation

Untersuchungen zu den antibakteriellen Eigenschaften der erhaltenen Materialien
wurden von MUHAMMAD BADAR am Helmholtz Institut fiir Infektionsforschung in
Braunschweig durchgefiihrt. Hierzu wurden die Bakterien mit einem sogenannten
Live/Dead-Farbstoff angefidrbt, unter dessen Einwirkung lebende Bakterien eine
griine Féarbung annehmen, wihrend tote Bakterien rot angefirbt werden. Durch
Zellzihlung kann dann auch eine quantitative Bewertung vorgenommen werden. Die
zuvor beschriebenen Materialien erwiesen sich in diesen Tests als durchgehend nicht
antibakteriell. So konnte stets eine deutlich hohere Anzahl tiberlebender Bakterien im

Vergleich zu den abgetdteten Bakterien beobachtet werden (Abbildung 5.40).



5 Ergebnisse und Diskussion 153

Obwohl die Konzentration der Ammoniumgruppen mit bis zu 33.3 umol L' em™ im

dhnlichen Bereich liegt wie im Fall der hexylierten PVP-Silica-Hybridfilme, konnen
hier die den antibakteriellen Effekt erzeugenden funktionellen Gruppen keine

Wirkung auf die Bakterien ausiiben.

Abbildung 5.40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Live/Dead-Farbuntersuchung an einer
nach der Derivatisierung mit BPTMS mit hexyliertem PVP beschichteten Probe nach 30 min
Inkubationszeit. Lebende Bakterien des Stammes P. aeruginosa werden griin angeféarbt (links),

wihrend tote Bakterien auf derselben Probe rot gefirbt erscheinen.

Sicherlich muss hier bedacht werden, dass die Hybridfilme sehr gut 16slich waren
und die starke antibakterielle Wirksamkeit wohl hauptsdchlich auf geldstes
antibakterielles Polymer zuriickzufiihren ist. Diese angebundene Menge an PVP ist

hingegen nicht ausreichend fiir einen antibakteriellen Effekt.

Die Bewertung der Ergebnisse der antibakteriellen Untersuchungen ist vor dem
Hintergrund, dass verschiedene Keime unterschiedliche Reaktionen auf die
verschiedenen Beschichtungen zeigen konnten, sehr schwierig. Im Fall von
Pseudomonas aeruginosa, einem typischen Keim des Mittelohrs, zeigte die Methode
der Anbindung von PVP mit Hilfe der Modifizierung mit einem auf
Silicaoberflichen selbsthaftenden Silan nicht die erforderliche Wirksamkeit.
Weiterhin zeigen die unterschiedlichen Wirkmechanismen im direkten Vergleich,
Freisetzung im Falle der hexylierten Hybridfilme versus Oberflichenkontakt im Falle
der durch Silan angebundenen PVP-Filme, die Herausforderung, eine antibakterielle

Beschichtung zu entwickeln, die nicht auf einen Freisetzungsmechanismus basiert.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit beschiftigte sich mit Hybridwerkstoffen aus silicatischen Materialien
und stickstoffhaltigen Polymeren mit zwei unterschiedlichen Zielsetzungen. Im
ersten Teil wurde die Bildung von Hybridmaterialien aus Polyaminen und amorphem
Siliciumdioxid untersucht, ein biomimetisches System, dass als Modell fiir die
Abscheidung von Silica in den Schalen von Kieselalgen dient. Das Ziel im zweiten
Teil der Arbeit war es, auf der Basis potentiell bakterizider Polymere, antibakterielle

Beschichtungen fiir den Einsatz im biomedizinischen Bereich zu entwickeln.

Der erste Teil dieser Arbeit hatte als Zielsetzung die Untersuchung von
Kieselsdurekondensationsreaktionen unter dem Einfluss von Polypropyleniminen
verschiedener Kettenldngen. Lineare Polyamine sind ein charakteristischer
Bestandteil von Diatomeenschalen, sie sind fiir ihre Féhigkeit bekannt, in
Anwesenheit von multivalenten Anionen, wie zum Beispiel Phosphat, Silica
auszufillen. Die Untersuchung der Einfliisse, die die Eigenschaften der Polyamine,
wie zum Beispiel deren Kettenlinge und ihr Methylierungsgrad, auf die Bildung von
amorphem Siliciumdioxid haben, ist daher von groem Interesse fiir die Aufkldrung
der Mechanismen der Biomineralisation. Vor allem iiber den Einfluss kurzer
Polyamine auf diesen Prozess ist wenig bekannt. Hier wurden deshalb
Polyprolylenimine mit maximal acht Ketteneinheiten eingesetzt, Untersuchungen zu
langeren Polyaminen finden sich in den Arbeiten von JAHNS [20,96]. Genauere
Erkenntnisse iiber Wechselwirkungen zwischen Polyaminen und Kieselsdure
konnten zukiinftig auch als Basis fiir die Herstellung neuartiger Materialien

interessant sein.

Zur Untersuchung des Reaktionssystems Polyamin-Silica auf niedermolekularer
Ebene wurden zundchst kinetische Messungen gemill der Molybdatmethode
durchgefiihrt [178]. Diese zeigten keinen signifikanten Einfluss der Kettenlidnge der
Polyamine auf die Kieselsdurekondensation. Diese Erfahrungen wurden bereits in
den Studien von JAHNS gemacht [96], so dass die aufgetretenen geringfiigigen
Unterschiede  der  kinetischen  Kurven kleinen pH-Wert-Schwankungen
zugeschrieben werden miissen. Den Ergebnissen zufolge reagieren erst hoher
kondensierte Kieselsdurespezies, als sie in der Initialphase vorliegen, mit den

Polyaminen. Diese Kieselsidureoligomere sind bereits nicht mehr molybdatreaktiv, so
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dass ihre Umwandlung zu Polyamin-Silica-Partikeln mit der Molybdatmethode auch

nicht nachvollzogen werden kann.

Aus zahlreichen Studien ist die Prizipitationsaktivitdt langkettiger Polyamine im
Polyamin-Silica-Reaktionssystem bekannt. Die in dieser Arbeit untersuchten
Polyamine zeigen eine solche Aktivitit im Falle des PPIg an; das methylierte
Hexaazadocosan (MHAD) zeigt auch eine gewisse Aktivitit, fithrt allerdings unter
vergleichbaren Bedingungen lediglich zu einer Triibung der Losung, ein Prézipitat
konnte nicht isoliert werden. Die kiirzeren Polyamine zeigten keine Effekte. Mit
Messungen der Dynamischen Lichtstreuung konnten dariiber hinaus die
makromolekularen Silicaspezies sowie Polyamin-Phosphat-Aggregate beobachtet
werden, die sich wihrend dieser Prizipitationsexperimente  bildeten.
Dementsprechend konnte nur fiir die Reaktionen in Gegenwart von PPIg und MHAD
ab einem Phosphatzusatz von 30 mM jeweils ein deutlicher Anstieg der
PartikelgroBen zu Beginn der Kondensationsreaktion beobachtet werden. Der
Vergleich mit PartikelgroBen, die in fritheren Experimenten bei Reaktionen in
Gegenwart ldngerer Polyamine gemessen wurden, zeigt einen Trend zu
abnehmenden Partikeldurchmessern mit abnehmender Kettenldnge. Die erhaltenen
Partikelgrolen dz sowie die maximalen Partikeldurchmesser dzm,x, wie sie aus den
DLS-Messungen erhalten wurden, sind in Tabelle 6.1 in Form der Z-Mittel
dargestellt.

Tabelle 6.1: Zusammenfassung der in Gegenwart verschieden langer Polyamine sowie
unterschiedlicher Phosphatkonzentrationen cp erhaltenen Partikeldurchmesser dz und dyy,,,. Werte fiir

PMPI,4 und PMPIy wurden aus [203] entnommen.

Polyamin cp/ mM dz / nm dzmax / NIM
PMPI,, 10 2400 2000
PMPI, 10 1250 2600
PPl 30 600 1600
MHAD 30 220 500

HAD 30 - -
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Die Ergebnisse deuten tendenziell darauf hin, dass die Kettenlinge von Polyaminen
durchaus fiir die GroBe der Silicapartikel relevant ist. Zu beriicksichtigen ist
allerdings, dass hier der hydrodynamische Radius der Partikel verglichen wird, bei

denen es sich aber auch bereits um Aggregate/Agglomerate handeln kann.

Insgesamt kann aufgrund der Prizipitationsversuche sowie der DLS-Messungen
somit eine untere Grenze der Prizipitationsaktivitit, also der Fihigkeit der PPIs und
PMPIs, mineralisierbare Polyamin-Aggregate bilden zu konnen, festgestellt werden.
Diese ist fiir diese beiden Spezies unterschiedlich. Sie liegt bei acht
Propylenimineinheiten im Falle der PPIs, im Falle der PMPIs ist bei sechs
Methylpropylenimineinheiten =~ zumindest noch eine Triibungsaktivitit zu
verzeichnen.  Methylierte = Polyamine iiben also bei den  gewdhlten
Versuchsbedingungen einen stirkeren Einfluss auf die Kieselsdurekondensation aus,
denn sie vermdgen es auch bei kiirzerer Kettenlidnge, Silica auszufillen. Studien von
PERRY et al., die sich mit Untersuchungen von kurzen Polyaminen sowie von
Putrescin-Homologen beschiftigen, fithren dies im Wesentlichen auf die
Unterschiede in den hydrophoben Eigenschaften von Polyaminen zuriick [21-23]. So
fiihrt die Methylierung zur Erh6hung des hydrophoben Charakters eines Polyamins,
was die Bildung stabilerer Polyamin-Tropfchen unterstiitzt [21], die dann in Folge
der Kondensation mineralisiert werden. Eine weitere Folge der Methylierung ist,
dass stirker geladene Spezies entstehen als im Fall unmethylierter Polyamine [21].
Somit liegen in diesem Fall auch stirkere elektrostatische Interaktionen zwischen
Polyamin und Kieselsdure vor, was die Bildung von mineralisierbaren Polyamin-
Aggregaten erleichtert. Auch die Liange der Polyamine ist den Studien zufolge fiir
das Ausmaf} des hydrophoben Effekts verantwortlich. So ist es nicht verwunderlich,
dass mit abnehmender Kettenlidnge auch die Féahigkeit nachldsst, Silica auszufillen.
Dieser kettenlingenabhingige Effekt konnte hier besonders im Falle von MHAD

beobachtet werden.

Die Beriicksichtigung aller Ergebnisse fiihrt folglich zum Schluss, dass fiir die
Fihigkeit von methylierten sowie unmethylierten Propyleniminen, unter
Prizipitatbildung mit Kieselsdure zu interagieren, eine Mindestkettenldnge der
jeweiligen Spezies erforderlich ist. Der gefundene Wert stimmt dabei gut mit den
Befunden an den lebenden Organismen iiberein, denn im Biosilica der Kieselalgen
konnen natiirliche Polyamine erst ab einer Kettenlinge von mindestens acht

Propylenimineinheiten gefunden werden [9,14,74]. Aus den Ergebnissen, die hier mit
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kurzkettigen Polyaminen (HAD, MHAD, Spermin, MSpermin) gewonnen wurden,
ergeben sich Hinweise darauf, dass solche kurzkettigen Spezies fiir die Bildung von
mineralisierbaren Polyamin-Aggregaten wihrend des Schalenaufbaus in den

Diatomeen nicht relevant sind und sich deshalb auch nicht im Biosilica finden.

Trotz der vorliegenden Beweise fiir eine von der Linge der Polyamine abhédngigen
Aktivitdt, widren weitere Untersuchungen an kurzen Polyaminen sinnvoll und
interessant. So konnten Experimente an Polyaminen verschiedener Methylierungs-
grade weiteren Aufschluss iiber ihre Reaktivitit geben. Insbesondere in situ
Messungen mit der Rontgen-Kleinwinkelstreuung (SAXS) konnten wichtige
Informationen hinsichtlich der Struktur und der Form der Polyaminmakromolekiile
in Losung sowie der wihrend des Mineralisationsprozesses entstehenden Aggregate

und Partikel liefern.

Der zweite Teil der Arbeit behandelt die Entwicklung antibakterieller
Beschichtungen fiir den Einsatz im biomedizinischen auf der Basis des kommerziell
erhiltlichen Poly(4-vinylpyridin) (PVP), welches nach einer Hexylierung geméif
Literatur [33,34,213] eine antibakterielle Wirkung entfaltet. Fiir den Aufbau einer
bakteriziden Beschichtung wurde das Polymer zum einen kovalent an unterschiedlich
modifizierte Glasoberflachen angebunden. Dabei handelte es sich um reines Glas
sowie Glasplittchen, die mit einer amorphen oder mesopordsen Silicabeschichtung
modifiziert wurden. Des Weiteren wurden unterschiedlich alkylierte Polymer-Silica-
Hybridfilme pripariert. In einem dritten Ansatz wurde das Polymer mit reaktiven

Methoxysilylgruppen ausgestattet und so kovalent an Glasoberfldchen angebunden.

Im ersten Fall konnte die erfolgreiche Anbindung der einzelnen Linkermolekiile
sowie des Polymers mit Hilfe von Kontaktwinkelmessungen verfolgt werden, die
eine zunehmende Hydrophobisierung der Oberfliche auf Grund der eingefiihrten
Alkylketten der verlinkten Substanzen zeigten. Die nach der Hexylierung
eingefilhrten und fiir eine Dbakterizide Wirkung essentiellen quartdren
Anmmoniumgruppen konnten mit Hilfe des Fluorescein-Tests quantitativ bestimmt
werden. Alle drei Oberflichen (reines Glas, amorphe bzw. mesopordse
Beschichtung) erwiesen sich fiir eine Anbindung nach diesem Reaktionsschema als
vergleichbar geeignet. So konnte im Fall der Hexylierung eine Ammonium-
gruppendichte zwischen 4.5 und 4.9 umol L™ cm 2 ermittelt werden. Die octylierten

bzw. decylierten Varianten zeigten dagegen weit niedrigere Werte.
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Tabelle 6.2: Ubersicht der mit Hilfe von Fluorescein-Tests gemessenen Konzentrationen der
Ammoniumgruppen c¢(A") von hexylierten, octylierten bzw. decylierten PVP-Proben. Die
Beschichtungen wurden durch kovalente Anbindung von PVP nach Modifizierung der Oberfliche mit
APTMS, in Form von PVP-Silica-Hybridfilmen oder durch kovalente Anbindung mit Hilfe von

BPMTS-derivatisierten Polymeren erzeugt.

c(A")/cm?/ pmol L™
Anbindung hexyliert octyliert decyliert
kovalent iiber APTMS 49 1.6 1.9
Hybridfilme 28.8 25.3 22.8
kovalent nach BPTMS-
A 33.3 - -
Derivatisierung

In vitro-Untersuchungen zur Zellkompatibilitdit mit murinen und humanen
Gingivafibroblasten zeigten keine toxischen Effekte der Polymere und somit eine
prinzipielle Eignung zum Einsatz als potentiell bakterizide Beschichtungen.
Untersuchungen zur antibakteriellen Wirkung der iiber das APTMS-System
angebundenen Polymerbeschichtungen an zwei verschiedenen Keimen konnten aber
keine biozide Wirkung der Substrate feststellen. Lediglich im Falle der amorph
beschichteten Proben konnte in beiden Experimenten ein auffilliges Verhalten in
Form von bakteriellem Stress vor allem im Randbereich der Probekorper beobachtet
werden, der auf Grund des Spin Coating-Prozesses vermutlich sehr rau ist.
Zahlreiche Studien gehen davon aus, dass raue Oberflichen bevorzugt von Bakterien
besiedelt werden, wihrend Oberfldachen, deren Vertiefungen und Mulden eine fiir die
Bakterienart unpassende Grofe aufweisen, deutlich schlechter besiedelt werden
[154,155]. Auf der anderen Seite liegen auch Ergebnisse vor, die eine Kolonisierung
von bevorzugt glatten und nanostrukturierten Oberfldchen belegen [212]. In jedem
Fall zeigten die Proben nicht den gewiinschten antibakteriellen Effekt, was
vermutlich auf eine zu geringe Anzahl der Ammoniumgruppen auf der Oberfliche

zuriickzufiihren ist.

Im Falle der Hybrid-Materialien konnte die Dichte der Ammoniumgruppen den
Fluorescein-Tests zufolge im Vergleich zu den kovalent angebundenen Proben
gesteigert werden. Untersuchungen zu den antibakteriellen Eigenschaften zeigten

auch im Falle der reinen hexylierten Silica-Hybridfilme sowie aller silberhaltigen
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Proben eine ausgezeichnete biozide Wirkung gegen P. aeruginosa (siehe
Abbildung 5.39). Diese sind im Falle des hexylierten Hybridfilms (ohne silberhaltige
Partikel) allerdings auf dessen geringe Stabilitiit in Wasser zuriickzufiihren, so dass
hier vor allem das geldste hexylierte Polymer als antibakterielles Agens gewirkt
haben diirfte. Eine dauerhafte antibakterielle Beschichtung lief sich auf diese Weise

nicht generieren.

Dagegen zeigten die durch kovalente Anbindung von hexyliertem PVP, das mit
BPTMS derivatisiert worden war, hergestellten Filme eine gute Stabilitdt gegeniiber
Wasser und Alkoholen. Bei dieser Variante konnten im Fluorescein-Test dhnliche
Werte ermittelt werden, wie sie im Falle der hexylierten Hybridfilme erhalten
wurden. Untersuchungen in Bakterienkulturen von P. aeruginosa konnten jedoch
keine antibakterielle Wirksamkeit der Proben feststellen. Somit wurden mit dieser
Methode zwar stabile Filme erhalten, die fiir den Einsatz im medizinischen Bereich
geeignet wiren, jedoch scheint diese Art der Anbindung des Polymers die
antibakterielle Wirksamkeit im Vergleich zu der sehr guten von 16slichem Poly(4-

vinyl-N-hexylpyridiniumbromid) zu hemmen.

Somit konnte die in der Literatur beschriebene antibakterielle Wirkung mit den in
dieser Arbeit hergestellten Beschichtungen nicht erreicht werden. Die Griinde liegen
vermutlich in einer nicht ausreichenden Dichte an quaterniren Ammoniumgruppen
Die zukiinftige Forschung in diesem Bereich sollte daher die Vermehrung dieser
Gruppen zum Ziel haben. Die Silicahybridfilme weisen hier einen Weg; allerdings
miisste durch eine direkte kovalente Verkniipfung des Polymers mit den
Silicapartikeln ein unldsliches Beschichtungsmaterial geschaffen werden. Eine
Alternative stellen Beschichtungen dar, aus denen Biozide sehr langsam freigesetzt
werden. Eine solche starke Kontrolle der Freisetzung konnte eine langfristige
Wirkung ermdoglichen. Dabei ist auch eine Kombination von verschiedenen Bioziden
denkbar, die schrittweise kontrolliert abgegeben werden konnen, um verschiedenen
Stadien einer Infektion gerecht zu werden. Eine andere Moglichkeit stellt eine
geschickte Strukturierung der Oberfldche dar, die so eingestellt wird, dass Bakterien
keinen geeigneten Lebensraum finden. Am Beispiel der amorphen Proben konnte in
dieser Arbeit beobachtet werden, dass die Topographie des Untergrunds eine grof3e

Rolle fiir die Bakterienadhésion spielen kann.
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A Verwendete Chemikalien

Name Hesteller Reinheit CAS-Nummer
Aceton Fluka 99 % 67-64-1
Acrylnitril Aldrich >99 % 107-13-1
Ameisensidure Fluka ~98 % 64-18-6
3-Aminopropyltrimethoxysilan Sigma-Aldrich 98 % 919-30-2
Ammoniummolybdat-Tetrahydrat Fluka >99 % 12054-85-2
Boran-THF-Komplex Aldrich IM 14044-65-6
1-Bromdekan Aldrich 98 % 112-29-8
1-Bromhexan Aldrich 98 % 111-25-1
1-Bromoktan Aldrich 99 % 111-83-1
3-Brompropyltrimethoxysilan Sigma >97 % 51826-90-5
HBr in Essigsidure Sigma-Aldrich 33 % 37348-16-6
1,4-Dibrombutan Aldrich 99 % 110-52-1
Dichlormethan (DCM) Sigma-Aldrich >98 % 75-09-2
Dimethylformamid (DMF) Fluka >98 % 68-12-2
Ethanol (EtOH) Merck >99.5 % 64-17-5
Formaldehyd Sigma 37 % 50-00-0
Kaliumcarbonat (K,COj3) Fluka >99 % 584-08-7

Methanol (MeOH) Fluka >99.5 % 67-56-1
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Natriumchlorid (NaCl) Sigma >99.5 % 7647-14-5
Natriumdihydrogenphosphat Merck >98 % 7558-80-2
Natriumhydrogenphosphat Fluka >99 % 10028-24-7
Natriumfluorescein Fluka >98.5 % 2321-07-5
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich >98 % 1310-73-2
Natronlauge Riedel-de Héen 1M 1310-73-2
Nitromethan Acros 99 % 72-52-5
Natriumsulfat (Na,SOy4) Sigma-Aldrich  >99 % 7757-82-6
Schwefelsdure (H,SOy) Fluka 85 % 766-93-9
Spermin Fluka >99 % 71-44-3
Phosphatpuffer (PBS) Sigma - -
Poly(4-vinylpyridin) Aldrich - 25232-41-1
Propionsiure Riedel-de Héen 95 % 79-09-4
Tetrahydrofuran (THF) Sigma-Aldrich  >99.5 109-99-9
Tetraethoxysilan (TEOS) Aldrich >99 % 78-10-4
Tetramethoxysilan (TMOS) Fluka >98 % 681-84-5
Triethylamin (NEts) Fluka >99.5 % 121-44-8
Salzsdure (HCI) Fluka 37 % 7647-01-0
Wasserstoffperoxid Sigma 35 % 95-29-9
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