Synthese, Fabrikation und Charakterisierung eines
faserformigen Zelltragermaterials auf Basis von

Titan-oxo-carboxo-Clustern

Dissertation zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades der

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von

Bastian Christ

aus Ansbach

Wiirzburg 2017







eingereicht bei der Fakultit fiir Chemie und Pharmazie am

18.10.2017

Gutachter der schriftlichen Arbeit

1. Gutachter: Prof. Dr. Gerhard Sextl
2. Gutachterin: Prof. Dr. Heike Walles

Priifer des offentlichen Promotionskolloquiums

1. Priifer: Prof. Dr. Gerhard Sextl
2. Priiferin: Prof. Dr. Heike Walles
3. Priifer: Prof. Dr. Klaus Miiller-Buschbaum

Datum des 6ffentlichen Promotionskolloquiums

17.05.2018

Doktorurkunde ausgehiandigt am






Abkiirzungsverzeichnis

16HBE Zelllinie humaner Endothelzellen
A Amper

AA Essigsdure (acetic acid)

Abb. Abbildung

AFM Rasterkraftmikroskopie

a.u. willkiirliche Einheit

As asymmetrisch

bzw. beziehungsweise

Bu Butyl

C Konzentration

°C Grad Celsius

ca. circa

CHI Chitosan

Cit Citrat

cm Zentimeter

cm-l inverse Zentimeter

D Tag

A chemische Verschiebung

A Deformationsschwingung

DIN Deutsche Industrienorm

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DTA Differential-Thermoanalyse

DSC Dynamische Warmekalorimetrie
ESEM environmental electron scanning microscope
Et Ethyl

EtOH Ethanol

exo0 exotherm

FA Ameisensaure (formic acid)

FCS fetales Kalberserum

FTIR Fourier-transformierte Infrarot-Spektroskopie
GC Gaschromatographie

GA Glykolsaure (glycolic acid)

h Stunde

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

HTB94 Zelllinie humaner Chondrozyten



inkl. Inklusive

IR Infrarot

iPr iso-Propyl

k Kilo

K Kelvin

kv Kilovolt

L Liter

A Wellenldnge

L929 Zellline von Mausfibroblasten
LA Milchsaure (lactic acid)

M Molare Masse

my Ursprungsmasse

m% Massenprozent

MA Mandelsaure (mandelic acid)
MalA Apfelsdure (malic acid)

mbar Millibar

Me Methyl

Mg Milligramm

MG63 Zelllinie humaner Osteoblasten
ug Mikrogramm

min Minute

mL Milliliter

uL Mikroliter

mm Millimeter

um Mikrometer

MS Massenspektrometrie

MV Massenverluststufe

mV Millivolt

mW Milliwatt

m/z Masse-/Ladungsverhaltnis

v Streckschwingung

Nm Nanometer

NS Niederschlag

PA Propionsaure (propionic acid)
PBS phosphatgepufferte Salszlosung

PE Polyethylen



Pen
PGA
Phe
PLA
PLGA
ppm
PVA
PVP
REM
rpm
RT

S

s
Strep
TEOT
TGA
TiBALDH
\Y
VE-Wasser
WST
X
XRD
z.B.

Penicillin

Polyglykolid

Phenylalanin

Polylactid
Polylactid-co-glykolid

parts per million
Polyvinylalkohol
Polyvinylpyrrolidon
Rasterelektronenmikroskop
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

symmetrisch

Streptamycin

Titantetraethylat
Thermogravimetrische Analyse
Titan(IV)bis(ammoniumlactato)dihydroxid
Volt

vollentsalztes Wasser
wasserlosliches Tetrazoliumsalz
Gehalt
Rontgenpulverdiffraktometrie

zum Beispiel






Inhalt

0 920 1 0 N 1
GRUNDLAGEN ....tttittusesssessssesssseessesssssesssssssssessssessssesssssessssessssessssesssse st sesssssssssesssssssssssssssesssssssssesssssssssssssssassssessssesssaness 3
[) Synthese von Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster iiber die Sol-Gel-Route .......ccuuerererrirnens 3

[I) Biokompatibilitdt von hybriden TiOz-Materialien........renreseenreseeseeseeseseesseeseessesseens 11

/00 T 4 110 21
MATERIALIEN UND METHODEN ....ccotieierseerssssssssssssesssssssssesssssssssesssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssans 23
) TR 1 G 1 c) o 1= o ST OP 23

[I)  ANalytiSChe METNOGEN ...ttt ettt es s esses s ss bbb s s 24

[II) VersuchSAUrChflUNTIUNZEN. ..ottt eseesss s ss s s s 28
ERGEBNISSE UND DISKUSSION ....oisiiiiiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssans 37
[) Synthese und Charakterisierung von LA-FaSerm ... sesssssssssesseens 39

1) Synthese der SPINNIMASSEN.. i s s ssss s 40

2) SPININPIOZESS couveereueereeuereesseessessesssessesssessasssesssesssessessessseesessebsses s s Es A e AR b s b st R E et s banes 41

3) Charakterisierung verschiedener FaSeIM ... eeeneeeessessesssesssessesssesssesssssssssssssssssssnes 42

4) DegradatioNSVErNAITEN ... et seesessesssse e ees st s ssse e ss bbb s sass st 53

5) Integration von Gegenionen in die LA-FaSer ... ssessessssssssesssssssssssanes 60

5.1) ANOTZaniSCRE BASEIN ..ot sssssssssssessssss s sssess st ssssssssesssssssssssssassssseses 61

5.2 AINIMONIUITE w.cuvveiesteureeseesseseesseessessesssesseessesssessessse e sssessaes s s Esses s s R R s seE e bR b s b basebnnies 61

5.3) AMine UNd AMINOSAUTEIN c..cuucueriressessmsssssssssssssss s s sssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssns 62

5.4) CRIEOSAN.couutteeuriereeeessee e ieess e et seesse e ess e s Ea e s R s s R R bR bbb e s 64

6) ZYLOtOXIZITALSTESTS cuuvrurirressrenessssse s s bbb s R 65

7) Untersuchung des Biegedurchmessers der FaseIM.......ennmnenneneeseessesseesesssesseesseanes 67

8) ZUSAMMENTASSUINEZ ceevverersersersressseesseeesesssseesssessessssesssesssasssesssessssessssessesssss e sssasssasssessssssssesssssssessssesssesssases 68

I[I) Variation der mechanischen Eigenschaften ... ssesseees 71

1) Tempern eines FasermMaterials ... creenseuneeseeseessesessessssesssessesssssssssssesssssssssssesssesssssssssanes 73



2) Verwendung weiterer a-Hydroxycarbonsduren fiir die Herstellung eines

TiO2-basierten faserformigen ZelltragermaterialS ... eeeesssesssesseesseeessesseesssesssessnes 84

3) Verwendung der Dicarbonsiure Apfelsiure fiir die Herstellung eines TiO-

basierten faserformigen ZelltragermaterialS. ... eeernrenneesreseesssersesessseeessesseesseesssssnes 96

4) ZUSAMNIMENTASSUINEG..eu.curreureereesressersreesaessessessssssessesssesessssssessesssessssssessasssesssssssbssessessseesesssbseessesasessssssssssnes 99
ZUSAMMENFASSUNG ....comirisiisssssssssssssssssssssssssssssssss s s ssssssssssssssssssssssss st sssssssssssssssssssssssssssasssssans 103
SUMMARY ..oovttueessseeesssesssseesssessssessssesssssessssessssessssessssessssssssssessssessssessssesssssessssessssessssessssesssssessssessssessssessssssssssessssessasessssss 107
LITERATUR ...otetetreetseesseessseesssssssssessssessssessssssssssssssse s ss s s s s s8R RR R 8ERRREREssR 110

ANHANG oottt SRR RSB R R e 115



EINLEITUNG
Synthese von Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster tGber die Sol-Gel-Route

EINLEITUNG

Die Regenerative Medizin nutzt bei der Therapie von Verletzungen und Erkrankungen die
Selbstheilungskrifte des Korpers.[!l Zusammen mit dem stetigen Wissensgewinn in den
molekularen und zelluldren Prozessen wahrend des Heilungsvorgangs wird die Entwicklung neuer

Biomaterialien Schritt fiir Schritt vorangetrieben.[?]

Besonders die Entwicklung von biologisch abbaubare Materialsystemen steht im Fokus der
Materialentwicklung.3] Derartige Materialien konnen beispielsweise in vivo implantiert und
wahrend des Degradationsprozesses durch zellulires Gewebe ersetzt werden. Hierfiir werden
degradierbare, nicht toxische Zelltragermaterialien (Scaffolds) benotigt, die durch ihre Porositit
zum einen das Einwachsen von Gewebezellen ermoglichen. Zum anderen muss die stetige
Nahrstoffversorgung der Zellen auch im Inneren des Scaffolds gewdhrleistet sein sowie eine
mechanische Stitzfunktion dhnlich der des zu ersetzendem Gewebes nachgeahmt werden. Des
Weiteren finden derartige Zelltragerstrukturen auch Einsatz im Bereich des Tissue Engineerings.
Das so kultivierte Gewebe kann anschlief}end ebenfalls in den menschlichen Organismus

implantiert werden.*l

Der Bedarf an neuen Materialien und Materialkompositen mit einem optimierten Eigenschaftsprofil
wachst zunehmend. Durch neuartige Entwicklungen kénnen die mechanischen Eigenschaften und
die Degradationseigenschaften der Materialien auf das Zielgewebe optimiert, Drug-Delivery-
Systeme integriert und teilweise sogar durch eine bestimmte Oberflaichenfunktionalisierung am

Material Zelldifferenzierung induziert werden.[5-¢]

Auch fiir das Prozessieren von etablierten und neuartigen Biomaterialien zu dreidimensionalen
Scaffolds werden vielfaltige Verarbeitungsprozesse entwickelt und optimiert. Schlief3lich stellt auch
die physikalische Material-Zell-Interaktion einen wichtigen Parameter fiir die Zellproliferation
und -differenzierung dar. Eine Bandbreite an verschiedensten Verarbeitungsverfahren steht im
Fokus der aktuellen Forschungslandschaft. Beispiele hierfiir sind Methoden der Mikro- und
Nanostrukturierung von Oberflichen, die Nachahmung der extrazelluliren Matrix mit einem

Nanofaser-Konstrukt oder die Entwicklung von porésen Knochenzementen.[7-I

Ein innovativer Ansatz fiir die Entwicklung eines resorbierbaren Scaffolds fiir die Regenerative
Medizin wurde am Fraunhofer ISC in Kooperation mit Bayer Innovation GmbH verfolgt. Uber den

Sol-Gel-Prozess wurden Kieselgel-Mikrofasern zu einem degradierbaren dreidimensionalen

Seite | 1



EINLEITUNG
Synthese von Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster liber die Sol-Gel-Route

Faservlies versponnen (vgl. Abb. 1). Dieses Material stimuliert u. a. die Heilung von diabetischen

Wunden und ist hierfir seit 2010 CE-zertifiziert.[10-13]

Abb. 1: Kieselgelfaservlies fiir die Therapie von diabetischen Wunden (© K. Dobberke fiir Fraunhofer ISC).

Aufbauend auf dieser Technologie besteht hohes Potential weitere innovative Materialien und
Medizinprodukte zu entwickeln. Materialien aus Titan(IV)oxid (TiO2) kénnen nicht nur tber Sol-
Gel-Prozesse hergestellt werden, sondern bestechen auch durch eine hohe Biokompatibilitat.
SchlieRlich werden viele Biomaterialien, die ihren Einsatz in-vivo finden, mit einer TiOz-Schicht
versehen, um die Zell-Material-Interaktion zu optimieren. Beispiele hierfiir sind Oberflachen von
Hiiftgelenks- oder Zahnprothesen um das Einwachsen des Materials in den Knochen zu
unterstiitzen oder eine TiO;-Beschichtung von Herniennetzen (TiOMesh™, BioCer GmbH) um das

Einwachsen in den Gewebedefekt zu beschleunigen und eine Fremdkérperreaktion zu minimieren.

Aufbauend auf diesem bereits in-vivo eingesetzten Materials und der am Fraunhofer ISC
entwickelten Technologie zum Verspinnen von Mikrofasern iiber Sol-Gel-Prozesse, sollen in dieser
Arbeit erstmalig Mikrofasern basierend auf TiOz-Verbindungen versponnen werden. Bei dem zu
erhaltenden Fasermaterial handelt es sich nicht wie in den erwdhnten medizinisch zugelassenen
TiO;-haltigen Systemen um ein beschichtetes Material. Vielmehr wird hier das komplette Material

vom Kern bis zur Oberflache aus TiO,-Bausteinen aufgebaut sein.

2 | Seite



GRUNDLAGEN
Synthese von Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster tGber die Sol-Gel-Route

GRUNDLAGEN

Uber den Sol-Gel-Prozess konnen hybride TiOz-haltige Materialien entwickelt werden, die
Anwendung als Biomaterial finden kénnen. Im Folgenden wird zuerst auf die Grundlagen der Sol-
Gel-Chemie von Titanalkoxiden eingegangen und im Weiteren Aspekte der Biokompatibiltit von

hybriden TiO,-Materialien ndher beleuchtet.

I) Synthese von Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster iiber die Sol-Gel-Route

Der Sol-Gel-Prozess ist in der Materialwissenschaft eine wichtige Methode, um anorganische oder
hybride Schichten, Partikel und auch Fasern darzustellen.l'4-191 Als Ausgangssubstanzen werden
dazu oft Metall- oder Nichtmetallalkoxide verwendet, die iiber Hydrolyse- und
Kondensationsreaktionen zu mehrkernigen Clustern oder einem dreidimensionalen Netzwerk

uberfiihrt werden.[14

In dieser Arbeit soll das Titanalkoholat Ti(OEt)s (TEOT) iiber die Sol-Gel-Route zu Fasern
weiterverarbeitet werden. Dazu muss sich ein alkoholisches Sol aus Titanalkoholat, das sich wie
eine newtonsche Fliissigkeit verhélt, zu einem viskosen polynuklearen Netzwerk reagieren,
welches zu Fasern druckversponnen werden kann. Durch Anlegen von Druck kann das viskose,
fadenziehende Gel durch eine Diisenplatte gepresst werden. Aufgrund der daraus resultierenden
Oberflachenvergroferung entweichen Losungsmittelreste schnell und die Spinnmasse verfestigt

sich zu einem faserférmigen Feststoff.

Titanalkoxide reagieren mit Wasser schnell und unkontrolliert zu amorphem Titan(IV)oxid TiO»..
Diese hohe Reaktivitat wird vor allem durch zwei Faktoren bestimmt: Zum einen begiinstigt die
niedrige Elektronegativitit von Titan (ENti=+1,32)200 den Angriff von Nukleophilen. Die
Hydrolyserate von Titanethylat Ti(OEt)s bei einem pH-Wert von 7 betragt beispielsweise
1-10-3 M-1s't; die Hydrolyserate von Si(OEt)s (ENs; = +1,74)[201 dagegen nur 5 - 10-° M-1s-1.[20] Zum
anderen kann Titan aufgrund seiner besetzten d-Orbitale leicht hohere Koordinationszahlen
eingehen. Dadurch koénnen Titanalkoxide durch Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen tiber
eine Vielzahl an giinstigen Ubergangszustianden zu stabilen mehrkernigen Titankomplexen oder zu

reinem Titan(IV)oxid TiO; oder Titan(IV)oxidhydraten reagieren.

Seite | 3



GRUNDLAGEN
Synthese von Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster tber die Sol-Gel-Route

Unter streng kontrollierten Bedingungen, d. h. bei einer Synthese unter Schutzgasatmosphare und
einem bestimmten Verhaltnis von titanhaltigem Prakursor und Wasser kénnen auch mehrkernige
Titanoxoalkoxide dargestellt werden.[21-22] Beispiele fiir Titanoxoethoxide sind [TizO4( OEt)20],
[TigOs(OEt)20], [Ti1008(0Et)24], [Ti12016(OEt)16] oder [Ti1s016(0Et)32]. Abbildungen der jeweiligen

Strukturen des Titanoxo-Kerns (ohne terminale Ethoxyliganden) sind in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2 : Summenformeln von literaturbekannten Titanoxoethoxiden, sowie Abbildungen der zugehdorigen
Titanoxo-Kerne, die aus Griinden der Ubersichtlichkeit ohne der terminalen Ethoxyliganden dargestellt sind.
In Anlehnung an [21] und mit freundlicher Genehmigung von der Royal Society of Chemistry.

Diese mehrkernigen Titan-oxo-alkoxo-Cluster kénnen ebenfalls nicht zu viskosen, spinnbaren

Gelen weiterverarbeitet werden.

Eine vielversprechende Variante zur Darstellung von polynuklearen Titankomplexen, die besser in
viskose, fadenziehende Gele liberfiihrt werden konnen, ist die Einfithrung von Chelatliganden an
Titanalkoholate. Durch den Chelateffekt gewinnen die jeweiligen Komplexe nicht nur an Stabilitat
gegeniiber Hydrolysereaktionen und sind somit kontrollierter in polynukleare Komplexe
uiberfithrbar,[23]1 sondern sie haben noch weitere positive Eigenschaften fiir das Verspinnen von
Fasern: Aufgrund der eingefiihrten Chelatliganden konnen die Komplexe zum einen besser

intermolekular wechselwirken, was zu einer Erh6hung der viskosen Eigenschaften fiihrt. Zum
4 | Seite
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anderen zeigen diese Komplexe eine hohere Loslichkeit in einem alkoholischen Lésungsmittel und

fallen in der viskosen Spinnmasse nicht als Feststoff aus.[20]

Als Chelatliganden dienen beispielsweise Carbonsduren, f-Diketone, a-Aminosauren oder 1,2-
Dihydroxybenzole, wobei das Hauptaugenmerk liegt in dieser Arbeit auf den organischen Sauren,

die deprotoniert als Carboxylate chelatisieren.[24-25]

In einem Titankomplex kann ein Carboxylatligand auf zwei verschiedene Weisen koordinieren (vgl.
Abb. 3): Zum einen iiber monodentate Koordination (n’-OOCR; ,Ester-Typ“), d.h. ein
Sauerstoffatom der Carboxylatgruppe ist an der Koordination zu einem Titanatom beteiligt, zum
anderen mit bidentater Koordination, bei der beide Sauerstoffatome der Carboxylateinheit an Titan
koordiniert vorliegen. Die bidentate Koordination kann zudem unverbriickt (n2-OOCR) und

verbriickt (u-O0CR) erfolgen.[2¢]

R R R

<o A PN

? N 1 1
'!'i Ti Ti Ti
monodentat bidentat Bidentat
»Ester-Typ“ unverbrickt Verbriickt
n*-Koordination n*-Koordination u-Koordination
A, PP ~400 cm™ 80-160 cm™ 120 - 160 cm™

Abb. 3 : Schema moglicher Koordinationsmodi von Carboxylatliganden (R =H, CH3) an Titan und deren
Wellenzahldifferenzen Aa.s.s im FTIR-Spektrum: a) monodentat (n1-O0CR), b) bidentat unverbriickt (n2-O0CR)
und c) bidentat verbriickt (u-OOCR).

Mit Hilfe von FTIR-Spektroskopie kann anhand der Differenz A.s.s der Bandenpositionen der
asymmetrischen (vqs) und symmetrischen (vs) C-O-Streckschwingung der Carboxylateinheit auf den
vorliegenden Koordinationsmodus geschlossen werden. Diese Methode beruht auf einer
experimentellen Arbeit von Deacon und Phillips(29], die samtliche Kristallstrukturen von Acetat-
und Trifluoroacetatkomplexen mit ihren FTIR-Spektren verglichen haben. Dabei konnten sie
folgende Schlussfolgerungen treffen: Ist A.ss des koordinierten Carboxylats grofler als bei dem
unkoordinierten Carboxylat, so liegt eine monodentate Komplexierung vor. Ist der Wert von Aass

kleiner als bei dem unkoordinierten Carboxylat, handelt es sich um bidentate Koordination.
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Diese Methode wird mittlerweile in der Literatur haufig bei Titankomplexen eingesetzt. Hierbei
liegt die Differenz A.s.s der beiden C-O-Streckschwingungen bei monodentater Komplexierung bei
ca. 400 cm1. Bei bidentater Koordination ergibt die Differenz Werte von 80 bis 160 cm-1, wobei bei

verbriickten Carboxylatliganden der Wert meist bei hoheren Wellenzahlen (120-160 cm-) liegt.[27.

30]

In der Literatur sind verschiedene Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster bekannt. Tabelle 1 zeigt
zusammenfassend die Summenformeln verschiedener bekannter Cluster.l?1] Auffallend bei den
bekannten Clustern ist, dass als Alkoxoliganden meist sterisch anspruchsvolle Reste (=R)
verwendet werden. Dies stellt in dieser Arbeit einen weiteren zu beriicksichtigenden Aspekt dar.
Aufgrund der Verwendung als Biomaterial wird sich in dieser Arbeit auf das Titanalkoxid TEOT
beschrankt, so dass verbleibende Ethoxy-Gruppen in-vivo oder in-vitro als metabolisierbares
Ethanol  abgespalten  werden. Dementsprechend  konnen die  Hydrolyse-  und

Kondensationsreaktionen nicht iiber sterisch anspruchsvolle Alkoxyliganden reguliert werden.
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Tabelle 1 :

GRUNDLAGEN

Synthese von Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster tGber die Sol-Gel-Route

Uberblick iiber bekannte Titan-oxo-alkoxo-carboxo-Cluster (Die Abkiirzung ,Ti:R’COO“

entspricht dem Verhélnis von Ti-Atomen zu Carboxylatliganden). In Anlehnung an [21] und mit freundlicher
Genehmigung der Royal Society of Chemistry.

Summenformel R: R": Ti: R"COO
[TizO(OR):(HOR)2(OOCR")4] iPr Cls 0,5
[TizO(OR)7(0O0CR)3] iPr Clz 1
[TizO(OR)s(0O0CR"):] CH.CMesz H, Me, CH;CMes 1,5
[Ti402(OR)6(0O0CR")6] iPr CH=CH; 0,67
[Ti402(OR)10(O0CR"):] iPr iPr, H 2
[Ti,04(OR)4(0O0CR")] iPr CCo(Co)9 2
[Tis04(OR)s(0O0CR)s] Et Me, C(CH3)=CH; 0,75

Pr Ph, CH=CH:

iPr Me, Me,Br
[Tis04(OR)12(O0OCR")4] iPr Me 1,5

Et CCo(Co)9
[Tic04(OR)14(0O0CR’)2] Et Ph 3
[Tis0s(OR)2(0O0OCR")10] iPr Ph 0,6
[Tis06(OR)6(OOCR")6] Et Me, PhOPh 1

iPr Me, PhOPh, CHCl, H, tBu

CH.CMez Ph

SiMes tBu, CH2tBu, C(Me):Et
[Tis0s(OR)4(0OOCR")¢] Pr C(CH3)=CH: 1,5
[Ti12012(OR)18(0O0CR")6] Pr Me 2
[Ti14019(OH)(OR)13(0O0CR")4] tBu Me 3,5
[Ti18025(OR)12(O0CR")10] tBu Me 1,8
[Ti28040(OR)20(0O0CR")12] tBu Me 2,33

Im Rahmen dieser Arbeit werden zur Koordination von Carboxylaten die a-Hydroxycarbonsduren
Glykolsdure (GA, glycolic acid), Milchsaure (LA, lactic acid) und Mandelsdure (MA, mandelic acid),
die einfachen Carbonsduren Essigsdure (AA, acetic acid), Propionsaure (PA, propionic acid) sowie
die Dicarbonsdure mit einer a-Hydroxyeinheit Apfelsiure (MalA, malic acid) verwendet. Ein

Uberblick der Strukturformeln ist in Abb. 4 dargestellt.
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a) a-Hydroxycarbonsaduren

HO HO HO
_>70H OH OH
o 0

(o)
Glykolsaure Milchsaure Mandelsaure
(GA) (LA) (MA)

b) einfache Carbonsauren

>ﬁOH OH

o) o)
Essigsaure Propionsadure
(AA) (PA)

¢) Dicarbonsdure mit einer a-Hydroxyeinheit

OH

HO
OH
o

Apfelsdure
(MalA)

Abb. 4 : Strukturformeln der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten(a) a-Hydroxycarbonsduren GA, LA und
MA, (b) der einfachen Carbonsduren AA und PA sowie (c) der Dicarbonsdure mit einer a-Hydroxyeinheit
MalA.

Zum einfacheren Verstindnis wird im Folgenden die Nomenklatur der Koordinationsmodi der
a-Hydroxycarbonsduren an die der einfachen Carbonsaduren angelehnt. D. h. die Begriffe mono- und
bidentat beziehen sich nur auf die Anzahl der Sauerstoffatome der Carboxylatfunktion, die an der

Chelatbindung beteiligt sind und nicht auf die allgemeine Zahnigkeit des Liganden.

a-Hydroxycarbonsduren koénnen zusatzlich mit der a-Hydroxyeinheit an Titan koordinieren, so
dass ein thermodynamisch stabiler Fiinfring entsteht. Da hier nur ein Sauerstoffatom der
Carboxylateinheit an der Koordination zu Titan beteiligt ist, wird diese Koordination in dieser
Arbeit als monodentat bezeichnet. Abb. 5 zeigt die moglichen Koordinationsweisen von

a-Hydroxycarbonsauren.
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a) b) c)
R o RIOH RIOH
(o) 0] (0] 0] (0] (0]
\ / \_/ | |
Ti Ti Ti Ti
monodentat bidentat " bidentat "
unverbriickt verbruckt

Abb. 5 : Schema moglicher Koordinationsmodi von a-Hydroxycarbonsduren (R =H, CHs, CsHs) an Titan:
a) monodentat, b) bidentat unverbriickt und c) bidentat verbriickt. (7 Die Begriffe mono- und bidentat
beziehen sich auf die Anzahl der Sauerstoffatome der Carboxylateinheit, die an der Koordination an Titan
beteiligt sind und nicht auf die Zahnigkeit des Chelatliganden.

In der Literatur sind nur wenige titanhaltige Systeme mit a-Hydroxycarbonsauren bekannt. Das am
weitesten verbreitete System ist der kommerziell erhdltliche Komplex Titan(IV)-
bis(ammoniumlactato)dihydroxid (TiBALDH). Dieser in wassriger Losung stabile Komplex dient als
Ausgangsstoff fiir z. B. die Synthese von phasenreinen Anatas- oder Rutil-Partikeln[31-33l. Dennoch
ist wenig liber seine genaue Struktur bekannt. Eine Studie von Seisenbaeva et al.341 zeigt, dass sich
die in Wasser geloste Verbindung in einem Gleichgewicht aus dem vierkernigen Komplex
(NH4)g|Ti4s04(LA)s] und dem einkernigen Komplex (NH4)2[Ti(LA)3], sowie TiOz-Nanopartikeln, an
deren Oberflache Lactatfunktionalitidten vorliegen, befindet (vgl. Abb. 6).

z»)‘f\ 3
J
. HO | . ¢ ¥
(NHy)g[TisO4(LA)g] = (NHy)[Ti(LA)s] + w 4
@O £ (&

Abb. 6 : Chemisches Gleichgewicht der kommerziell erhaltlichen Substanz TiBALDH in wéssriger Losung.[34

In wassriger Losung ist zudem ein geladener Titankomplex mit Citratliganden (Cit) - einem
Tricarboxylat mit a-Hydroxyeinheit - bekannt.35-371 Ein Strukturbeispiel hierfiir mit bekannter

Rontgeneinkristallstruktur ist das Kaliumsalz dieses Komplexes mit der Summenformel

Ks[Ti(Cit)?,] -4 H,0.[35]

Des Weiteren konnen wasserlosliche Titankomplexe mit a-Hydroxycarboxylat-Liganden und
Peroxo-Liganden ausgehend von Titanpulver synthetisiert werden. Hierzu wird Titanpulver in
ammoniakalischer Wasserstoffperoxid-Losung aufgeldst und das Gemisch anschliefRend mit z. B. GA
bei 80°C  umgesetzt. Daraus resultieren Titanoxo-Cluster der  Summenformel

(NH4)6[Tis(GA)6(02)402]-4H20.381 Aufgrund des Gehalts an Peroxo-Liganden wird dieser Weg in
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dieser Arbeit nicht weiter zur Herstellung eines Fasermaterials verfolgt, da das zu entwickelnde

Material als Biomaterial dienen soll.

Eine Verarbeitung zu Fasern ausgehend von einem Sol aus einem Titanalkoxid und einer
a-Hydroxycarbonsdure ist dem Autor nicht bekannt. Derartige Sole wurden bisher nur zu

(Nano)Partikeln[39-421 und Sol-Gel-Schichtenl43-46] weiterverarbeitet.

Vielfach wurde das Adsorptionsverhalten verschiedener a-Hydroxycarbonsauren auf TiO;-
Oberflachen untersucht.#7-50] Diese Informationen konnen zwar als Anhaltspunkte verwendet
werden, sind aber nicht exakt auf die in dieser Arbeit herzustellenden Materialien {ibertragbar. In
den Adsorptionsuntersuchungen wurden die Sduren auf kristallinen TiO,-Oberflachen (z. B. Rutil
und Anatas) adsorbiert; in der vorliegenden Arbeit werden die Sauren in situ mit Titanalkoxiden zu

amorphen hybriden TiO;-Materialien umgesetzt.
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1) Biokompatibilitidt von hybriden TiO,-Materialien

Begriffe wie Biomaterialien und Biodegradierbarkeit beziehen sich in dieser Arbeit ausschlieRlich
auf die Verwendung im medizintechnischen Bereich und nicht auf natiirliche Biomaterialien wie

Holz und seine biologische Abbaubarkeit in der Umwelt.

Laut Definition der Europaischen Gesellschaft fiir Biomaterialien handelt es sich bei Biomaterialien
um Materialien, die in einem medizinischen Anwendungsfeld in Interaktion mit biologischen
Systemen stehen.[5! Hierfiir muss das eingesetzte Material eine Biokompatibilitdt aufweisen. D. h.
das verwendete Material soll die einsetzende Fremdkoérperreaktion moglichst minimieren und eine

Abstofdungsreaktion des Korpers gegen das Material soll verhindert werden.[51]

Die erste Generation an Biomaterialien ahmt die physikalischen Eigenschaften des zu ersetzenden
Gewebes nach, verhalt sich inert gegeniiber dem umliegenden biologischen Gewebe und wird meist
durch Bindegewebe eingekapselt.[52] Beispielsweise werden Hiiftprothesen aus Metalllegierungen
gefertigt, die die Stitzfunktion des Knochens iibernehmen und eine moglichst geringe

Abstofdungsreaktion zeigen.[53]

Ab Mitte der 80er Jahre des 20.]Jahrhunderts kamen die ersten bioaktiven Materialien in die
klinischen Studien (2. Generation). Dies bedeutet, dass diese Materialien zur besseren Heilung eine
chemische Antwort im umliegenden Gewebe hervorrufen.l52l Ein Beispiel hierfiir sind Bioglaser.
Beispielsweise kann durch eine Oberflichenmodifizierung mit Silanolgruppen vom Koérper
Hydroxyapaptit auf der Implantatoberfliche abgeschieden werden, was zu einer besseren Adhdsion
von Knochenzellen (Osteoblasten) fiihrt. Dadurch entsteht an der Grenzfliche zum Material neues
Knochengewebe. Dieses Verwachsen resultiert letztendlich in einer hoéheren mechanischen
Stabilitat.54l Ein weiterer Fortschritt mit den Biomaterialien der zweiten Generation war die
Entwicklung von biodegradierbaren Werkstoffen. Dies ermdglicht nach Applikation den
physikalischen Ersatz des zu heilenden Gewebes. Nach Einwachsen der entsprechenden Zellen
degradiert das Material allmé&hlich und wird {iber die Zeit komplett durch neues Gewebe ersetzt.[54]
Die Polymere Polylaktid (PLA), Polyglykolid (PGA) oder das Co-Block-Polymer aus Polylaktid und
Polyglykolid (PLGA) weisen diese Eigenschaft auf.55561 Aus diesen Materialien werden

beispielsweise Nahtmaterialien, Herniennetze oder Schrauben hergestellt.[5¢l

In der dritten Generation von Biomaterialien werden vom Material molekulare Signale ausgesandt,
welche spezifisch zelluldre Antworten stimulieren. Beispielsweise konnen durch die Freisetzung
des Wachstumsfaktors BMP (knochenmorphogenetisches Protein) aus dem Biomaterial die Bildung

von Knochenzellen stimuliert werden.[52]
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Die Biokompatibilitit bzw. die Zytotoxizitat (Zelltoxizitit) der Materialien kann in Anlehnung an

DIN EN ISO 10993 - 5 durchgefiihrt werden.

Hierfiir wird z. B. der WST-1-Test mit verschiedenen Verdiinnungen an Extrakten des Materials mit
einer Zelllinie (z.B. Mausfibroblasten der Zelllinie L929) durchgefiihrt. Das zu untersuchende
Material wird fir einen bestimmten Zeitraum bei 37 °C in Zellkulturmedium eingelegt. In diesem
Zeitraum kann das Material Stoffe an das Zellkulturmedium abgeben. Anschliefend werden die
ausgewdhlten Zellen mit diesem Zellkulturmedium-Extrakt fiir 24 h kultiviert. Danach wird die
Morphologie der Zellen untersucht, die Zellzahl bestimmt und die WST-1-Aktivitdt (wasserlosliches

Tetrazoliumsalz) gemessen.

Die WST-1-Aktivitat ist ein Maf3 fiir die Vitalitdt und Stoffwechselaktivitat der Zellen. Zellen mit
einer intakten Atmungskette verstoffwechseln das WST-1-Reagenz (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) in ein Formazan (vgl. Abb. 7). Dieses
wasserlosliche Formazan absorbiert Licht der Wellenldnge von 450 nm, so dass dessen Bildung

liber Messungen an einem Photometer nachgewiesen und quantifiziert werden kann.

Sowohl die Ergebnisse aus der Bestimmung der Zellzahl, als auch die Werte aus der WST-1-

Aktivitat werden auf die Werte von Zellen, die mit frischen Zellkulturmedium inkubiert wurden,

bezogen.
NO,
NO,
N— . .
/ N Mitochondrien _NH
- —_—
0,8 L+ N
=
N
éN
803_ N
|
"0,S SO; |
WST-1-Reagenz Formazan

Aabs/max =450 nm

Abb. 7 : Reaktionsschema zur Verstoffwechslung des WST-1-Reagenzes zu einem Formazan.

Die Zytotoxizitdt des Materials kann in vier Grade eingeteilt werden (vgl. Tabelle 2). Bei Werten

zwischen 100 und 81 % ist das Material als nicht zytotoxisch einzustufen. Werte zwischen 80 und
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71 % gelten als schwach zytotoxisch, Werte zwischen 70 und 61 % als mafiig zytotoxisch und

Werte von < 60 % als stark zytotoxisch.

Tabelle 2 : Einteilung der Zytotoxizitatsskala.

Wert aus Zytotoxizitatstest * Einstufung
100-81% keine Zytotoxizitat
80-71% schwache Zytotoxizitat
70-61% mafdige Zytotoxizitdt
<60 % starke Zytotoxizitat

* bezogen auf Negativkontrolle

Einige biodegradierbare Biopolymere sind bereits medizinisch zugelassen.[51. 57-58] Dabei sind fiir
diese Arbeit die Polyester Polylaktid (PLA), Polyglykolid (PGA) und ein Coblockpolymer aus
Polylaktid und Polyglykolid (PLGA), sowie das Polysaccharid Chitosan (CHI) von Interesse. In Abb.

8 sind die jeweiligen Strukturformeln zusammengefasst.

a) Polyester

o o} o
o
o, (o] . o
o)
n n n m

Polylactid Polyglycolid Polylactid-co-glycolid
(PLA) (PGA) (PLGA)

b) Polyaminosaccharid

+ O%
NH, HO

Chitosan
(CHI)

Abb. 8 : Strukturformeln verschiedener Biopolymere: a) Die Polyester: Polylactid (PLA), Polyglycolid (PGA),
Polylactid-co-glycolid (PLGA) und b) ein Polyaminosaccharid: Chitosan (CHI). (* = Chiralitdtszentrum).
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Die Abbauprozesse von PLA, PGA und PLGA hidngen von verschiedenen Parametern, wie der
Kettenldnge, der Kristallinitat, der Sterochemie (bei PLA) und anderen Faktoren ab.[5ll Neben
enzymatischen und radikalischen Degradationsprozessen findet bei diesen Polyestern im
Allgemeinen eine hydrolytische Spaltung der Estergruppe statt, so dass die Monomere Milchsdure
und Glykolsdure als Abbauprodukte entstehen. Zudem handelt es sich bei der Degradation meist
um eine sog. ,bulk erosion“. D.h. das Polymer wird nicht gleichméafiig iiber die komplette
Oberflaiche hinweg abgebaut (,surface erosion). Vielmehr werden grofiere Teile von der

Polymeroberflidche abgeldst.[5]

Chitosan ist das einzig natiirlich vorkommende positiv geladene Polysaccharid, was auf
protonierbare Amingruppen zuriickzufiihren ist.[%] Das Polymer kann in grof3em Mafdstab durch
Deacetylisierung von Chitin gewonnen werden.l6!l Je nach Grad der Deacetylisierung wird die
Loslichkeit des Polymers in Wasser beeinflusst. Durch Protonierung der primaren Amine 16st sich
das Polymer vollstindig in wdassriger Losung. Demnach ist das Polymer in Essigsdure- oder
Milchsaure-Lésung mit einem pH-Wert von < 6 16slich.[62] Eine Herausforderung stellt die schlechte
Loslichkeit in organischen Losungsmitteln dar, was zu vielen Problemen in der Verarbeitung des

Materials fiihrt.[63-641 Auch in Ethanol ist Chitosan kaum loslich.[65]

Dennoch ist Chitosan nicht nur aufgrund seiner blutungsstillenden(66-671, antimikrobiellen(68-69]
Eigenschaften, sondern auch aufgrund der begiinstigten Zelladhdsion durch den kationischen

Charakter!70], ein vielversprechendes Biomaterial.

In Rahmen dieser Arbeit werden als organische Komponente hauptsiachlich die
a-Hydroxycarbonsauren Glykolsdure (GA), Milchsdure (LA) und Mandelsdure (MA), sowie

Essigsdure (AA) und Propionsaure (PA) als Chelatliganden verwendet.

Lactat, das Salz der Milchsaure, ist ein korpereigenes Stoffwechselprodukt und wird im Muskel aus
liberschiissigem Pyruvat gebildet. Der Abbau von Lactat kann auf zwei Wegen erfolgen. Zum einen
liber die Plasmamembranen von Zellen: Dort wird Lactat unter aeroben Bedingungen zu Pyruvat
umgewandelt und schliefllich tiber den Zitronensaurezyklus in energiereichere Verbindungen wie
Fettsduren oder Cholesterin verstoffwechselt oder iiber die Atmungskette komplett zu CO; und H,0
abgebaut. Zum anderen iiber den Corizyklus: Uber die Gluconeogenese wird aus Lactat in der Leber
Glucose erzeugt, die nach Abgabe an einen kontrahierenden Muskel wieder tiber Pyruvat zu Lactat
unter ATP-Bildung abgebaut wird.l’ll Neuere Entwicklungen in der Forschung geben Lactat eine
weitaus groflere Bedeutung im Korper. Neben den oben beschriebenen Funktionen kann Lactat
sowohl intra- als auch interzelluldr weitergeleitet und an geeigneter Stelle metabolisiert werden.
Dadurch fordert Lactat unter anderem auch die Wundheilung und -regeneration oder wirkt als

mobiler Treibstoff fiir den aeroben Stoffwechsel.[72]
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Glykolsaure bzw. ihr Salz Glykolat ist ebenfalls wie Lactat ein Abbauprodukt eines biokompatiblen
und medizinisch zugelassenen Biopolymers (in diesem Fall PGA bzw. PLGA. Die Verstoffwechselung

von Glykolat erfolgt im Korper ebenfalls tiber den Zitronensaurezyklus.[73!

Mandelsaure findet Verwendung in der topischen Anwendung, z. B. als Salbe gegen Aknel74, und

kann vom Korper tiber den Urin als Phenylglyoxylsdaure und Hippursdure ausgeschieden werden.[7>]

Acetat und Propionat, die Salze der Essig- und Propionsdure, konnen iiber Anbindung an das
Coenzym-A (CoA) aktiviert werden und iiber den Zitronensaurezyklus abgebaut werden.[76l Acetyl-
CoA ist das Endprodukt der Glykolyse und gelangt als selbiges direkt in den Zitronensaurezyklus.[71]
Propionat-CoA wird enzymatisch in Succinyl-CoA iberfiihrt und geht in dieser Form in den

Zitronensaurezyklus ein.[76l

Diese organischen Molekiile sollen im Rahmen dieser Arbeit mit dem anorganischen Material TiO;

kombiniert werden.

Titan und Titanlegierungen finden aufgrund ihrer chemischen Inertheit, Korrosionsbestandigkeit
und Biokompatibilitit seit den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts Anwendung als
Implantatmaterial.[’7l Diese Eigenschaften konnen auf die Bildung einer ca. 3 -7 nm dicken
passivierenden Titan(IV)oxidschicht auf der Metalloberflache zurtickgefiihrt werden, auf der neben
an Titanionen koordinierte Hydroxygruppen auch Wasser und andere organische Molekiile wie
Aminosauren und Proteine anbinden bzw. adsorbieren konnen.[”8! Eine schematische Darstellung
einer passivierenden Titanimplantatoberfliche ist in Abb. 9a dargestellt. Die Loslichkeit des
Titan(IV)oxidfilms ist unter physiologischen Bedingungen sehr gering und liegt unterhalb der
Toxizitatsgrenze. Laut einer Loslichkeitsstudie von Sugimoto et all’”9 liegt die
Sattigungskonzentration von amorphen Titan(IV)oxid bei physiologischem pH-Wert von 7.4 in
wdissriger Losung bei ca. 1uM (vgl. Abb. 9b). Dabei wird zuerst zum grofdten Teil
Titantetrahydroxid Ti(OH)48 und Ti(O)(OH):BY freigesetzt, welche mit kdrpereigenen,
organischen Molekiilen wie Zitronensdure oder Proteinen zu metallorganischen Komplexen
reagieren konnen. In Gegenwart beispielsweise eines Citratpuffers (pH=6) kénnen amorphe
titanoxidbasierte Partikelsysteme aufgelost werden.[821,83] Eine Chelatisierung von Titanionen
erhoht demnach die Loslichkeit von Titan in Wasser, was eine Erklarung dafiir darstellt, dass der
Titangehalt im Meerwasser, als auch im menschlichen Serum (1-2uM Ti bei Personen ohne
titanhaltige Implantate und bis zu 73 uM Ti bei Personen mit titanhaltigen Implantaten)84 iiber

dem Wert der Sattigungskonzentration von TiOz (~ 1 uM Ti) in Wasser bei Raumtemperatur liegt.
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Abb. 9 : a) Schematische Darstellung eines Titanoxidfilms auf einem reinen Titanimplantat(8! (mit
freundlicher Genehmigung von Springer Science + Business Media); b) Ldslichkeit von hydrolysiertem
Titanisopropylat in wassriger Losung iiber einen pH-Bereich von 1 bis 14. Eine 50 mM Suspension an
Titanoxidniederschlag in Wasser wurde mit NaClO4 auf eine lonenstiarke von 0.1 und den entsprechenden
pH-Wert angepasst und fiir 72 h bei RT gealtert. Der Titan-Gehalt der liberstehenden Losung wurde mittels
ICP-Analyse detektiertl’?] (mit freundlicher Genehmigung von Elsevier).

Im Meerwasser liegt Titan hochstwahrscheinlich an Siderophore gebunden vor; das sind aus
Bakterien und Pilzen stammende, eisenbindende niedermolekulare Verbindungen oder
Oligomere.[86] In einigen Meeresorganismen scheint Titan sogar eine wichtige Rolle zu spielen.
Beispielsweise kann in Seescheiden, Schwdmmen, Dinoflagellaten (Panzergeifilern) oder in den
Zellwanden der Kieselalge eine Anreicherung von Titan erkannt werden.[871 Auch Insekten wie die
orientalische Hornisse verwenden Titan - hdchstwahrscheinlich in Form von Ilmenit (FeTiO3) -

zum Bau ihrer Waben.![88]

Die Auswirkungen von TiO2 und die im Korper entstehenden Titankomplexe auf den Menschen sind
momentan von grofsem Forschungsinteresse.[89 Eine eindeutige biologische Funktion von Titan im
menschlichen Korper konnte bisher nicht gefunden werden. Dennoch kann im menschlichen
Organismus bedingt durch Erndhrung, Kosmetikprodukte, Titanoxidnanopartikel in der Umwelt

und auch durch Titanimplantate in jedem Organ ein gewisser Titangehalt detektiert werden.[90-92]

Wie oben beschrieben konnen Ti4*-lonen mit Citratliganden in einen wasserloslichen, unter
physiologischen Bedingungen stabilen Komplex iiberfiihrt werden, so dass aufgrund der hohen

Citratkonzentration im Blutplasma (~ 100 uM)[®31 auch dort freie Ti-Spezies von Citrat als
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Komplexbildner abgefangen werden. Gerade Patienten mit titanhaltigen Implantaten weisen eine
erhohte Titankonzentration im Serum und Haaren auf.94,[951 Die Eisen(Ill)bindungsstellen im
Eisentransportprotein Transferrin im menschlichen Serum sind nur zu 30 - 40 % mit Fe3*-lonen
besetzt. An die freien Bindungsstellen konnen einige Metallionen, darunter auch Ti%,
koordinieren.[%],[971 Dabei kann nicht jeder im Serum ldsliche und stabile Titancarboxylatkomplex
Ti(IV) an Transferrin iibertragen werden; Titan(IV)citratkomplexe iibertragen ihr Ti4+*-lon an das
Protein, Titan(IV)nitrilotriacetatkomplexe dagegen nicht.[%71 Aussagen tUber die biologische
Aktivitat von Titan konnen im Moment nur sehr begrenzt getatigt werden. Neben der Bildung von
Titan(IV)citrat im Serum sollten ebenfalls Titan-Transferrin-Addukte entstehen, die iiber die
bekannten Eisen(Ill)wege im Korper weitergeleitet werden.l71 Die Tatsache, dass Ti**-lonen an
Transferrin binden, scheint zudem eine Schliisselrolle in der Wirkungsweise von titanhaltigen
Zytostatika wie Cp.TiCl, (Cp: Cyclopentadienyl) oder Budotitane zu spielen.%] Es gibt sogar
Vermutungen, dass Patienten mit titanhaltigen Hiiftimplantaten weniger an Magenkrebs erkranken

als Menschen ohne Implantat.(89

In einer Arbeit von Suwalski et al.[3l wurde der Effekt von Titan(IV)citrat auf rote Blutkérperchen
(Erythrozyten) untersucht. Bei einer Konzentration von 100uM an Titankomplex zeigten
Erythrozyten eine sehr schwache Anderung in ihrer Form, Konzentrationen von 500 uM und
800 uM dagegen bewirken eine starkere Verformung der Blutkdrperchen. Unter Beriicksichtigung,
dass die Citratkonzentration im Blutplasma lediglich bei 100 uM liegt, sind die getesteten
Komplexkonzentrationen als sehr hoch einzustufen und die tatsdchliche Konzentration an

Titan(IV)citratkomplexen im Korper sollte die Funktion der Erythrozyten nicht beeintrachtigen.

Ein Komplex, der den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Verbindungen sehr dhnlich ist,
wurde hinsichtlich seines Umwelteinflusses untersucht. Dabei handelt es sich um TiBALDH, einen
kommerziell erhaltlichen, wasserloslichen Titan(IV)lactat-Komplex. TiBALDH dient dabei als
Modellabbauprodukt von  Titanoxidnanopartikeln in Mensch und Umwelt. Das
Pollenschwanzwachstum von Tabakpflanzen wurde bis zu einer Konzentration von 15 mM nicht

gehemmt.[99 Ebenfalls konnen Kieselalgen TiBALDH ohne zytotoxische Effekte aufnehmen.[100]

Titan(IV)oxid etabliert sich als Biomaterial immer mehr. Seit vielen Jahren bereits finden
Titan(IV)oxidbeschichtungen und Oberflichenstrukturierungen auf TiO.-Basis Anwendung auf
Implantaten fiir mineralisiertes Gewebe wie z.B. in der Hiiftgelenkschirurgiell9ll oder
Dentaltechniki(102-103], Neuerdings werden auch Biomaterialien fiir den Einsatz im Weichgewebe mit

Ti0; beschichtet, wie Herniennetzel104l oder Stents[105-106],

Diese Arbeit basiert auf dem Ziel ein neues faserformiges Biomaterial zu generieren, dessen

Materialbasis aus TiO; besteht. Um dieses TiO,-haltige Material iiber Sol-Gel-Chemie darzustellen,
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muss die Hydrolysefahigkeit des Titanalkoxy-Prakursors iiber Chelatliganden, wie z. B. Milchsaure,

eingestellt werden. Daraus resultiert ein anorganisch-organisches Hybridmaterial.

In der Literatur sind viele Kompositmaterialien beschrieben, bei denen Biopolymere - wie PLA,
PLGA etc. - mit TiO2-Nanopartikeln modifiziert werden, um verschiedene Materialeigenschaften zu
verbessern. Dabei konnten beispielsweise die mechanischen und thermischen Eigenschaften
verbessert, die Kristallinitit des Polymers erhoht, die Viskositit erniedrigt, die
Barriereeigenschaften von Schichten und das Degradationsverhalten von Scaffolds beeinflusst und

die antibakteriellen Eigenschaften verbessert werden.[1071.[108],[109],[110],[111]

Hybridmaterialien, die aus einer Mischung eines Titanalkoxids und Biopolymeren wie PLA, CHI
oder Polycaprolacton (PCL) hergestellt werden, sind ebenfalls bekannt und teilweise auch

hinsichtlich ihrer Biokompatibilitét gepriift.[112-113]

Auch Nanofasern, die aus Titanalkoxiden hergestellt werden, sind bereits in der Literatur erwahnt.
Diese werden in Kombination mit einem Biopolymer (z. B. Seide, PCL oder Polyvinylpyrrolidon
(PVP)) tiber die Methode des Elektrospinnens hergestellt.[114-1191 Auch TiBALDH wurde bereits in
Kombination mit Polyvinylalkohol (PVA) zu Nanofasern versponnen. Diese Fasern wurden

anschliefdend getempert und sollen Anwendung in der Photokatalyse finden.[120-121]

In elektroversponnenen Mikrofaser-Scaffolds ist oftmals die Maschenweite zwischen den Fasern
derart gering, dass die Zellmigration nach Besiedlung des Scaffold-Materials schwierig ist.[122]
Beispielsweise hat ein Mausfibroblast der Zelllinie L929 eine Gréfie von etwa 20 um (vgl. Abb. 10);

die Maschenweiten von elektrogesponnenen Fasern liegen meist im Submikrometer-Bereich.

20 pym

Abb. 10 : Mausfibroblasten der Zellline L929 auf einem Glassubstrat. Der Zellkern ist blau eingefarbt; das
Zytoskelett rot.
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Biokompatibilitat von hybriden TiO2-Materialien

Kurokawa et al. beschreibt eine Mikrofaser, die aus Titanisopropylat und Cellulose hergestellt
wurde.l123] Eine biokompatible hybride Mikrofaser, die zum Grofdteil aus anorganischem TiO;
besteht und mit verschiedenen organischen Liganden - wie organische Sduren und Ethoxygruppen

- modifiziert ist, wurde nach dem Kenntnisstand des Autors noch nicht veroffentlicht.

Eine hybride Faser, die aus einem TiO,-Netzwerk mit metabolisierbaren organischen
Funktionalititen besteht, stellt einen vielversprechenden Ansatz fiir die Entwicklung eines
faserféormigen, biokompatiblen Zelltragermaterials dar. Durch das Verspinnen des Materials zu
einem Faservlies aus Mikrofasern analog zu einem von Glaubitt et al. entwickeltem Kieselgel-
Faservlies[19 kann man ein Scaffold erwarten, dass eine geniigend hohe Porositit im Faservlies zur
Zellmigration besitzt. Zusatzlich soll hier als Losungsmittel lediglich Ethanol eingesetzt werden und
nicht wie oftmals bei der Methode des Elektrospinnens iiblich toxische organische

Losungsmittel.[124]
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ZIELSETZUNG

ZIELSETZUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, erstmalig eine Mikrofaser aus einem Sol aus TEOT mit
metabolisierbaren organischen Sduren zu generieren. Als Technologie fiir das Verspinnen der
Fasern soll eine Anlage am Fraunhofer ISC in Wiirzburg verwendet werden. Mit dieser Anlage ist es

moglich, viskose Gele iiber das Anlegen von Druck in Faserform zu iiberfiihren.

Demzufolge muss in dieser Arbeit zuerst eine geeignete Solzusammensetzung gefunden werden,
die in eine viskose Spinnmasse iiberfiihrt werden kann. Dabei soll schon wahrend der Solsynthese
berticksichtigt werden, dass keine toxischen Substanzen verwendet werden. Beispielsweise soll als
Titanquelle nur das Titanalkoxid TEOT verwendet werden, so dass verbleibende Ethoxygruppen im
Biomaterial als Ethanol und nicht als ein Alkohol mit hoherer toxischer Wirkung auf Zellen
abgespalten werden. Somit kann die Reaktivitit des Titanalkoxids nicht {iber sterische

anspruchsvollere Alkoxy-Liganden eingestellt werden.

Das erhaltene Fasermaterial wird im Rahmen der Arbeit ndher charakterisiert. Beispielsweise soll
u. a. auch gepriift werden, dass sich die eingesetzten organischen Sduren im Fasermaterial nicht in

ein toxisches Produkt umlagern.

Des Weiteren soll die erhaltene Faser intrinsisch stabil sein und auch im Hinblick auf eine
Handhabbarkeit als Zelltragermaterial gepriift werden. D. h. das erhaltene Fasermaterial soll nicht
nur im Zytotoxizitatstest in Anlehnung an DIN ISO 10993-5 als nicht zytotoxisch eingestuft werden,
sondern soll auch hinsichtlich seiner Degradationseigenschaften und -produkte untersucht

werden.
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MATERIALIEN UND METHODEN

MATERIALIEN UND METHODEN
Materialien

Die experimentellen Arbeiten wurden in den Laboratorien am Lehrstuhl fiir Chemische

Technologie der Materialsynthese der Universitit Wiirzburg sowie am Fraunhofer ISC

durchgefiihrt.

I) Materialien

Chemikalien zur Fasersynthese

Chemikalie
Titantetraethylat (TEOT)
Ethanol absolut
Aceton

n-Butanol
D,L-Milchsaure (89 %)
D,L-Glykolsaure
D,L-Mandelsaure
Essigsaure
Propionsaure
Apfelsdure
Ammoniakwasser (25 %)
Chitosan 85/800
Phenethylamin
Phenylalanin
Natriumhydroxid
Natriumcarbonat
Kaliumhydroxid
Calciumhydroxid
Kaliumbromid

PBS - Tabletten

deuteriertes Wasser

Hersteller
Dorf Ketal
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Heppe

Sigma Aldrich
Applichem
Sigma Aldrich
Sigma

Sigma Aldrich
Alfa Aesar
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Reinheit
98 %

99,8 %

>99 %

>99 %

89 %

99 %

99 %
>99,5%
>99,5%
>99 %
25%
Aschegehalt <1 %
99 %

>99 %

>99 %

>99 %

>99 %

>98 %
Reinheit: ,for IR spectroscopy*
Tabletten
99,9 Atom%
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MATERIALIEN UND METHODEN
Analytische Methoden

Chemikalien und Materialien fiir die Zellkultur

Chemikalie / Material Hersteller

Accutase PAA

Fetales Kalberserum (FCS) Gibco Life Technologies
HEPES Gibco Life Technologies
DMEM Gibco Life Technologies
Leibovitz's L-15 Medium Gibco Life Technologies
T 75 Zellkulturflaschen BD Biosciences
Penicillin/Streptomycin Gibco Life Technologies
Einmal-Pipetten Greiner
Pipettenspitzen Greiner

12-well-plate NUNC

24-well-plate NUNC

96-well-plate NUNC
Zentrifugenréhrchen Greiner

Deckgldschen (rund) A. Hartenstein

Goat anti-mouse IgG+IgM (Cy3) Sigma-Aldrich
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich
Monoclonal 3-Tubulin Sigma-Aldrich
Objekttrager (76 x 26 x 1 mm) A. Hartenstein

II) Analytische Methoden

FTIR-Spektroskopie

2 mg einer Probe wurden mit 300 mg KBr zermorsert und mit einer hydraulischen Presse der
Firma Specac (10 Tonnen fiir 5 min) zu einem transparenten Pressling gepresst. Die FTIR-Spektren
dieser Presslinge wurden an einem FTIR-4100-Spektrometer der Firma JASCO in einem
Wellenzahlbereich von 4000 - 400 cm ! gemessen im Transmissionsmodus. Die Scanrate wahrend

der Messung betrug 16 Scans.
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TGA-Messungen

Die TGA-Messungen wurden an einem Gerdt TG209 IRIS der Firma Netzsch in einem
Temperaturbereich von 30 bis 900 °C mit einer Aufheizrate von 10 K/min unter synthetischer
Luftatmosphére (Flussrate: 20 mL/h) in einem Aluminiumoxid-Tiegel durchgefiihrt. Als Schutzgas

wurde Argon verwendet.

DSC-Messungen

DSC-Messungen wurden an einem Gerdt DSC204 Phoenix der Firma Netzsch durchgefiihrt. Die
Probe wurde in einen Aluminiumtiegel eingewogen. Anschlieffend wurde der Tiegel mit einer
Presse der Firma Netzsch verschlossen und ein Loch in den Tiegeldeckel gestochen. Es wurde in
Referenz zu einem leeren Aluminiumtiegel in einem Temperaturbereich von 30 bis 600 °C

gemessen.

NMR-Messungen

NMR-Spektren wurden an einem Gerat Fourier 300 der Firma Bruker 'H-breitbandentkoppelt mit
ca. 70 mg Probensubstanz in D20 gemessen. Die 1H-NMR-Messung erfolgte mit einer Scanzahl von

256, die 13C-NMR-Messung mit 6144 Scans gemessen.

Festkérper-NMR-Messungen (13C-MAS-NMR)

Die 13C-VACP/MAS-NMR-Spektren wurden an einem Gerdt DSX-400 der Firma Bruker mit dem
externen Standard SiMes (8 = 0 ppm) 'H-breitbandentkoppelt bei einer Frequenz von 100,6 MHz

aufgenommen. Dabei wurde ca. 300 mg Probensubstanz eingesetzt.

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

REM-Aufnahmen wurden an einem Gerat Supra® 25 der Firma Zeiss mit einem InLens-Detektor
aufgenommen. Die Beschleunigungsspannung betrug 3 kV; der Probe-Detektorabstand 3 mm. Die
Proben wurden auf leitfahigen Kohlefaserpads prapariert und mit einem Sputtergerat der Firma
Balzers Union des Typs MEDO10 fiir 20 s bei einer Spannung von 30 mA und einen Probenabstand

von 9 cm mit Platin besputtert.
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Electron Scanning Electron Microscope (ESEM)

ESEM-Aufnahmen wurden an einem Niedervakuum Elektronenmikroskop des Geratetyps EVO-
LS10 der Fa. Zeiss erstellt. Die Probenuntersuchungen fanden im Feuchtmodus in einem
Druckbereich zwischen 650-720 Pa bei einer maximalen Energie von 25 kV und einer Temperatur
von ca. 5°C (druckabhiangig) statt. Mit dem Detektor CZ BSD wurden die Riickstreuelektronen
detektiert. Zur Darstellung der Topographie wurde ein EPSE-Detektor eingesetzt. Zur Kiihlung der

Probe wurde ein Deben-Kiihltisch verwendet.

Die Fasern wurden auf runde Glas-Deckgldschen fiir die Mikroskopie geklebt und in einer
Wellplatte mit den jeweiligen Zellen besiedelt. Die Zellen wurden fiir 3 Tage auf den Fasern im

Brutschrank inkubiert.

Fiir die Fixierung der Zellen wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die besiedelten Fasern
zweimal in je 3 ml PBS gewaschen. Anschliefiend erfolgte die Fixierung mittels 6%-igem
Glutaraldehyd. Die hierfiir benétigte Verdiinnung wurde aus 25%-igem Glutaraldehyd und PBS
hergestellt. Um sdmtliche Spuren der giftigen Chemikalie zu entfernen, wurden die Proben, nach
einer Inkubationsdauer von 15 Minuten fiinfmal fiir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Fiir den

Transport wurden die Proben in ca. 3 ml PBS bei 4 °C aufbewahrt.

Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX)

Fasern wurden in einem Epoxidharz (G1) der Firma Gatan eingebettet und mit Hilfe von Cross-
Section-Polishing (CSP) mit 4 kV fiir EDX-Untersuchungen prapariert. Der Einfallswinkel betrug

90°, der Ionenstrom an Argon-lonen 90 pA.

Die mit Pt besputterte Probe wurde an einem Gerdt der Firma Ametek/EDAX GmbH mit einem
Si(Li)-Detektor mit einer Beschleunigungsspannung von 10 kV vermessen. Die Daten wurden mit

der Software Genesis ausgewertet.

Gaschromatographie (GC)

Fiir die Probenpraparation wurden 100 mg Fasern in 100 mL VE-Wasser fiir 24 h bei RT eingelegt.
Hiervon wurden 20 pL Probe in ein GC-Vial gegeben und an einem Gerat Clarus® 500 und einem
Headspace-Sampler des Typs TurboMatrix40 der Firma Perkin Elmer vermessen. Das vermessene

Probenvolumen betrug 1 pL.
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Réntgenpulverdiffraktometrie (XRD)

Rontgenpulverdiffraktogramme von zermorserten Fasern wurden an einem Gerat STADIP der
Firma STOE mit einer Cu-K,-Strahlenquelle aufgenommen. Die Messungen wurden im Bereich von
2° - 40° 20 mit einer Schrittweite von 0.5° und einer Messdauer von 30 s in
Transmissionsgeometrie durchgefiihrt.

Die pulverférmige Probe wurde zwischen zwei Folien aus Polyacetat prapariert. Diese Folie gibt

kein Signal im Diffraktogramm.

Leitfdhigkeitsmessung
Die Leitfahigkeit des Degradationsmediums wurde mit einem Digital-Leitwertmessgerat GMH 3410

der Firma Greisinger gemessen.

Rasterkraftmikroskopie (AFM)
AFM-Aufnahmen wurden an einem Rasterkraftmikroskop Veeco Innova der Firma Bruker im
Tapping Mode durchgefiihrt. Hierfiir wurde ein Cantilever DP14/Hi’'RES/AIBS mit einer

Federkonstante von 5 N/m und einer Resonanzfrequenz von 160 kHz verwendet.

Seite | 27



MATERIALIEN UND METHODEN
Versuchsdurchfiihrungen

III) Versuchsdurchfiihrungen

Herstellung der verschiedenen Fasern
Vorversuche zur Synthese einer viskosen Spinnmasse von LA-Fasern

In einem 10 mL Rollrandglas wurden 15 mmol TEOT (3,50 g) und mit 75 mmol Ethanol absolut
(4,37 mL) vermischt und mit einem Magnetriithrstibchen bei RT und 350 rpm auf einem
Magnetriihrer geriihrt. Zu dieser Mischung wurden verschiedene Mengen an 85 %iger LA gegeben.
Das Gemisch erwarmte sich kurz und wurde weiterhin fiir 3 h bei RT gertihrt. Nach der Zugabe von
VE-Wasser wurde der Ansatz iiber Nacht geriihrt. Am nachsten Tag wurde gepriift, ob ein

Niederschlag (NS) ausgefallen ist oder, ob das Sol noch klar war.
Synthese der viskosen Spinnmasse fiir LA-Fasern (LA8, LA14, LA27, LA31 und LA89)

In einem 2 L-Rundkolben wurde 1 mol TEOT (233,0 g) vorgelegt und mit 5 mol absolutem Ethanol
(292 mL) zu einer homogenen gelblichen Losung vermischt. Zu dieser Mischung wurde die
gewlinschte Menge an 85 prozentiger Milchsidure gegeben, wobei sich die Reaktionslosung leicht
erwdarmt. Nach einer Reaktionszeit von 3 h bei RT wurde eine bestimmte Menge an Wasser
zugegeben. Danach wurde der Ansatz fiir weitere 24 h bei Raumtemperatur geriihrt und am
Rotationsverdampfer zu einem fadenziehenden gelblichen Gel eingeengt (Wasserbadtemperatur:

40 °C, Druck: 120 - 40 mbar).

Tabelle 3 zeigt die verschiedenen Molverhaltnisse an TEOT, 85 %iger LA, VE-Wasser und dem
Losungsmittel Ethanol, die zur Herstellung der verschiedenen viskosen Spinnmassen zum

Verspinnen der Fasern LA8, LA14, LA27, LA31 und LA89 eingesetzt wurden.

Tabelle 3 : Uberblick iiber die verwendeten Stoffmengen an TEOT, 85 %iger LA, VE-Wasser und Ethanol zur
Herstellung der viskosen Spinnmassen fiir die Fasern LA8, LA14, LA27, LA31 und LA89.

Formulierung n(TEOT) n(LA85%ig) n(H:0) n(EtOH)

LA8 1 1 18,5 5
LA14 1 0,5 0,5 5
LA27 1 1 0,5 5
LA31 1 0,75 0,5 5
LA89 1 0,25 0 5
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Versuche zur Synthese einer viskosen Spinnmasse von LA-Fasern mit anorganischen Basen als

Gegenionen

In einem 10 mL Rollrandglas wurden 15 mmol TEOT (3,50 g) und mit 75 mmol Ethanol absolut
(4,37 mL) vermischt und mit einem Magnetriihrstdbchen bei RT und 350 rpm auf einem
Magnetriihrer geriihrt. Zu dieser Mischung wurden verschiedene Mengen an 85 %iger LA
(3,75 mmol, 7,5 mmol, 11,25 mmol und 15 mmol) gegeben. Das Gemisch erwdrmte sich kurz und
wurde weiterhin fiir 3 h bei RT geriihrt. Danach wurde im stochiometrischen Verhaltnis von 1:1
eine anorganische Base als Feststoff zugegeben. Nach der Zugabe von VE-Wasser wurde der Ansatz
iiber Nacht gertihrt. Am nichsten Tag war in jedem Reaktionsgefafd eine Triibung zu beobachten.

D. h. keiner der Ansatze kann in eine fadenziehende viskose Spinnmasse tiberfiihrt werden.

Synthese der viskosen Spinnmasse der LA-Faser mit Phenethylamin als Gegenionen

(LA_Phenethylamin)

In einem 1 L-Rundkolben wurde 1 mol TEOT (233,0 g) vorgelegt und mit 5 mol absolutem Ethanol
(292 mL) zu einer homogenen gelblichen Ldsung vermischt. Zu dieser Mischung wurde die
0,25 mol LA in Form von 85 %iger LA zugegeben, wobei sich die Reaktionslésung leicht erwarmt.
Nach einer Reaktionszeit von 3h wurde bei RT 0,25 mol Phenethylamin (30,3 g/ 31,6 mL)
zugegeben. Danach wurde der Ansatz fiir weitere 24 h bei Raumtemperatur gertihrt und am
Rotationsverdampfer zu einem fadenziehenden gelblichen Gel eingeengt (Wasserbadtemperatur:

40 °C, Druck: 120 - 40 mbar).
Synthese der viskosen Spinnmasse der LA-Faser mit Phenylalanin als Gegenionen (LA_Phe)

In einem 1 L-Rundkolben wurde 1 mol TEOT (233,0 g) vorgelegt und mit 5 mol absolutem Ethanol
(292 mL) zu einer homogenen gelblichen Ldsung vermischt. Zu dieser Mischung wurde die
0,25 mol LA in Form von 85 %iger LA zugegeben, wobei sich die Reaktionslésung leicht erwarmt.
Nach einer Reaktionszeit von 3 h wurde zuerst 0,25 mol Phenylalanin (41,3 g) als Feststoff bei RT
zugegeben. Der Feststoff 16st sich allmahlich und der Ansatz wurde fiir weitere 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt und am Rotationsverdampfer zu einem fadenziehenden gelblichen Gel

eingeengt (Wasserbadtemperatur: 40 °C, Druck: 120 - 40 mbar).

Seite | 29



MATERIALIEN UND METHODEN
Versuchsdurchfiihrungen

Synthese der viskosen Spinnmasse der LA-Faser mit Chitosan als Gegenionen (LA8_CHI)

0,266 g Chitosan85/800 (Deacetylisierungsgrad: 85 %) wurde in 106 g 85 %iger LA in einem
Becherglas bei RT tiber Nacht und leichtem Riihren geldst.

In einem 1L Kolben wurde 1 mol TEOT (233,0 g) vorgelegt und mit 5 mol absolutem Ethanol
(292 mL) zu einer homogenen gelblichen Losung vermischt. Hierzu wurde das Gemisch aus
Chitosan und LA mit einer Spritze gespritzt. Wahrend der Zugabe des Gemisches durch die Spritze
wurde der Kolbeninhalt mit einem Ultra-Turrax® mit 10000 rpm dispergiert. Dieser leicht triibe
Ansatz wurde liber Nacht bei RT geriihrt und am Rotationsverdampfer zu einem fadenziehenden
gelblichen Gel eingeengt (Wasserbadtemperatur: 40 °C, Druck: 120 - 40 mbar). Wahrend des

Einengens klarte der Ansatz auf.

Vorversuche zur Synthese von viskosen Spinnmassen fiir GA- und MA-Fasern

In einem 10 mL Rollrandglas wurden 15 mmol TEOT (3,50 g) und mit 75 mmol Ethanol absolut
(4,37 mL) vermischt und mit einem Magnetriithrstibchen bei RT und 350 rpm auf einem
Magnetriihrer geriihrt. Zu dieser Mischung wurden verschiedene Mengen pulverférmiger GA oder
LA gegeben. Das Gemisch wurde fiir 3 h bei RT geriihrt. Vor der Zugabe von VE-Wasser wurde der
Ansatz im Eisbad abgekiihlt und fiir eine weitere Stunde gekiihlt. Nach Riihren iiber Nacht bei RT
wurde am néchsten Tag gepriift, ob ein Niederschlag (NS) ausgefallen ist oder, ob das Sol noch klar

war.

Synthese der viskosen Spinnmasse der GA-Faser (GA07)

In einem 1 L-Rundkolben wurde 1 mol TEOT (233,0 g) vorgelegt und mit 5 mol absolutem Ethanol
(292 mL) zu einer homogenen gelblichen Losung vermischt. Zu dieser Mischung wurde 1 mol GA
(77,6 g) als Feststoff zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 3 h bei RT wurde der Kolben im
Eisbad gekiihlt und 2 mol VE-Wasser (36,0 g) zugegossen. Danach wurde der Ansatz fiir weitere
24h bei Raumtemperatur geriithrt und am Rotationsverdampfer zu einem fadenziehenden

gelblichen Gel eingeengt (Wasserbadtemperatur: 40 °C, Druck: 120 - 40 mbar).
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Synthese der viskosen Spinnmasse der MA-Faser (MA05)

In einem 1 L-Rundkolben wurde 1 mol TEOT (233,0 g) vorgelegt und mit 5 mol absolutem Ethanol
(292 mL) zu einer homogenen gelblichen Lésung vermischt. Zu dieser Mischung wurde 1 mol MA
(153,7 g) als Feststoff zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 3 h bei RT wurde der Kolben im
Eisbad gekiihlt und 2 mol VE-Wasser (36,0 g) zugegossen. Danach wurde der Ansatz fiir weitere
24h bei Raumtemperatur gerithrt und am Rotationsverdampfer zu einem fadenziehenden

gelblichen Gel eingeengt (Wasserbadtemperatur: 40 °C, Druck: 120 - 40 mbar).

Synthese der viskosen Spinnmasse der AA-Faser (AA5)

In einem 1 L-Rundkolben wurde 1 mol TEOT (233,0 g) vorgelegt und mit 5 mol absolutem Ethanol
(292 mL) zu einer homogenen gelblichen Losung vermischt. Zu dieser Mischung wurde 0,25 mol AA
(4,50 g) zugegossen. Nach einer Reaktionszeit von 3 h bei RT wurde der Kolben im Eisbad gekiihlt
und 0,5 mol VE-Wasser (9,0 g) zugegossen. Danach wurde der Ansatz fiir weitere 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt und am Rotationsverdampfer zu einem fadenziehenden gelblichen Gel

eingeengt (Wasserbadtemperatur: 40 °C, Druck: 120 - 40 mbar).

Synthese der viskosen Spinnmasse der PA-Faser (PA2)

In einem 1 L-Rundkolben wurde 1 mol TEOT (233,0 g) vorgelegt und mit 5 mol absolutem Ethanol
(292 mL) zu einer homogenen gelblichen Losung vermischt. Zu dieser Mischung wurde 1 mol PA
(76,9 g) zugegossen. Nach einer Reaktionszeit von 3 h bei RT wurde der Kolben im Eisbad gekiihlt
und 1 mol VE-Wasser (18,0 g) zugegossen. Danach wurde der Ansatz fiir weitere 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt und am Rotationsverdampfer zu einem fadenziehenden gelblichen Gel

eingeengt (Wasserbadtemperatur: 40 °C, Druck: 120 - 40 mbar).

Spinnprozess

Aus den hergestellten viskosen Spinnmassen konnen iiber das Verfahren des Druckverspinnens
Mikrofasern generiert werden. Eine schematische Zeichnung des Spinnturms befindet sich in Abb.
11. Fiir alle Spinnversuche wurde eine Diisenplatte mit sieben Diisen und einem Durchmesser von

150 um verwendet.
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Abb. 11 : Schematische Zeichnung des Spinnturms zur Herstellung von Mikrofasern aus viskosen
Spinnmassen (© A. Islek, Fraunhofer ISC)

Die Spinnmassen werden in einen auf 15°C temperierten Druckbehélter moglichst blasenfrei
eingefillt. Fiir das Anspinnen der Fasern wurde zuerst ein Druck von 40 bar angelegt, der langsam
zu niedrigeren Driicken reguliert wird bis intrinsisch stabile Fasern auf dem Schwenktisch
aufgefangen werden konnen. Teilweise wurde auch mit der Manteltemperatur des Druckbehalters
nachreguliert: Wenn keine Fasern entstanden sind, sondern die Spinnmasse aus den Diisen tropfte,

wurde die Temperatur nach unten reguliert. Wenn die Fasern zu langsam aus der Diisenplatte
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gedriickt wurden und durch die lange Fallzeit im Fallturm (Hohe: ca. 2 m) abbrachen, wurde die

Temperatur nach oben reguliert.

Lagerung der Fasern

Generell wurden die Fasern lichtgeschiitzt in Petrischalen bei RT gelagert. Der Lagerungsversuch

bei 4 °C erfolgte in einem Kiihlschrank.

Degradationsversuche

In einem verschliefbaren PE-Gefifd wurden 100 mL Losungsmittel (VE-Wasser oder PBS)
vorgelegt. 100 mg Fasern wurden in ein Zellsieb (Porengrofie: 20 um) eingewogen und in das
vorbereitete Gefafd mit 100 mL Degradationsfliissigkeit bei RT gegeben. Das Zellsieb schwimmt auf
der Wasseroberflache. Das Losungsmittel wurde in regelméfiigen Abstdnden in Zeitintervallen von
48 -72h komplett gewechselt. Zum Erstellen der Degradationsprofile wurde bei jedem
Losungsmittelwechsel das Zellsieb mit den zu untersuchenden Fasern unter einem IR-
Trocknungsgeréat bei 40 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und die Masse der verbleibenden
Fasern bestimmt. Danach wurde das jeweilige Zellsieb mit den Fasern wieder in frisches

Losungsmittel gegeben.

Die Degradationsversuche der Fasern LA89 und LA89_Phe wurden sowohl in PBS, als auch in VE-

Wasser jeweils drei Mal wiederholt.

Fiir REM-Aufnahmen und FTIR-Messungen wurden die im IR-Trocknungsgerdt getrockneten

Fasern verwendet.

Isolierung der weniger fliichtigen Degradationsprodukte

1 g Fasermaterial wurde bei RT in 1 L VE-Wasser fiir 48 h bei RT gegeben. Danach wurden die
Fasern entfernt und die wassrige Losung lyophilisiert. Der weifde Riickstand wurde fiir NMR-,

FT/IR-Untersuchungen und ICP-Messungen verwendet.
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Nachweis der weniger fliichtigen Degradationsprodukte

Flir den Nachweis der weniger fliichtigen Degradationsprodukte iber GC wurden 100 mg Fasern in
100 mL VE-Wasser fiir 48 h eingelegt. Die wadssrige Losung wurde direkt fiir die GC-

Untersuchungen verwendet.

Fiir die Messungen der Leitfdhigkeit wurden ebenfalls 100 mg Fasern in 100 mL VE-Wasser

eingelegt. Von dieser Losung wurde in bestimmten Zeitintervallen die Leitfahigkeit gemessen.

Bestimmung des Biegedurchmessers

Zur Bestimmung des Biegedurchmessers wurden ca. 5cm lange, gerade Stiicke einer Faser
prapariert. Diese wurden um einen definierten zylinderférmigen Stab um 180° gewickelt. Die
Durchmesser der Stdbe wurden zwischen 12 mm und 0,58 mm gewahlt. In einem Versuch wurde
von jeder Faser insgesamt 10 Faserstiicke untersucht und die Anzahl der nach dem Versuch noch
intakten Fasern notiert. Dieser Versuch mit 10 Faserstiicken wurde pro Fasersystem/-behandlung

mindestens 3 Mal wiederholt und die Standardabweichung bestimmt.

Tempern der Fasern

Flir die Temperversuche wurden Fasern bzw. Chitosan in einer Glas-Petrischale bei 170 °C in einem

Umluftofen der Firma Binder fiir definierte Zeitintervalle getempert.

Bestimmung der Zytotoxizitdt mit Hilfe des WST-1-Assays

Die Zytotoxizitdt des Fasermaterials wurde in Anlehnung an DIN ISO 10993-5 mit der Zelllinie L929

durchgefiihrt.

Die Vorkonditionierung der y-sterilisierten Fasern erfolgte, indem 3 Mal 60 mg Fasern in ein Well
einer 12-Well-Platte gegeben und fiir 24 h mit 2 mL VE-Wasser behandelt wurden. Nach Absaugen

des Uberstandes wurden die Fasern noch zwei Mal mit VE-Wasser gewaschen.

Die konditionierten Fasern wurden fiir 24 h mit 2 mL DMEM (+FCS) inkubiert (37 °C, 5 % CO).
1 mL des Zellkulturmedium-Uberstands wurde zu 50000 Zellen in einem Well einer 12-Well-Platte

gegeben und fiir weitere 24 h inkubiert.
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Zur Bestimmung der WST-1-Aktivitit wurde das WST-1-Reagenz analog zu den Vorgaben des
Herstellers prapariert. In einer neuen Well-Platte wurden 1,5mL des verdiinnten WST-1-
Reagenzes (DMEM + 1 V% WST-1-Reagenz) vorgelegt. In diese Wells wurde je ein zu vermessendes
inkubiertes Faservlies iiberfithrt. Nach 30 min Inkubation wurde der Uberstand fiir die Vermessung
am Photometer bei 450 nm abgenommen. Pro Faservlies wurden je zwei Mal 200 pL vermessen

und der Mittelwert gebildet.

Fiir die Auswertung wird zwei Mal 1 mL eines unverdiinnten Extraktes und zwei Mal je 1 mL eines
mit DMEM zu 50 % und zu 25 % verdiinnter Extrakt herangezogen. Die Extrakte wurden an einem

Plattenleser bei einer Wellenldnge von 450 nm photometrische ausgelesen.

Als Negativkontrolle dienten L929-Zellen in einem Well ohne Fasern.

Prdparation der auf Fasern adhdrierten Zellen fiir ESEM-Untersuchungen

Fasern wurden auf einen Objekttrager geklebt und vorkonditioniert. Hierzu wurden die Proben fiir
24 h in VE-Wasser eingelegt und anschliefdend nochmals zwei Mal mit VE-Wasser gewaschen. Auf
die praparierten Fasern wurden je 50000 Zellen (L929, 16HBE, MG63 und HTB94) ausgesit. Die
Zelllinien L929, 16HBE, MG63 und HTB94 wurden in Zellkulturmedium (Mischung: 500 mL DMEM
+57 mL FCS + 5,7 mL HEPES + 5,7 mL Pen/Strep) fiir 3 d bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert; die
Zelllinie MG63 in Zellkulturmedium (Mischung: 500 mL Leibovitz's +57 mL FCS +5,7 mL
Pen/Strep) ebenfalls fiir 3 d bei 37 °C ohne CO»-Zufuhr.

Fiir die Fixierung der Zellen wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die besiedelten Fasern
zweimal in je 3 ml PBS gewaschen. Anschliefiend erfolgte die Fixierung mittels 6 %-igem
Glutaraldehyd. Die hierfiir benétigte Verdiinnung wurde aus 25 %-igem Glutaraldehyd und PBS
hergestellt. Um samtliche Spuren der giftigen Chemikalie zu entfernen, wurden die Proben, nach
einer Inkubationsdauer von 15 Minuten fiinfmal fiir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Fiir den

Transport wurden die Proben in ca. 3 ml PBS bei 4 °C aufbewahrt.

Anfirben der auf Fasern adhdrierten Zellen fiir fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Fasern wurden auf einen Objekttrager geklebt und vorkonditioniert. Hierzu wurden die Proben fiir

24 h in VE-Wasser eingelegt und anschliefdend nochmals zwei Mal mit VE-Wasser gewaschen. Auf

die praparierten Fasern wurden je 50000 Zellen (L929, 16HBE, MG63 und HTB94) ausgesit. Die

Zelllinien L929, 16HBE, MG63 und HTB94 wurden in Zellkulturmedium (Mischung: 500 mL. DMEM

+ 57 mL FCS + 5,7 mL HEPES + 5,7 mL Pen/Strep) fiir 3 d bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die
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Zelllinie MG63 wurde in Zellkulturmedium (Mischung: 500 mL Leibovitz's + 57 mL FCS + 5,7 mL
Pen/Strep) ebenfalls fiir 3 d bei 37 °C ohne CO-Zufuhr kultiviert.

Die Objekttrager mit Fasern und Zellen wurden schnell mit PBS gewaschen und erst fiir 10 Minuten
in Methanol bei -20 °C und danach fiir 4 min in Aceton bei ebenfalls -20 °C eingelegt. Nach 30 min

Ausdampfen bei RT an Luftatmosphére konnten die Zellen wie folgt angefarbt werden:

Die Farbung des Zytoskeletts erfolgte iiber eine indirekte Antikoérperbindung (AK). Der Primar-
Antikorper (anti-Tubulin) wurde mit PBS 1:200 verdiinnt und 100 pL aufgetropft. Nach 30 min
wurden die Objekttrager fiir 5 min in PBS gewaschen. Anschlief3end wurde 80 pL des Sekundér-AKs
aufgetropft (anti-Maus-Cy3). Nach 10 min wurden zwei Tropfen des DNA-Farbstoffs Hoechst
zupipettiert. Nach weiteren 7 min wurde die Probe drei Mal fiir 5 min in PBS gewaschen und
anschliefdend einmal fiir eine Minute in EtOH inkubiert. Nach 30 min Trocknen an Luft konnten die

Proben am Fluoreszenzspektrometer vermessen werden.

Durchfiihrung und Auswertung von Proliferationstests verschiedener Zelllinien auf

getemperten LA8_CHI-Fasern

Die y-sterilisierten Fasern wurden vorkonditioniert, indem sie in ein Well einer 12-Well-Platte
gegeben wurden und fiir 24 h mit 2 mL VE-Wasser behandelt wurden. Nach Absaugen des

Uberstandes wurden die Fasern noch zwei Mal mit VE-Wasser gewaschen.

Die Versuche wurden mit 50000 Zellen/mL durchgefiihrt. D. h. in einem Well mit einem Volumen
an Zellkulturmedium von 2 mL wurden 1- 105 Zellen ausgesat. Die Aussaat dieser Zellen (L929,
16HBE, MG63 und HTB94) erfolgte in einem Volumen von 500 pL Zellsuspension. Durch die hohe
Konzentration konnte eine hohere Besiedlung auf den Fasern erzielt werden. Nach einer

Inkubationszeit der Zellen von 2 h wurden die restlichen 1,5 mL Zellkulturmedium zugegeben.

Als Zellkulturmedium wurde bei L929, 16 HBE und HTB94 das Zellkulturmedium DMEM mit einem
Zusatz von fetalem Kalberserum (FCS), HEPES und einer Mischung aus Penicillin/Streptamycin
(Pen/Strep) zugegeben (500 mL DMEM +57mL FCS +5,7mL HEPES +5,7 mL Pen/Strep)

eingesetzt. Diese Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Fiir die Kultivierung der Zellline MG63 wurde das Zellkulturmedium Leibovitz’s mit einem Zusatz
von fetalem Kailberserum (FCS) und einer Mischung aus Penicillin/Streptamycin (Pen/Strep)
zugegeben (500 mL Leibovitz's + 57 mL FCS + 5,7 mL Pen/Strep) eingesetzt. MG63-Zellen wurden
bei 37 °C ohne CO;-Zufuhr kultiviert.
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Wahrend der Zellkultivierung wurde das Zellkulturmedium alle 2 - 3 d (montags, mittwochs und
freitags) ausgetauscht. Nach der Kultivierung der Zellen fiir 3, 5 und 7 d wurden die Zellen auf den
Fasern 2 Mal mit PBS gewaschen und danach mit 1 mL Accutase fiir 10 min inkubiert. Nach Ablésen
der Zellen wurden diese mit 1 mL DMEM-Zellkulturmedium vermischt. Die Zellzahl wurde mit

100 pL dieser Zellsuspension mit Hilfe eines CASY-Zellzdhlers bestimmt.

Zur Bestimmung der WST-1-Aktivitit wurde das WST-1-Reagenz analog zu den Vorgaben des
Herstellers prapariert. In einer neuen Well-Platte wurden 1,5mL des verdiinnten WST-1-
Reagenzes (DMEM + 1 V% WST-1-Reagenz) vorgelegt. In diese Wells wurde je ein zu vermessendes
inkubiertes Faservlies iiberfithrt. Nach 30 min Inkubation wurde der Uberstand fiir die Vermessung
am Photometer bei 450 nm abgenommen. Pro Faservlies wurden je zwei Mal 200 pL vermessen

und der Mittelwert gebildet.

Als Negativkontrolle dienten Zellen in einem Well ohne Faser.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Alle Synthesen der Spinnmassen in dieser Arbeit beruhen auf einem ethanolischen Sol aus
Titantetraethanolat Ti(OEt)s (TEOT), dessen Hydrolysereaktivitit durch die Einfiihrung von

verschiedenen Carboxylatliganden erniedrigt wird.

Im ersten Kapitel der Ergebnisse wurde Milchsdure (LA) verwendet um an dem Sol-Gel-Prakursor
TEOT zu komplexieren. Milchsdure ist nicht nur eine organische Saure, die ein korpereigenes
Stoffwechselprodukt darstellt, sondern wird bereits in grofdem Mafdstab - komplexiert an Titan in
Form des kommerziell erhaltlichen Sol-Gel-Prakursors TiBALDH - eingesetzt. Daher scheint sie
eine vielversprechende Saure fiir die Herstellung von TiO;-haltigen biokompatiblen Fasern, die

iiber einen Sol-Gel-Prozess hergestellt werden, zu sein.

I) Synthese und Charakterisierung von LA-Fasern

TiBALDH wird fiir verschiedenste Anwendungen als Sol-Gel-Prakursor verwendet.[31-33, 39, 125-127] Zur
Herstellung von Spinnmassen mit fadenziehenden Eigenschaften, die fiir den hier vorliegenden
Spinnprozess geeignet sind, war ihr Einsatz allerdings nicht zielfithrend. Es konnte keine
verspinnbare Spinnmasse aus TiBALDH generiert werden. Daher wurde LA in verschiedenen
Verhéltnissen einer ethanolischen Losung aus TEOT zugegeben um Sole herzustellen, die zu

fadenziehenden Spinnmassen weiterverarbeitet werden konnten.

LA komplexiert dabei in Form von Lactat an den Sol-Gel-Prakursor, so dass dessen
Hydrolyseempfindlichkeit erniedrigt wird. LA wird als 85 %ige wassrige Losung zugegeben. Somit
werden parallel zur Komplexierung von LA an Titan die Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen

der Sol-Gel-Prakursoren katalysiert.

Wahrend der Sol-Synthese in dieser Arbeit wurde nicht nur das stéchiometrische Verhaltnis der
Milchséure bezogen auf den titanhaltigen Prakursor TEOT (LA : Ti), sondern auch der Wassergehalt

variiert.

Um das entstehende Sol weiterverarbeiten zu konnen, darf im Sol kein Niederschlag ausfallen,
sondern es muss klar und fliefend bleiben. Abb. 12 zeigt die fiir eine Synthese verwendeten
Verhaltnisse von LA und Wasser, das zusatzlich zum Restwasser aus der 85 %igen LA zugegeben
wurde, bezogen auf ein Aquivalent TEOT. Bei einem LA:Ti-Verhiltnis von 1 ist das Sol bei allen

Wassergehalten stabil. Dies steht im Einklang mit der hohen Stabilitat von TiBALDH in Wasser -
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ein hoher Gehalt an Lactat-Liganden scheint flir eine gute Wasserloslichkeit zu sprechen. Bei
niedrigeren LA-Gehalten (< 1) verhdlt sich das Sol sensibler gegeniliber einem ho6heren

Wassergehalt, so dass vermehrt ein Niederschlag im Sol ausfallt.

& Kklares Sol
® Niederschlag
T LT T LT T L T LT T LT T I/l'/ T LT T L T L T E T & T
10 ¢ * * * * * * o
(o & o o e o o o
0.8 |- —
* * * ° L] ° ) °
< L
8 06} -
i * * * * L] L] ) °
N
04 |- -
* * * * * ° ° °
0.2 .
1 1 1 1 1 " 1 V| " 1 2 1 " 1 " 1 " 1

00 02 04 06 08 10 10 12 14 16 18 20
% (H,0)

Abb. 12: Variation des LA- und Wassergehalts (x) bei einer Solsynthese bezogen auf ein Aquivalent TEOT.
Zusammensetzungen, die zu einem klaren flieflenden Gel fiihrten, sind mit schwarzen Vierecken markiert.
Graue Kreise zeigen Zusammensetzungen des Sols an, bei denen ein Niederschlag ausgefallen ist.

Verhiltnisse von Milchsadure zu Titan von grofder als eins werden in dieser Arbeit nicht untersucht,
da das zu entwickelnde Material im biologischen Bereich Anwendung finden soll und dabei der pH-

Wert des Materials nicht zu sauer sein sollte.

1) Synthese der Spinnmassen

Die Spinnmassen werden iiber den Sol-Gel-Prozess hergestellt. Hierzu wird der Sol-Gel-Prakursor
TEOT in Ethanol vorgelegt und 85 %ige LA zugegeben. Zuerst komplexiert LA in einer exothermen
Reaktion an Titan. Nach Zugabe von weiteren Mengen an VE-Wasser laufen weiterhin Hydrolyse-
und Kondensationsreaktionen ab, die durch den sauren pH-Wert im Sol katalysiert werden. Nach
einer Reaktionszeit von 24 h wird das Sol am Rotationsverdampfer eingeengt bis sich eine bei RT
klare, fadenziehende Spinnmasse ausbildet. Die fadenziehenden Eigenschaften sind ein Indiz dafiir,

dass die Spinnmasse zu Fasern versponnen werden kann.
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2) Spinnprozess

Die herzustellenden Fasern sollen an einer Spinnanlage (Abb. 13) unter Druck versponnen werden.
Dazu wird ein Sol an einem Rotationsverdampfer zu einer klaren gelb-orangefarbenen
fadenziehenden Spinnmasse eingeengt. Die Spinnmasse wird in einen temperierbaren
Spinnbehalter gefiillt und mit einem Druck von bis zu 40 bar durch eine Diisenplatte mit sieben
runden Diisen mit einem Durchmesser von je 150 um gepresst. Aufgrund der fadenziehenden
Eigenschaften der Spinnmasse bilden sich nach Passieren der Diise Fiaden, die durch einen 2 m
hohen Fallturm auf einen Changiertisch fallen. Aufgrund der starken Oberflachenvergréfierung bei
der Bildung der Fiaden entweichen Losungsmittelreste wihrend der Fallzeit durch den Fallturm
und es konnen auf einem in x- und y-Richtung beweglichen Changiertisch feste Fasern aufgefangen

werden.

'

||

Abb. 13:a) Spinnanlage mit (1) Spinnbehalter und Diisenplatte, (2) Fallturm und (3) Changiertisch zur
Vliesherstellung. b) Durch den Turm fallende Fasern werden auf einem in x- und y- Richtung bewegbaren
Changiertisch aufgefangen. (Fotos: B. Christ, Fraunhofer ISC)

Der Faserdurchmesser wird hauptsdchlich durch die Viskositit des verwendeten Gels und den
angelegten Druck beeinflusst. In dieser Arbeit liegt das Hauptaugenmerk nicht auf der Optimierung
der Spinnparameter, sondern auf der generellen Spinnfihigkeit eines Sols und der

Charakterisierung der erhaltenen Fasern.
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3) Charakterisierung verschiedener Fasern

Im Folgenden werden verschiedene LA-Fasern, die sich wihrend der Synthese in ihrem Sdure- und
Wassergehalt unterscheiden, ndher charakterisiert. Neben der Aufklarung der Fasermorphologie
liber REM- und AFM-Untersuchungen wird der Koordinationsmodus von Lactat an Titan iiber FTIR-
Spektroskopie analysiert und ein Vergleich der verschiedenen Fasern durchgefiihrt. Zusatzlich

konnten die Fasern iiber 13C-MAS-NMR- und TGA-MS-Messungen untersucht werden.

Tabelle 4 zeigt zusammenfassend die Bezeichnungen und die jeweiligen Zusammensetzungen der
Sole der in diesem Kapitel untersuchten Fasern. Hierbei wurde in Bezug auf die
Faserzusammensetzung LA8 sowohl der LA-, als auch der Wassergehalt in den verschiedenen

Formulierungen erniedrigt.

Tabelle 4 : Zusammenfassung der verschiedenen Fasersysteme mit ihren Zusammensetzungen im Sol.

Bezeichnung  X(TEOT) X(LA 85%ig) X(H:0)

LA8 1 1 18,5
LA14 1 0,5 0,5
LA27 1 1 0,5
LA31 1 0,75 0,5
LA89 1 0,25 0

Zuerst wird die Faser LA8 mit einem LA:Ti-Verhaltnis von einem Aquivalent Ti und 18,5
Aquivalenten Wasser untersucht. Das Sol wurde zu einem fadenziehenden Gel mit einem
Feststoffgehalt von 30 % eingeengt und versponnen. Abb. 14 zeigt ein Foto der erhaltenen
farblosen Fasern, eine REM-Aufnahme sowie eine AFM-Messung. Die Fasern weisen laut REM-
Aufnahme einen konstanten Durchmesser von ca. 30 um und eine sehr homogene Oberflache auf.
Die AFM-Aufnahme zeigt in hoherer Auflésung die Topographie der Faseroberfliche. Hierbei
konnen kleine Rillen ldngs der Faser in der Grofdenordnung von ca. 3 nm erkannt werden.
Vermutlich sind diese Rillen durch die Form der Diisenbohrungen in der Diisenplatte bedingt. Des
Weiteren konnte im Fasermaterial weder tiber N»-, noch iiber Ar-Sorption Porositit festgestellt

werden.
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Abb. 14: a) LA-Fasern in einer Petrischale, b) REM-Aufnahme einer LA8-Faser mit einem Durchmesser von ca.
30 um (1000fache VergrofRerung, InLens-Detektor), c) AFM-Aufnahme der Oberflache einer LA8-Faser.

Abb. 15 zeigt FTIR-Spektren einer zermorserten LA8-Faser und von 85 %iger Milchsaure.
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Abb. 15 : FTIR-Spektren der Faser LA8 (schwarz, durchgezogene Linie) und Milchsaure (grau, gestrichelt).

Im FTIR-Spektrum der Faser LA8 findet sich im Vergleich zum FTIR-Spektrum der freien Saure
keine Schwingungsbande bei 1729 cml. Dafiir kdnnen Schwingungsbanden bei 1649 cm! und
1568 cm! detektiert werden, die im Bereich von asymmetrischen Streckschwingungen v,s(CO0-)
von Carboxylaten liegen. Wasser zeigt eine Deformationsschwingung 6(H20) bei 1638 cm-! [49)], die
auch im Spektrum von 85 %iger Milchsdure zu erkennen ist. Wie sich im Laufe der Arbeit noch
genauer zeigt, enthélt die LA8-Faser noch Wasser. Demzufolge resultiert die Schwingungsbande bei
1649 cm! vermutlich aus einer Uberlagerung von zwei Schwingungsbanden - zum einen §(H:0)

und zum anderen vq(COO-). Die genaue Bandenposition von v4(COO-) kann daher nicht bestimmt
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werden. Zudem zeigt LA8 eine weitere Schwingungsbande im Bereich der asymmetrischen
Streckschwingung von Carboxylaten bei 1568 cm'l. Die beiden zugehodrigen symmetrischen
Streckschwingungen vs(CO0-) kénnen bei 1419 cm! und 1310 cm! gefunden werden. Bildet man
die Differenzen A,s.s erhélt man die Werte von > 340 cm! und 149 cm-1. Der Wert von > 340 cm! ist
grofier als der Wert von Milchsdure und spricht fiir eine monodentate Komplexierung; der Wert
von 149 cm! liegt im Vergleich zu Milchsdure bei einem kleineren Wert und spricht fiir bidentate

Koordination.

In einer Studie von Lin et all* wurde unter anderem die Adsorption von Milchsdure auf einer
Ti02-Oberfliche mittels FTIR-Spektroskopie untersucht. Bei Raumtemperatur konnen neben
Signalen von freier Milchsdure auch Werte von v4(COO-), die den Bandenpositionen in dieser Arbeit

sehr dhnlich sind, bei 1679 cm-! und 1569 cm-! detektiert werden.

Auch die von Takahashi et all128] erhaltenen Spektren gehen mit den Spektren dieser Arbeit
konform. Sowohl im FTIR-Spektrum von TiBALDH als auch in den Spektren der Produkte aus den
Umsetzungen von Titanisopropylat mit Milchsdure in den Verhdltnissen 1:1 und 1:2 kénnen die
Vass(CO0-)-Banden von monodentat koordiniertem Lactat bei ca. 1640 cm! und 1336 cm'!
detektiert werden. Bei TIBALDH scheint lediglich der monodentate Koordinationsmodus
vorzuliegen. Bei den Produkten der Umsetzung dagegen sind auch vgs(COO-)-Banden einer

bidentaten Komplexierung bei 1569 cm! und 1415 cm-! nachweisbar.

Abb. 16 zeigt FTIR-Spektren von LA-Fasern verschiedener Zusammensetzungen. Alle Spektren sind
sich sehr dhnlich. Neben den v(OH)-Banden bei 3391 und 3236 cm! konnen auch v(CH)-Banden bei
2985, 2938 und 2870 cm-! detektiert werden. Im Wellenzahlbereich von 1800 bis 1000 cm-! sind
sowohl Banden von Lactat-, als auch von Ethoxyliganden detektierbar. Auf Lactatliganden sind
nicht nur die mono- und bidentaten v4(COO-) und vs(CO0-), sondern auch 64.(CH3) bei 1464 cm,
64.(OH) bei 1376 cm-! und §(CH) bei 1312 und 1277 cm-! zuriickzufiihren. Die Schwingungsbanden
bei 1448 und 1384 cm-! sind &4s(CH3) und 65(CH3) der Ethoxyfunktionalitdt zuzuordnen. Die Banden
bei 1122 cm!, 1094 cm! und 1052 cm! deuten alkoholische C-O-Streckschwingungen an, die
entweder der a-Position des Lactats*9l oder dem Ethoxyrestl129 zuzuschreiben sind. Da das
Spektrum von TiBALDH ebenfalls diese drei Banden zeigt(128], miissten sie von der CO-Schwingung
in a-Position des Lactats resultieren. Im Wellenzahlbereich von kleiner als 1000 cm! sind die

Banden hauptsichlich Ti-O-Schwingungen zuzuschreiben.
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Abb. 16: FTIR-Spektren von LA-Fasern mit verschiedenen Zusammensetzungen (a) iiber den gesamten
Wellenzahlenbereich und (b) ein Ausschnitt im Wellenzahlenbereich von 1800 bis 1000 cm: Ti: LA: H,0 =
1:1:18,5(LA8), 1:1:0,5(LA27),1:0,75:0,5(LA31),1:0,5:0,5(LA14), 1:0,25:0 (LA89). Die Position
von §5(CH3) der Ethoxyliganden bei 1384 cm-! wurde zur Erleichterung fiir das Ablesen grau markiert.

Die Fasern LA8 und LA27 haben ein Ti:LA-Verhéltnis von 1:1 und unterscheiden sich bei der

Solherstellung nur im Wassergehalt. Bei LA8 wurde zur Hydrolyse bedeutend mehr Wasser
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eingesetzt als bei LA27. Die §5(CH3)-Bande der Ethoxygruppen bei 1384 cm! ist im Spektrum von
LAS8 nicht und bei LA27 als Schulter erkennbar. Auch 6.;(CHs3) des Ethylrestes bei 1448 cm-! ist bei
LA27 starker ausgepragt. Alle weiteren Lactatschwingungen werden bei beiden Fasern detektiert.
Im Spektrum von LA27 ist zuséatzlich noch mit der Bande bei 1737 cm! eine geringe Menge an

unkoordiniertem Lactat detektierbar.

Die Sole der Fasern LA27, LA31 und LA14 wurden mit der gleichen Menge an Wasser hydrolysiert,
der Milchsauregehalt nimmt in der Reihenfolge LA27 > LA31 > LA14 ab. Auch dies dufdert sich in
den Spektren mit einer Zunahme in der Intensitdt der OEt-Schwingungsbanden bei Verringerung
des Milchsduregehaltes. Aufgrund des geringen LA-Gehalts verbleibt ein héherer Gehalt an OEt-
Gruppen in der Faser. Bei LA14 kann zudem eine Schulter bei 1071 cm-! detektiert werden, die

ebenfalls auf eine Ethoxygruppe zuriickzufiihren ist.[129]

LA89 stellt in der Zusammensetzung einen Grenzfall dar. Es wurde nur eine geringe Menge an
Milchsdure und kein zusatzliches Wasser zur Hydrolyse verwendet. Die Banden der Ethoxygruppen
sind hier deutlich erkennbar. Die schirfsten Banden von Lactat - v4(COO-) der mono- und
bidentaten Lactatkoordination - sind hier nur als Schultern detektierbar, da sie von §(H:0)

liberlagert werden.
Die v(CH)-Banden im Bereich von 2985 bis 2870 cm-! nehmen mit sinkendem Milchsaureanteil zu.

Bei allen LA-Fasern liegt Lactat sowohl im monodentaten, als auch im bidentaten
Koordinationsmodus vor. Mit sinkendem Wassergehalt konnen Schwingungen von Ethoxyliganden
detektiert werden, die an Intensitit gewinnen je weniger Milchsdure im Sol verwendet wurde.

Tabelle 5 zeigt zusammenfassend die Zuordnungen sdmtlicher Schwingungsbanden von LA-Fasern.
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Tabelle 5 : Ubersicht und Zuordnung von FTIR-Schwingungsbanden in LA-Fasern.

Position der Zuordnung der
Schwingungsbande Schwingungsbanden
LA OEt
(cm™)
3391 v (OH)
2985 Vas(CH3)
2938 Vas(CHZ)
2870
1652 Vas(COO-) monodentat
1567 Vas(COO-) bidentat
1464 6as(CH3)
1448 6as(CH3)
1418 v5(CO0-) bidentat
1384 6s(CHs)
1376 64.(OH)
1340 vs(CO0O-) monodentat
1312 6(CH)
1277 6(CH)
1121 VAL(CO)
1092 va1(CO)
1051 VAL(CO)

Ramanmessungen konnten mit dem faserférmigen Material nicht durchgefiihrt werden, da sich das

Probenmaterial im Laserstrahl zersetzt.

Weitere Hinweise iiber die Koordination von LA und das Vorliegen von OEt-Gruppen kénnen am
Beispiel der Faser LA8 iiber 13C-MAS-NMR-Untersuchungen erhalten werden. Ein 13C-MAS-NMR-
Spektrum der LA8-Faser (Abb. 17) steht mit der Koordination von Lactat Uber zwei

Koordinationsmodi, sowie der Anbindung von Ethoxyliganden im Einklang.
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Abb. 17 : 13C-MAS-NMR-Spektrum der Faser LA8.

Das 13C-Signal bei 183,0 ppm und die Schulter bei 189,1 ppm zeigen zwei unterschiedliche C-Atome
einer Carboxylat-Einheit an. Auch ein 13C-MAS-NMR-Spektrum eines Titan-Citrat-Komplexes zeigt
je nach Koordination von Citrat an Ti unterschiedliche Signale des C-Atoms in der Carboxylat-
Funktion.[130] Dies steht auch mit dem 13C-MAS-NMR-Spektrum von Einkristallen des Komplexes
(NH4)2[Ti(LA)3] im Einklang. Laut Rontgenkristallstrukturanalyse dieser Substanz weisen alle drei
Lactatliganden einen monodentaten Koordinationsmodus auf und zeigen im NMR-Spektrum 13C-
Signale bei 187,7 ppm, 81,5 ppm und 21,5 ppm.[131 Die zwei Peaks im Spektrum aus Abb. 17 zeigen
demnach mono- und bidentate Koordination von LA an Ti an. Im Bereich von 65 bis 90 ppm kénnen
in Abb. 17 drei Signale detektiert werden. Die Peaks bei 84,2 ppm und 69,1 ppm entsprechen dem
C-Atom in a-Position des Lactats fiir mono- und bidentate Komplexierung. Das Signal bei 73,5 ppm
deutet auf die CH2-Einheit von Ethoxygruppen hin.[132] Der Peak der Methylgruppen der Lactat- und
Ethoxyliganden befindet sich bei 20,6 ppm.[132]

Eine thermogravimetrische Untersuchung des Materials LA8 unter synthetischer Luftatmosphare
zeigt unter Bertcksichtigung einer DSC-Messung mehrere Massenverluststufen (Abb. 18). Die erste
Massenverluststufe (MV) stellt einen endothermen Prozess dar und liegt in einem Bereich von
30 °C bis 170 °C. Die zweite Massenverluststufe liegt in einem Temperaturintervall von 170 °C bis
393 °C und beinhaltet zwei exotherme Vorginge. Eine kleine Massenverluststufe, die zwischen
393 °C und 433 °C liegt, geht in die letzte, stark exotherm ablaufende Massenverluststufe {iber. Bei
der Endtemperatur von 900 °C bleibt eine Restmasse mgest von 47.5 % der Ursprungsmasse mg
zuriick. Demnach betragt der organische Anteil (inkl. der Anteil der Ti-OH-Gruppen, die zu Ti-O-Ti-

Briicken kondensieren) in der Faser 52,5 %.
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Abb. 18 : Thermogravimetrische Untersuchung der Faser LA8 unter synthetischer Luftatmosphare mit
zugehoriger DSC-Messung.

Eine Kopplung des Thermogravimeters mit einem Massenspektrometer (TGA-MS) gibt weitere
Aufschliisse tiiber die Zersetzungsprozesse wahrend des Temperns. Bedingt durch den
Gerateaufbau werden im  Massenspektrometer nicht nur Massenfragmente der
Zersetzungsprodukte, sondern auch kontinuierlich Massenfragmente des Schutzgases (Argon) und
des Prozessgases (synthetische Luft oder Argon) detektiert. Somit resultieren die Fragmente von
m/z =40 (Ar*), 20 (Ar++) und 36 (36Ar+) von Argon und die Fragmente von m/z = 32 (02*), 28 (N2*),
16 (0+), 14 (Nz**) von synthetischer Luft. Unter synthetischer Luftatmosphare konnen wahrend des
Aufheizens bis 900 °C die Massenfragmente m/z =12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 22, 25, 26, 27, 29,
30,41, 42, 43, 44 und 45 detektiert werden.

In Tabelle 6 sind moégliche Zuordnungen der verschiedenen Massenfragmente aufgelistet:

Tabelle 6 : Auflistung und Zuordnung der Massenfragmente, die wiahrend der TGA-MS-Messung von LA8
unter synthetischer Luftatmosphare detektiert wurden.

m/z Fragment m/z Fragment m/z Fragment
12 C+ 20 Ar+ 32 Oy

13 CH+ 22 COz* 41 O=(H)C=C+
14  CHz*, N* 25 C=CH+ 42 HO-CH=C*
15 CHz* 26 HC=CH+ 43 HO=C=CH:*
16 O 27  HC=CH+* 44  COz*

17 OH* 28 Ny, H.C=CH2* 45 OCzHs*

18 H0+ 29 0=CH* C;Hs*

19 H3O+ 30 O0=CHy*
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In Abb. 19 sind die MS-Scans wihrend der TGA-Messung abgebildet. Zur Ubersichtlichkeit sind

jeweils nur die m/z-Fragmente abgebildet, die in dieser Massenverluststufe eine Anderung zeigen.
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Abb. 19 : MS-Scans wahrend einer TGA-Messung der Faser LA8 [a) MV1 b) MV 2 und 3, ¢) und d) MV4]. Die
Messung fand unter synthetischer Luftatmosphére statt.

In der ersten Massenverluststufe (0 - 170 °C) werden die Massenfragmente 17 (OH*) und 18 (H.0+)
freigesetzt. Demnach wird bis 170 °C physikalisch adsorbiertes Wasser oder Wasser, das durch

Wasserstoffbriickenbindungen in der Faser integriert ist, freigesetzt.

In der zweiten Massenverluststufe (170 - 393 °C) kénnen die Fragmente 12, 13, 15, 17, 18, 22, 25,
26, 27,29, 30, 43, 44 und 45 detektiert werden. Wahrend dieser thermischen Zersetzung wird kein
Sauerstoff (m/z= 32 und 16) verbraucht. Aufgrund der Freisetzung von CO2** und CO* ohne

Verbrauch von Sauerstoff kann davon ausgegangen werden, dass sich die Carboxylatfunktion
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wahrend dieser Massenverluststufe zersetzt. Auch die Freisetzung von Fragmenten wie O=CH;",

0=CH* bestétigt die Zersetzung von Lactat.

In der geringen dritten Massenverluststufe (393 °C - 433 °C) konnen im MS nur die m/z-Fragmente
18 (H20*) und 17 (OH*) nachgewiesen werden. Hier scheint sich durch Kondensationsreaktionen

das TiO2-Gerlist zu stabilisieren.

In der letzten, stark exothermen Massenverluststufe werden unter Sauerstoffverbrauch die
Fragmente 12, 17, 18, 22, 43, 44 und 45 abgespalten. Dies deutet auf die Freisetzung restlicher
Ethoxy-Gruppen hin, so dass bei 900 °C reines TiO; vorliegen sollte.

Ein weiterer Nachweis, dass das Carboxylat in der Massenverluststufe 2 zersetzt wurde und in
Massenverluststufe 4 nur noch Alkoxy-Gruppen vorliegen, konnte mit FTIR-Spektroskopie erbracht
werden. Hierzu wurde eine Probe mit einer Aufheizrate von 10 K/min unter Luftatmosphéare
analog zur TGA-Messung auf 430 °C erhitzt. Ein Ausschnitt dieses FTIR-Spektrums ist in Abb. 20

gezeigt.
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Abb. 20 : FTIR-Spektrum der Probe LAS8, die vorher mit einer Heizrate von 10 K/min unter Luftatmosphare
auf 430 °C getempert wurde.

Hiermit wird die Theorie aus den TGA-MS-Messungen bestdtigt, dass wihrend der letzten
Massenverluststufe keine Carboxy-, sondern nur noch Alkoxy-Gruppen im Fasermaterial vorliegen.
Im FTIR-Spektrum der bis zu 430 °C getemperten Probe koénnen keine COO--Schwingungen,
sondern nur &s(CHz) von Ethoxy-Gruppen bei 1383 cm! identifiziert werden. Bei der

Schwingungsbande bei 1635 cm! handelt es sich um §(H20) von adsorbierten Wassermolektilen.

Zur Bestimmung der bei 900 °C vorliegenden Modifikation von TiO; wurden XRD-Messungen

durchgefiihrt. Dafiir wurde die Faser LA8 analog der Bedingungen wahrend einer TGA-Messung auf
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eine bestimmte Temperatur erhitzt und von der verbleibenden Probe Roéntgenpulver-

Diffraktogramme (XRD) aufgenommen (Abb. 21).
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Abb. 21 : Rontgenpulverdiffraktogramme von LA8-Fasern, die mit einer Aufheizrate von 10 K/min unter
Luftatmosphére bis zu 300 °C, 450 °C, 500 °C, 550 °C, 750 °C und 900 °C getempert wurden. Reflexe von
Anatas sind mit einem (#) gekennzeichnet, Reflexe von Rutil mit einem (*).

Ab einer Temperatur von 300 °C konnen erste Reflexe von Anatas erkannt werden. Anatas bleibt
die einzig detektierte TiO,-Modifikation bis zu einer Temperatur bis 550°C. Bei 600 °C beginnt die
Phasenumwandlung zu Rutil und es kdénnen sowohl Reflexe fiir die Modifikation Anatas als auch
Rutil detektiert werden. Ab einer Temperatur von 700 °C liegt nur noch phasenreines Rutil vor. Der
Vergleich mit der TGA-Messung zeigt, dass die Bildung von Anatas bereits wihrend der zweiten
Massenverluststufe (170 - 393 °C) beginnt. Wahrend der letzten Massenverluststufe bilden sich

erste Rutilreflexe im XRD aus, so dass ab 700 °C nur noch die Modifikation Rutil vorliegt.
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4) Degradationsverhalten

Zur Untersuchung des Degradationsverhaltens der LA-Fasern wurden Degradationsprofile sowohl
in VE-Wasser, als auch in PBS erstellt. Das Degradationsprofil in PBS liegt ndher an der Degradation
in Zellkultur oder an in-vivo-Anwendungen, da hier ein physiologischer pH-Wert und eine
physiologische Osmolaritit vorliegen. Die Degradationsuntersuchungen in Wasser dagegen

erleichtern die Analytik fiir die Identifikation der Degradationsprodukte.

LA8-Fasern mit einem LA-Gehalt von 1 und einem hohen Wassergehalt von 18,5 wihrend der
Synthese werden in Kontakt mit Wasser/PBS innerhalb von wenigen Sekunden aufgelost und
wieder in den Solzustand tiberfiihrt. Mit Spinnmassen mit einem Wassergehalt von <1 kénnen
Degradationsprofile erstellt werden. Das Degradationsprofil der Faser LA89 (Abb. 22) ist
exemplarisch fiir alle anderen LA-Fasern gezeigt. Bei der LA89-Faser handelt es sich um die Faser
mit dem niedrigsten LA-Gehalt und stellt somit den vielversprechendsten Kandidaten fiir spatere
Versuche mit Fibroblasten dar. Die Degradationsprofile der Fasern LA14, LA27 und LA31 befinden
sich im Anhang 1. Alle Degradationsprofile zeigen den gleichen Trend. Innerhalb der ersten
Stunden verlieren die Fasern an Masse; danach bleibt die Kurve konstant bei einem Wert iiber den
restlichen Verlauf der Degradationsdauer. Auffallend ist, dass der Massenverlust wahrend der
Degradation in VE-Wasser starker ist, als der Massenverlust in PBS. Dies liegt an der Adsorption
von Salzen aus der PBS-Losung an die Faseroberflache, die trotz zweimaligen Spiilen nicht komplett

entfernt werden konnten.
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Abb. 22 : Degradationsprofile der Faser LA89 in Wasser (schwarze Dreiecke) und PBS (graue Vierecke). Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die einzelnen Punkte miteinander verbunden.
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Zudem wurden LA89-Fasern in VE-Wasser eingelegt und die Leitfahigkeit der Losung im zeitlichen
Verlauf iiber 10 h vermessen (Abb. 23). Innerhalb der ersten 4 h werden leitfahige Substanzen von

den Fasern an die Degradationslésung abgegeben.
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Abb. 23 : Bestimmung der Leitfahigkeit von VE-Wasser, in das LA89-Fasern liber einen Zeitraum von 10 h
eingelegt wurden.

Zur Aufklarung des Degradationsverhaltens wurden sowohl die degradierten Fasern, als auch die
wassrige Losung, in denen die Fasern degradiert wurden, ndher untersucht. Dies geschieht
wiederum am Beispiel der Faser LA89. Die degradierten und getrockneten Fasern wurden mittels
REM-Untersuchungen und FTIR- und TGA-Messungen naher charakterisiert. Im Eluat wurden die
fliichtigen Degradationsprodukte iiber GC-Messungen identifiziert. Zur Analyse der nicht fliichtigen
Degradationsprodukte wurde das Eluat lyophilisiert und der Riickstand mit NMR-Messungen und

[CP-Untersuchungen untersucht.

Die Oberflichenmorphologie der Fasern wurde wahrend der Degradation in sterilem Wasser niaher
charakterisiert. Abb. 24 zeigt REM-Aufnahmen einer undegradierten LA89-Faser und von LA89-
Fasern, die fiir 7 und 14 Tage in Wasser behandelt wurden. In den 1k-fachen VergréfRerungen (Abb.
24 a) erkennt man, dass der Faserdurchmesser konstant bleibt. Leichte Schwankungen sind auf den
Spinnprozess zurlickzufilhren. Die unbehandelte Probe verhdlt sich gegeniiber dem
Elektronenstrahl dufderst sensitiv und bricht wahrend der Messung im REM. Mit steigender
Degradationszeit kdnnen vermehrt kleine Ablagerungen und leichte Kratzer (Probe: 14 d in H;0)

auf der Faseroberfliche erkannt werden.
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Von den gleichen Fasern sind in Abb. 24 b 150k-fache Vergrofierungen von einer glatten Stelle der
Faseroberfliche gezeigt. Die nicht degradierte Faser weist eine sehr glatte Topographie auf. Mit

steigender Degradationszeit bildet sich allmé&hlich eine granulare Oberflache.

a) 1k-fache Vergrofderungen

0 din H>0 ~ 7dinH;0 14dinH.0

I

b) 150k-fache VergrofRerungen
0din H,O 7 d in H,0 14 din H,0_

Abb. 24 : REM-Aufnahmen (InLens-Detektor) von einer undegradierten und von 7 bzw. 14 Tage in sterilem
Wasser degradierten LA89-Fasern. a) 1000fache Vergrofierung; b) 150000fache Vergrofierung.

In Abb. 25 sind die FTIR-Spektren der undegradierten LA89 und einer fiir 14 d in VE-Wasser
degradierten Faser dargestellt. Nach 14 Tagen Degradationszeit in VE-Wasser sind noch immer
Schwingungsbanden von organischen funktionellen Gruppen (Lactat) detektierbar. Auffallend ist,
dass wahrend der Degradation vor allem die Schwingungsbande der Ethoxygruppen bei 1384 cm'!
nahezu komplett verschwindet. Dies steht mit der Theorie, dass Alkoxyliganden schneller

hydrolysiert werden als mehrzdhnige Chelatliganden (wie Lactat), im Einklang.[23]

Seite | 55



ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Synthese und Charakterisierung von LA-Fasern

v ] v ] ) v I
— LA89
| ----LA89 Degr 14d_H20

- N, W

Transmission (a.u.)

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Wellenzahl (nm)

Abb. 25: FTIR-Spektren einer undegradierten LA89-Faser (schwarze Linie) und einer fiir 24 h in VE-Wasser
degradierten LA89-Faser (graue Linie).

Somit liegt auch nach einer 14-tdgigen Degradationsdauer noch immer Lactat in der Faser

gebunden vor. Dies kann auch iiber TGA-Messungen (Abb. 26) nachgewiesen werden.
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Abb. 26 : TGA-Untersuchung der LA89-Faser (schwarze Linie) und einer fiir 14 d in H,0 degradierten LA89-
Faser (graue Linie). Die Messungen erfolgten unter synthetischer Lustatmosphére.

mgest der undegradierten LA89-Faser liegt bei 59,4 %, mges: der flir 14 d in Wasser degradierten
LA89-Faser bei 70,7 %. Dies zeigt, dass wahrend der Degradationsdauer organische Gruppen in der
Faser abgespalten werden. Somit steigt der Feststoffgehalt an TiO; in der degradierten Faser. Des
Weiteren fallt auch auf, dass die TGA-Kurve der undegradierten LA89-Faser drei

Massenverluststufen besitzt. Diese stehen im Einklang mit der in Abb. 18 diskutierten LA8-Faser -
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lediglich die kleine Massenverluststufe im Bereich von 393 - 433 °C kann bei der Faser LA89 nicht
identifiziert werden. Diese ist vermutlich auf eine  Umstrukturierung des Ti-O-Gertlstes

zurickzufiihren.

Die TGA-Kurve der degradierten LA89-Faser zeigt Massenverluststufen in den gleichen
Temperaturbereichen wie die undegradierte Faser und zusatzlich eine weitere Massenverluststufe
im Bereich von 300 - 420 °C. Diese zusatzliche Massenverluststufe deutet auf Umstrukturierungen

der Faserstruktur wiahrend des Degradationsprozesses hin.

Der restliche organische Anteil scheint in der Faser eingeschlossen zu sein und kann nicht
innerhalb von 400h freigesetzt werden. Vermutlich bildet sich an der Faser wahrend der
Degradation eine Hiille aus TiO;, welche die hybride Komposition der Faser einschliefst. Erst durch
die langsame Degradation der TiO:-Hiille bedingt durch die Sattigungskonzentration von Ti(OH).
und Ti(O)(OH); in wassriger Losung kann der hybride Kern der Faser weiter abgebaut werden.
Dies konnte durch EDX-Untersuchungen bekraftigt werden. Abb. 27 zeigt eine REM-Aufnahme
eines Querschnitts einer LA89-Faser mit EDX-Messungen an zwei verschiedenen Positionen. Aus
den EDX-Ergebnissen wird deutlich, dass der Gehalt an Organik (Kohlenstoff) relativ zum Gehalt an
Ti im Kern der Faser (Position 1) bedeutend hoher ist als im Faserdufderen (Position 2). Die Faser
bricht wahrend der REM- und EDX-Messung; eine Erklarung hierfiir wird im Laufe der Arbeit

gefunden.

Degradationsuntersuchungen in einer Durchflussapparatur, die das Erreichen der
Sattigungskonzentrationen von Titan(IV)oxid und Titan(IV)oxidhydroxid im Degradationsmedium
vermeidet, waren aufgrund der geringen mechanischen Eigenschaften der Faser LA89 nicht
moglich. Wahrend der Scherung des Degradationsmediums an der Faseroberfliche zerfielen die
Fasern in kleine Partikel und wurden durch die porése Membran der Durchflussapparatur(Poren:

11 pm) abtransportiert.
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b) Position 1 c) Position 2
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Abb. 27 : a) REM-Aufnahme des Querschnitts einer LA89-Faser. Die Faser wurde in einem Harz eingebettet
und mit Hilfe von Cross-Section-Polishing (CSP) prapariert. b und c¢) EDX-Aufnahmen an den
gekennzeichneten Positionen 1 und 2 in der REM-Aufnahme (a).

GC-Untersuchungen des Eluates zeigten nur ein fliichtiges Degradationsprodukt mit einem Peak bei
einer Retentionszeit von 1,86 min. Eine Referenzmessung mit absoluten Ethanol bestatigte, dass es
sich hierbei um Ethanol handeln muss. Das freigesetzte Ethanol kann auf zwei verschiedene Wege
freigesetzt werden. In der Faser adsorbiertes EtOH kann durch Kontakt mit Wasser aus der Faser
extrahiert werden. Zudem koénnen durch Wasserkontakt auch vorliegende Ethoxy-Gruppen

hydrolysiert werden und als EtOH freigesetzt werden.

Der Titan-Gehalt aller Eluate aus den Degradationsuntersuchungen konnte tiber ICP-Messungen

nicht bestimmt werden, da er unter der Detektionsgrenze lag.

Fiir die weitere Identifizierung der nicht fliichtigen Degradationsprodukte wurde der erhaltene
Extrakt lyophilisiert. Hierbei erhielt man einen farblosen Feststoff, der fiir eine ICP-Untersuchung
wieder in Wasser Uberfiihrt wurde. Die Konzentration der Losung betrug 270 mg/L. Hier konnte

iber eine ICP-Untersuchung eine Titankonzentration von 0,075 mg/L detektiert werden.
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Dementsprechend ist der Massenanteil an Titan in den nicht fliichtigen Degradationsprodukten

0,28 %o.

Flir NMR-Untersuchungen wurde der farblose Riickstand wieder in D,0 gel6st (Abb. 28). Das 1H-
NMR-Spektrum zeigt ein Dublett bei 1,32 ppm und ein Quartett bei 4,24 ppm; das 13C-NMR
Spektrum Signale bei 19,4 ppm, 66,9 ppm und 179,5 ppm. Dies deutet auf die Freisetzung von

Lactat hin.[133]
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Abb. 28 : 1H- und 13C-NMR-Spektrum in D,0 des lyophilisierten Degradationsriickstandes.

Das NMR-Rohrchen des Degradationsproduktes in D0 wurde fiir eine Woche bei RT aufbewahrt
und nochmals vermessen. Nun koénnen zusitzlich zwei neue Signale im 1H-NMR-Spektrum
detektiert werden: Ein tieffeldverschobenes Quartett bei 4,97 ppm und ein hochfeldverschobenes
Dublett bei 1,26 ppm. Der Vergleich mit der Literatur zeigt, dass Seisenbaeva et al183] die gleichen

Signale bei der Untersuchung von TiBALDH erhalten hatte.

Das 13C-NMR-Spektrum zeigt neben den Signalen von freiem Lactat auch drei zusitzliche Signale
bei 19,1 ppm, 82,2 ppm und 188,4 ppm. Diese Signale konnten auch in einer 13C-MAS-NMR-
Untersuchung von Einkristallen der wasserloslichen Verbindung [(NH.).Ti(LA)3] in einer Studie

von Kakihana et al.31] detektiert werden (vgl. Abb. 29).
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Abb. 29 : erneute Messung des lyophilisierten Degradationsriickstandes nach einer Woche Lagerung in D0
1H- und 13C-NMR-Spektrum (L6sungsmittel: D,0).

Die geldsten Titan-Spezies komplexieren demzufolge wieder in Losung zu einem wasserldslichen
Komplex und fallen nicht mehr aus. Das Réhrchen aus den NMR-Untersuchungen wurde fiir
insgesamt 2 Monate bei RT aufbewahrt. Innerhalb dieser Zeit blieb die Losung im NMR-Rohrchen
klar. Ein nach 2 Monaten vermessenes Spektrum war noch mit dem Spektrum nach 2 Wochen

identisch.

Hiermit konnte neben der Bestimmung tber ICP-Untersuchungen zusitzlich indirekt die
Freisetzung von titanhaltigen Stoffen aus der Faser widhrend der Degradation nachgewiesen
werden. Dies deutet stark darauf hin, dass das Fasermaterial iiber lange Zeit auch bei in-vivo-
Anwendungen mit stindigem Austausch der Degradationsmedien, vermutlich in Form von

Ti(OH)4[801 und Ti(0)(OH).[81], abgebaut werden kann.

5) Integration von Gegenionen in die LA-Faser

Der pH-Wert eines Scaffold-Materials fiir die Besiedelung mit z. B. Hautzellen sollte bei einem Wert
nahe des physiologischen pH-Wertes von 7,4 liegen. In dieser Arbeit werden Carbonsduren als

Chelatliganden verwendet, so dass die Sole mit Basen neutralisiert werden miissen.

Analog zu den nicht neutralisierten Solen soll sich zuerst das Sol-Gel-System nur durch die
Chelatliganden selbst katalysiert ausbilden. Nach einer Reaktionszeit von 3 h wird eine Base in
stochiometrischen Mengen zugegeben und das Sol anschliefend am Rotationsverdampfer zu einem

Gel eingeengt.
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5.1) Anorganische Basen

Der Einsatz von anorganischen Basen, wie beispielsweise NaOH, KOH, Ca(OH),, Na;COs etc., bei der
Neutralisation des Sols fiihrt zur spontanen Bildung eines farblosen Niederschlages. Diese Sole
konnen nicht in ein fadenziehendes Gel tberfiihrt werden und sind demnach zur Herstellung von

Titan(IV)oxid-haltigen Fasern liber die Methode des Druckspinnens ungeeignet.

5.2) Ammonium
Eine vielversprechende Base zum Neutralisieren des Sols ist Ammoniak. Dieser wird als 28 %iges
Ammoniakwasser zugegeben. Nach der Aufarbeitung kann ein fadenziehendes Gel erhalten und zu

Fasern versponnen werden.

Abb. 30 zeigt ein FTIR-Spektrum der Fasern LA_NH4*_11 und LA8. Das Sol dieser Fasern enthalt die
gleiche Zusammensetzung von TEOT : LA : H,0 (1: 1: 18,5); die Faser LA_NH4*_11 wurde mit einer
bezogen auf LA gleichen Stoffmenge Ammoniakwasser neutralisiert. Danach konnte ein pH-Wert

des Sols von 7 ermittelt werden.
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Abb. 30 : FTIR-Spektren der Fasern LA8 (grau, gestrichelt) und LA_NH4*_11 (schwarz, durchgezogene Linie).

Im Spektrum der Faser LA_NHs*_11 liegt eine NH4*-Schwingung bei 1400 cm! im Bereich von
1800 bis 1000 cm'l. Weitere Ammoniumschwingungen im Bereich von 3000 bis 3200 cm-! sind

nicht abgebildet.[134

Durch das Gegenion Ammonium ist die elektronische Umgebung des koordinierten Carboxylats

verandert, so dass auch die Schwingungen v4(COO-) und vs(COO-) leicht verschoben sein miissten.
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Im Bereich von vg(COO-) kann nur eine Schwingungsbande beobachtet werden. Sie liegt bei
1619 cm-l. Dieser Wert spricht fiir eine Koordination der Carboxylat-Gruppe an Titan, da die
Bandenposition im Vergleich der Position von v.(COO-) von freier LA eindeutig zu niedrigeren
Wellenzahlen verschoben ist. Die Schulter bei 1307 cm'! kann vs(CO0O-) zugeordnet werden. Das
resultierende Aa.ss liegt bei 312 cm! und kann nicht eindeutig einer mono- oder bidentaten
Chelatisierung zugeordnet werden. Ein Vergleich mit dem kommerziellen ammoniumhaltigen
TiBALDH weist Ahnlichkeiten auf. Auch hier liegt nur ein Koordinationsmodus mit einem 4,s.s von
ca. 300 cm! vor.[27] Die leichte Differenz der beiden 4.ss-Werte konnte an den unterschiedlichen
Wassergehalten von beiden Systemen liegen. Demnach scheint §(H20) bei TIBALDH einen grofderen

Einfluss auf die Verschiebung der Bandenposition zu haben.

Die Faser LA_NH4*_11 weist ebenso wie die Faser LA8 einen sehr hohen Wassergehalt in der
Synthese der Spinnmasse auf. Auch in ihren Degradationseigenschaften sind sie sich sehr dhnlich

und l6sen sich in Wasser innerhalb weniger Sekunden komplett auf.

5.3) Amine und Aminosauren

Flir die Degradationseigenschaften der Fasern scheint es von Vorteil zu sein, dass wahrend der
Synthese < 1 mol Wasser bezogen auf TEOT verwendet wird. Daher sollen nun organische Basen als

Feststoff zu den Spinnmassen zugegeben werden.

Als Base wurde zuerst das primdre Amin Phenethylamin (biogenes Amin) verwendet. Ein FTIR-
Spektrum einer LA-Faser mit Phenethylamin als Gegenion, wie auch von reinem Phenethylamin
sind exemplarisch in Abb. 31 dargestellt. Charakteristische Banden von Phenethylamin bei 1496

und 1454 cm! sind im Spektrum der Faserprobe gekennzeichnet.[135]
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Abb. 31 : FTIR-Spektrum einer Faser mit Phenethylamin als Gegenion (schwarz, durchgezogene Linie) und
Phenethylamin (grau, gestrichelte Linie).

Auch Aminosduren koénnen als organische Basen fungieren und stellen zusatzlich kein Risiko
gegeniiber Zellen bei dem Einsatz in einem Scaffold-Material dar. Auch hier konnten pH-neutrale,
spinnfahige Gele erhalten werden. In diesen Versuchen wurde der Wassergehalt im Sol dufierst
niedrig gehalten und eine Solzusammensetzung analog der Faser LA89 gewahlt. Die Spektren der
Fasern mit und ohne Aminosduren unterscheiden sich kaum. Abb. 32 zeigt dies am Bespiel einer
Faser mit Phenylalanin als Gegenion (LA89_Phe). Der Koordinationsmodus von Lactat an das
Titanoxidgertst dndert sich nicht im Vergleich zu LA89 ohne Base. Es konnen in beiden Fasern die

Bande fiir v4(CO0-) bei 1630 cm-! und eine Schulter bei 1583 cm-! ausgemacht werden.
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Abb. 32 : FTIR-Spektren der LA89 mit Phenylalanin als Gegenion (schwarze Linie) und ohne Gegenion (graue
Linie).
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Die Degradationsprofile beider Fasern in PBS verhalten sich sehr dhnlich (Abb. 33). Innerhalb der
ersten Stunden findet ein Massenverlust statt. Danach fillt die Degradationskurve nicht weiter und
pendelt sich bei einem konstanten m%-Wert ein. Der Massenverlust der Phenylalanin-haltigen

Faser ist um ca. 5 % stirker.
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Abb. 33 : Degradationsprofile tiber 450 h von LA89 (graue Vierecke) und LA89_Phe (schwarze Dreiecke) in
PBS.

5.4) Chitosan

Das protonierbare Biopolymer Chitosan sollte ebenfalls in eine Spinnmasse integriert werden.
Chitosan 16st sich beispielsweise in 5 %iger LA13¢], fallt allerdings in alkoholischer Lésung wieder
auslésl, Aufgrund dieser Eigenschaften wurde eine Spinnmassenzusammensetzung verwendet, bei
der vor dem Verspinnen der komplette Gehalt an Ethanol am Rotationsverdampfer entfernt wurde.

Eine solche Spinnmassenzusammensetzung stellt die Formulierung der Faser LA8 dar.

0,25 m% an Chitosan bezogen auf den Milchsdure-Gehalt wurden vor Zugabe zum Sol geldst. Nach
Zugabe dieser Mischung zum Sol fiel unter starkem Riihren ein feiner Niederschlag aus. Erst nach
Entfernen von Ethanol aus dem Ansatz klarte dieser wieder auf und konnte in eine spinnfdhige

Spinnmasse lberfiithrt werden.

Diese Fasern werden im Folgenden als LA8_CHI bezeichnet, weisen eine sehr geringe mechanische
Stabilitat auf und miissen sehr sorgfaltig gehandhabt werden, da sie sehr leicht in viele Bruchstiicke

zerfallen.

Die Form dieser Fasern ist jedoch sehr interessant. Im Gegensatz zu allen anderen hier
untersuchten Fasern sind sie nicht rund im Querschnitt, sondern weisen eine Hantelform auf, die

zusatzlich noch verdrillt vorliegt (Abb. 34). Die ,Hantel“ ist ca. 70 um breit und ca. 30 um hoch.
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Diese Hantelform ist auf einen Manteleffekt zuriickzufiihren. Beim Verdampfen der
Losungsmittelreste aus der Faser wahrend des Spinnvorgangs trocknet die Faseroberfldache
schneller als das Faserinnere, so dass sich die Faser einschniirt und eine Hantelform ausgebildet
wird. Dies kann beispielsweise auch bei Kieselgelfasern beobachtet, die mit der gleichen

Technologie versponnen werden.[137]

Abb. 34 : REM-Aufnahmen (InLens-Detektor) der Faser LA8_CHI.

Aufgrund dieser Eigenschaft und dem Gehalt an Biopolymer Chitosan wird diese Faser noch weiter

in Kapitel II.1 verwendet.

6) Zytotoxizitatstests

Zur Uberpriifung der Zytotoxizitit kann ein WST-1-Tests in Anlehnung an die DIN-Norm DIN ISO
10993-5 durchgefiihrt werden. Die Fasern wurden fiir 48 h in Zellkulturmedium inkubiert und
danach entfernt. Anschlieffend wurden Mausfibroblasten der Zelllinie L929 fiir 24h mit
verschiedenen Konzentrationen des inkubierten Extrakts (100 %, 50 % und 25 %) kultiviert und

deren WST-1-Aktivitit bestimmt.

Zuerst wurde LA89_Phe hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdt getestet. Dieses Fasersystem wurde
aufgrund des niedrigen LA-Gehaltes und des Einsatzes von Phenylalanin als Gegenion als das

Vielversprechendste eingestuft. Die Ergebnisse der WST-Tests sind in Abb. 35 dargestellt.
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Abb. 35 : WST-1-Aktivitat und Zellzahl der Extrakte der fiir 24 h inkubierten LA89_Phe-Faser (100 %, 50 %
und 25 %) bezogen zur Negativkontrolle (Extrakt ohne Fasern).

Der 100 %ige sowie der zu 50 % verdiinnte Extrakt wirken auf Mausfibroblasten der Zelllinie L929
zytotoxisch. In beiden Fallen liegen die WST-1-Aktivitit sowie die Zellzahl bezogen auf die
Negativkontrolle unter einem Wert von 81%. Die 25 %ige Verdiinnung des Extraktes zeigt mit
einem Wert der WST-1-Aktivitit von 94,4 % keine Zytotoxizitat gegentliber den Fibroblasten; die
Zellzahl liegt hier allerdings mit einem Wert von 76,0 % knapp unter der Grenze von 81 %, was

einer schwachen Zytotoxizitit gleichzusetzen ist.

Demnach scheint eine zu hohe Konzentration der Degradationsprodukte - Milchsdure,
Phenylalanin und Ethanol - in den Wells vorzuliegen. Daher wurden fiir erneute Zytotoxizitatstests
die Fasern fiir die Zytotoxizitatstests vorkonditioniert. Die Fasern wurden fiir 24 h in VE-Wasser
eingelegt und anschliefdend fiir 24 h in Zellkulturmedium inkubiert. Die Ergebnisse der Extrakte

von LA89 und LA89_Phe sind in Abb. 36 dargestellt.[138]
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Abb. 36 : WST-1-Aktivitit und Zellzahl der Extrakte (100 %, 50 % und 25 %) der fiir 24h in Wasser
vorkonditionierten a) LA89-Faser und b) LA89_Phe-Faser bezogen zur Negativkontrolle (Extrakt ohne
Fasern).

Die vorkonditionierte Faser ohne Gegenion (LA89_24h_H,0) zeigt in den Werten der WST-1-
Aktivitat keine Zytotoxizitat. Alle Verdiinnungen des Extrakts libersteigen die geforderten 81 %. Bei
der Bestimmung der Zellzahl erreicht der 100 %ige Extrakt einen Wert bezogen auf die
Negativkontrolle von 65,7% und ist hier als mafdig zytotoxisch einzustufen. Die beiden

Verdiinnungen (50 % und 25 %) zeigen Werte von liber 81 %.

Die vorkonditionierte Phenylalanin-haltige Faser (LA89_Phe_24h_H,0) zeigt durchwegs in allen
drei Verdiinnungen in der WST-1-Aktivitdt, als auch in der Zellzahl keine zytotoxischen

Eigenschaften auf Mausfibroblasten der Zelllinie L929. Alle Werte liegen oberhalb von 81 %.

7) Untersuchung des Biegedurchmessers der Fasern

Fiir eine Anwendung der Fasern als Zelltrdgermaterial miissen diese gut handhabbar sein.
Beispielsweise soll das Material mit einer Pinzette in eine Well-Platte gegeben und daraus wieder

entfernt werden konnen.

Alle LA-Fasern sind direkt nach dem Verspinnen intrinsisch stabil und verhalten sich dufierst
flexibel. Zum Beispiel konnen aus der ca. ein DIN A4-Format grofien Fasermatte, die beim
Verspinnen auf dem Changiertisch entsteht, mit einem Stanzwerkzeug direkt nach dem Verspinnen
runde Stiicke passend fiir ein Well in einer Well-Platte gestanzt werden. Diese sind leicht

handhabbar und konnen mit einer Pinzette in ein Well tiberfithrt werden.
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Nach wenigen Minuten bei Raumtemperatur versproden die Fasern stark und brechen wahrend

der Handhabung sehr leicht.

Die Durchfithrung von Zugversuchen mit einzelnen Fasern oder mit ganzen Faservliesen war nicht
moglich, da diese nicht in die Vorrichtung der Zugmaschine eingespannt werden konnten. Daher
wurde liber den Biegedurchmesser der Fasern direkt nach Verspinnen und nach Lagerung von 3 d
bei Raumtemperatur im Labor an Zylindern mit verschiedenen Durchmessern Informationen tiber
die Sprodigkeit des Materials gewonnen. Je kleiner der Biegedurchmesser ist, desto flexibler und
weniger sprode verhélt sich die Faser. Abb. 37 zeigt die Ergebnisse dieser Biegeversuche am

Beispiel der Faser LAS.
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Abb. 37 : Ergebnisse der Biegeversuche von einer LA8-Faser direkt nach dem Verspinnen (schwarze Punkte)
und einer LA8-Faser, die fiir 3 d bei RT gelagert wurde (graue Dreiecke). Zur besseren Nachverfolgung mit
dem Auge wurden die einzelnen Punkte durch eine Linie verbunden.

In einem Bereich des Biegedurchmessers von 12,5 bis 2,5 mm verhalt sich die Faser direkt nach

dem Verspinnen eindeutig biegsamer und flexibler als eine bei Raumtemperatur gelagerte Probe.

8) Zusammenfassung

Die Ergebnisse aus Kapitel I lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass sich Mikrofasern aus einem Sol aus TEOT, LA, Ethanol
und Wasser tiber Druckverspinnen generieren lassen. Hierzu wurde ein Sol hergestellt, das zu einer
spinnbaren viskosen Masse weiterverarbeitet und zu Fasern versponnen wurde. LA koordiniert

dabei vollstandig an Titan, sowohl in monodentater als auch in bidentater Koordinationsweise.
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Da die Fasern Anwendung als Zelltrdgermaterial finden sollen, wurde hinsichtlich der
Untersuchungen ihrer Degradationseigenschaften und der Zytotoxizitat eine Faser gewahlt, die in

ihrer Formulierung wenig LA enthalt (LA89).

Bei der Erstellung eines Degradationsprofils der Faser LA89 wurde gezeigt, dass innerhalb von
wenigen Stunden ein Massenverlust von ca. 20 m% stattfindet. Danach bleibt die Masse der Fasern
konstant. Als Degradationsprodukte konnte Ethanol, LA und eine titanhaltige Spezies - vermutlich
Ti(OH)4B9 und Ti(O)(OH).8! - identifiziert werden. Mit der Zeit reagiert die titanhaltige Spezies
mit ebenfalls degradiertem Lactat zu einem Komplex der Form [(X).Ti(LA)3], wobei X fiir ein
einfach negatives Gegenion steht (z. B. OH-). Dies geht mit der nachgewiesenen Bildung von Titan-
Citrat-Komplexen im menschlichen Koérper konform. Wahrend der Faserdegradation wird zuerst
eine titanhaltige Spezies freigesetzt. Diese reagiert erst allmahlich mit zur Verfiigung stehenden
Sauren, wie Lactat aus der Degradationsléosung zu einem wasserloslichen Titan(IV)komplex. Im
menschlichen Korper liegt eine Citrat-Konzentration von 100 uM vor. Daher kann davon
auszugegangen werden, dass sich wihrend der Faserdegradation bei In-vivo-Anwendungen auch

ein unbedenklicher Titan(IV)citratkomplex bilden wird.

Eine fiir 24 h in wéssriger Losung degradierte Faser scheint in ihrer Oberflaiche mit einer mit TiO;
passivierten Titanimplantatoberflache vergleichbar. Derartige Oberflachen sind seit Jahrzehnten in

der Medizintechnik etabliert.

Zudem konnten die Spinnmassen durch den Einsatz von Ammoniakwasser oder organischen Basen
(z. B. Amine, Aminosauren) auf einen physiologischen pH-Wert eingestellt werden und zu Fasern
versponnen werden. Hierdurch sollten positive Ergebnisse in den Zytotoxizititstests erzielt
werden. Zum anderen eroffnet die Integration von z. B. Aminen auch die Einarbeitung von Amin-
haltigen medizinischen Wirkstoffen. Dadurch kénnte das entwickelte Fasermaterial nicht nur als

Zelltragermaterial Einsatz finden, sondern zeitgleich auch als Wirkstofftransportsystem fungieren.

Unter Berticksichtigung des Degradationsverhaltens wurden Zytotoxizitdtstests in Anlehnung an
DIN ISO 10993-5 durchgefiihrt. Nach Vorkonditionierung des Fasermaterials konnte die Faser

LA89, die mit Phenylalanin neutralisiert wurde, als nicht zytotoxisch eingestuft werden.

Die Fasern zeigen direkt nach dem Verspinnen ein dufierst flexibles Verhalten. Sie kdnnen leicht
verformt und zugeschnitten werden und ihre Faserform bleibt stets erhalten. Nach Lagerung bei
Raumtemperatur beginnen die Fasern zu versproden und brechen bei Bertihrungen. Dieser Effekt
konnte auf eine sehr geringe Vernetzung des Titanoxid-Netzwerkes zurlickzufiihren sein und soll

im nachsten Teil der Arbeit verstanden und fiir die Anwendung optimiert werden.
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1) Variation der mechanischen Eigenschaften

In diesem Kapitel sollen die mechanischen Eigenschaften der Fasern verbessert werden, so dass
das faserformige Zelltrdgermaterial beispielsweise mit einer Pinzette in Wellplatten tberfiihrt

werden kann.

Um Aufschliisse iiber die Zusammensetzung der Faser zu bekommen wurden weitere
Fasersysteme, bei denen andere organische Sauren als Milchsdure als Chelatliganden eingesetzt

werden, hergestellt und mit LA-Fasern verglichen.

Als weitere Sauren werden die a-Hydroxycarbonsauren Glykolsaure (GA) und Mandelsdure (MA)
sowie die Carbonsduren Essigsdure (AA) und Propionsaure (PA) fiir die Herstellung von Fasern

verwendet.

Die TEOT-haltigen Sole mit den Siduren GA, MA, AA und PA verhalten sich verglichen mit LA
deutlich anders hinsichtlich ihrer Hydrolyseempfindlichkeit. Im Gegensatz zu den Solen der LA-
Fasern werden die verwendeten Sduren als Feststoff und nicht als 85 %ige Losung eingesetzt und
kénnen nur mit einem Zusatz geringer Mengen an Wasser zu einer fadenziehenden Spinnmasse
weiterverarbeitet werden. Zudem musste hier der Hydrolyseschritt unter Eiskiihlung durchgefiihrt

werden. Andernfalls fiel wiederum ein Niederschlag innerhalb von Sekunden aus.

Die Sonderrolle von LA scheint auf dem ersten Blick ungewohnlich, steht aber im Einklang mit den
Eigenschaften bekannter in Wasser stabiler Verbindungen. Es existieren zwar einige in Wasser
l6sliche und stabile Titan-carboxylat-Komplexel!39], jedoch ist nur ein in Wasser stabiler Titan-
alkoxo-carboxylat-Komplex bekannt. Dabei handelt es sich um TiBALDH mit Hydroxo-Liganden.[34
Weitere Titan-carboxylat-Komplexe mit  Alkoxo-Liganden kénnen leicht  unter
Schutzgasbedingungen aus Titanalkoxiden dargestellt werden. Diese verhalten sich jedoch dufierst

wasserempfindlich.[139]

Abb. 38 zeigt zusammenfassend verschieden Gehalte an GA bzw. MA und Wasser wahrend der
Solsynthesen bezogen auf 1 mol TEOT.1401 Alle Ansitze mit einem x(H.0) <2 fiihrten zu
fadenziehenden Spinnmassen. Bei Einsatz von hoéheren Mengen an Wasser fiel stets ein

Niederschlag im Kolben aus und der Ansatz konnte nicht zu Fasern versponnen werden.
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Abb. 38 : Variation des Carbonsiure- und Wassergehalts (x) bei einer Solsynthese bezogen auf ein Aquivalent
TEOT am Bespiel von GA bzw. MA.

Das Sol zur Spinnmassenherstellung ist bei Einsatz von einfachen Carbonsiduren wie AA und PA
noch starker hydrolyseempfindlich. Bei PA konnten nur fadenziehende Spinnmassen bei einem
Einsatz von x(H20)<1 erhalten werden; bei AA bei einem Einsatz von x(H:0)<0,5. Mit

Ameisensaure (FA, formic acid) konnte in keinem Versuch eine spinnbare Masse erzeugt werden.

Im Folgenden werden drei Strategien verfolgt, um das Versproden der Fasern zu vermeiden. Im
ersten Ergebnisteil dieser Arbeit wurde postuliert, dass die Fasern aus Titan-oxo-carboxo-Clustern

bestehen, die untereinander nur wenig vernetzt sind.

Ein hoherer Vernetzungsgrad zwischen den einzelnen Titan-oxo-carboxo-Clustern konnte die
mechanische Stabilitdt der Fasern auch nach Lagerung bei RT verbessern. Folgende drei Strategien

werden verfolgt:

1) Eine thermische Vernetzung der Titan-oxo-carboxo-Cluster,

2) die Anderung der intermolekularen Wechselwirkungen der Titan-oxo-carboxo-Cluster
untereinander und

3) die chemische Vernetzung der Cluster untereinander durch den Einsatz einer

Dicarbonséaure.

Zudem wird bei dem Versuch, die Faser thermisch zu vernetzen, auch die Chitosan-haltige Faser
LA8_CHI untersucht. Diese polymerhaltige Faser wurde zuséatzlich in Zellkulturversuchen naher

charakterisiert.
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1) Tempern eines Fasermaterials

Das Tempern der Fasern wurde exemplarisch am Fasersystem LA8 durchgefiihrt. Diese Fasern
verhalten sich nicht nur dufierst sprode nach einer Lagerung von wenigen Minuten bei RT, sondern
losen sich zudem innerhalb weniger Sekunden vollstindig in Wasser auf. Durch einen
Temperschritt sollte das Ti-O-Netzwerk starker vernetzt werden, wodurch die Fasern stabiler und
auch weniger 16slich in Wasser werden sollten. Dies ist beispielsweise eine gidngige Methode zum

Aushirten von Sol-Gel-Schichten.[141-142]

Das Tempern der LA8-Fasern erfolgt bei 170 °C. Diese Temperatur liegt in einer TGA-Messung
unter synthetischer Luft zwischen der ersten und zweiten Massenverluststufe (Abb. 18). Fiir die
Temperversuche wurde das Material fiir verschiedene Zeitspannen in einem Umluftofen getempert.
Die Faserform bleibt wahrend des Temperns bestehen; lediglich die Farbe des Materials dndert sich

von farblos bis braun.

Strukturelle Anderungen der Faser wihrend des Temperns konnen iiber FTIR-Spektroskopie
verfolgt werden. Abb. 39 zeigt FTIR-Spektren von LA8-Fasern nach verschiedenen
Temperintervallen bei 170 °C. Die Zeitspannen betrugen 1, 3, 5, 7 Stunden und 1, 2, 5, 6, 7 Tage.
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Abb. 39 : FTIR-Spektren von LA8-Fasern, die fiir verschiedene Zeitspannen bei 170°C im Umluftofen
getempert wurden.

Zwischen dem Spektrum der ungetemperten Faser und dem Spektrum der fiir sieben Tage bei
170 °C getemperten Faser konnen eindeutige Unterschiede erkannt werden. Die Bandenpositionen
bei 1652 cmt, 1448 cm1, 1121 cm! 1092 cm! und 1051 cm-! bleiben auch wahrend des Temperns
konstant bzw. werden nur minimal verschoben. Die Banden bei 1652 cm! (vqs(C00-)), 1121 cm-!
(p(CH3) +vaL(C,-0)), 1092 cmt und 1051 cm-! (var(C,-0)) stellen die Intensivsten von monodentat
koordiniertem Lactat dar. Die Schwingungsbande bei 1448 cm! ist auf die asymmetrische
Deformationsschwingung 6.(CH3) von Ethoxygruppen zuriickzufiihren. Ein weiteres Anzeichen fiir
Ethoxygruppen ist die Schwingungsbande bei 1348 cml. Sie ist 65(CHs) in Ethoxyresten
zuzuordnenl!29 und lasst sich erst ab 1h Temperaturbehandlung als Schulter detektieren und
wachst mit steigender Temperdauer zu einer klaren Schwingungsbande heran. v4(COO-) und
vs(COO-) von bidentat koordiniertem Lactat verschieben sich wahrend des Temperns hin zu
niedrigeren Wellenzahlen. Nach sieben Tagen Temperaturbehandlung liegen sie bei 1521 cm! und
1401 cm-L. Somit betrigt deren Differenz A.s-s 120 cm-1, was auf eine bidentate Chelatisierung eines

Carboxylats hindeutet. Alle weiteren Lactat-typischen Schwingungsbanden wie &4(CH3) bei
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1464 cm-1, 54, (OH) bei 1376 cm ! oder §(CH) bei 1312 cm! und 1277 cm-! sind nach siebentagigem

Tempern nicht mehr erkennbar.

In einer Studie von Chen et all*9 werden Umlagerungsprozesse von auf TiO;-Oberflichen
adsorbierten Lactat-Molekiilen untersucht. Unter oxidativen Bedingungen und einer
Oberflachentemperatur von ca. 250 °C wird Lactat zu Propionat und kleineren Anteilen an Acetat

umgelagert.

Um diesen Effekt zu priifen wurden auch Spinnmassen mit Essigsdure (AA:Ti=0,25) und
Propionsaure (PA : Ti = 1) synthetisiert, die auch zu Fasern versponnen wurden. Die FTIR-Spektren

von AA7- und PA2-Fasern zeigt Abb. 40.
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Abb. 40 : FTIR-Spektren a) einer AA- und b) einer PA-Faser.

Sowohl das FTIR-Spektrum der AA7-, als auch der PA2-Faser zeigen fiir v,(COO-) und vs(CO0-) im
gleichen Bereich, wie die fiir 7 d bei 170 °C getemperte LA8-Faser. Die Hinweise von Chen et al.[*9),
dass wdahrend der Umlagerung mehr Propionat als Acetat entsteht, kdonnten auch mit der
Temperreihe der LA8-Faser iibereinstimmen. Die sehr breite Schwingungsbande der fiir 7d
getemperten LA8-Faser hat im FTIR-Spektrum eine Bande bei 1521 cm-!; hier hat auch die PA2-
Faser ihre starkste Bande fiir v,;(CO0-).

Doeuff et all1#3] beschreibt ein Xerogel, welches aus einem Sol aus Ti(OBu)s und Essigsadure
synthetisiert wurde und bei 80 °C getrocknet wurde. Auch hier werden Schwingungsbanden von

koordiniertem Acetat bei 1555 cm-1und 1445 cm-! identifiziert.

Um eine klare Aussage liber die Umlagerung zu einer Sdure zu erhalten wurde mit der fiir 7 d bei
RT getemperten Probe einer 13C-MAS-NMR-Untersuchung durchgefiihrt (Abb. 41). Hier konnen

insgesamt zwei Peaks (183,3 und 23,1 ppm) detektiert werden. Dies bestdtigt die Umlagerung zu
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einem Carboxylat mit einem C,-Korper. Die Reaktion von Essigsdure mit Ti(O!Pr) zeigt Signale bei
der gleichen chemischen Verschiebung.['*1l Demzufolge wird Lactat in der Faser wahrend des

Temperns tiber 7 d bei 170 °C zu Acetat umgelagert.

*C-MAS-NMR

23,1

183,3

\ap

2£"IJO | 260 I 1%0 I 1(|)0 I 5|0 l (lJ
chemische Verschiebung (ppm)

Abb. 41 : 13C-MAS-NMR-Spektrum einer LA8-Faser, die fiir 7 d bei 170 °C getempert wurde.

Auch die Faser LA8_NH4* wurde fiir verschiedene Zeitintervallen bei 180 °C getempert und FTIR-
spektroskopisch untersucht. Abb. 42 zeigt FTIR-Spektren von Fasern, die fiir verschiedene
Zeitintervalle bei 170 °C analog zu der in Abb. 40 beschriebenen Versuchsreihe mit der Faser LA8

in einem Umluftofen getempert wurden.

Die NH4*-Schwingung bei 1400 cm'! nehmen schon nach 1 h Temperzeit deutlich ab. Nach dieser
Zeit spaltet sich das Signal von v4(COO-) in zwei Signale auf. Diese Bandenpositionen liegen bei ca.
1652 und 1567 cm! und entsprechen den gleichen Positionen wie bei der Faser ohne
Ammoniumionen (LA8). Wahrend des Temperns dndern sich die Schwingungsbanden analog zu
dem Versuch in Abb. 39 und es konnen die fiir Ethoxy-Gruppen typischen Schwingungsbanden
(1027 und 1051 cm1) und die breiten Schwingungen fiir v,(CO0-) und vs(COO-), die ebenfalls in

Bereich von Propionat und Acetat liegen, ausgemacht werden.
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Abb. 42 : FTIR-Spektren von LA8_NH4*-Fasern, die fiir verschiedene Zeitspannen bei 170 °C im Umluftofen
getempert wurden.

Die Faser mit Chitosan als Gegenion (LA8_CHI) wurde ebenfalls bei 170 °C getempert. In Abb. 43 ist

eine TGA- und eine DSC-Untersuchung des verwendeten Chitosans gezeigt.
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Abb. 43 : a) TGA-Messung und b) DSC-Messung von Chitosan unter synthetischer Luftatmosphdre. Die
Aufheizrate betragt 10 K/min.
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Die TGA-Kurve von Chitosan zeigt insgesamt drei Massenverluststufen mit einem mgesc bei 900 °C
von 3 %. In der ersten Massenverluststufe (RT - 170 °C) werden physikalisch adsorbierte und
durch Wasserstoffbriickenbindungen stiarker angebundene Wassermolekiile desorbiert.[145] Die
Zersetzung von Chitosan startet bei einer Temperatur von ca. 250°C, so dass im
Temperaturintervall von 170 - ca. 250 °C kein Massenverlust vorliegt. Dies wird durch die DSC-
Messung bestatig. Auch hier beginnt erst ab einer Temperatur von 250 °C der erste exotherme
Zersetzungsprozess, der Deacetylisierungsprozessen und der Spaltung von glykosidischen

Bindungen zuzuordnen ist.[145-146]

Demzufolge kann das Tempern der LA8_CHI-Faser im Umluftofen auch bei 170 °C durchgefiihrt

werden ohne das Biopolymer Chitosan zu zersetzen.

Das FTIR-Spektrum von LA8_CHI (Abb. 44) ist abgesehen von einer kleinen Bande (v4s(C00-))
unkoordinierter Milchsdure bei 1735 cm! identisch mit dem Spektrum von LA8. Der Chitosan-
Gehalt der Faser liegt bei 0,25 m% bezogen auf den LA-Gehalt und kann im FTIR-Spektrum nicht
abgebildet werden. Die Umlagerung in der Faser zu koordinierten Monocarboxylaten (Acetat oder
Propionat) kann wiederum mit den Schwingungsbanden bei 1532 und 1445 cm! detektiert
werden. Ebenfalls konnen auch die Schwingungen der Ethoxy-Gruppen bei 1051 und 1027 cm-!
nachgewiesen werden. Auffallend ist, dass dieser Umlagerungsprozess bereits nach 3 d bei 170 °C

beendet ist.
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Abb. 44 : FTIR-Spektren von LA8_CHI (graue Linie) und LA8_CHI, die fiir 3d bei 170 °C im Umluftofen
getempert wurde (schwarze Linie).
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Aufgrund des schnelleren Umlagerungsprozesses bei LA8_CHI wurde neben den TGA- und DSC-
Messungen nochmals gepriift, ob sich Chitosan wéihrend des Temperns zersetzt. Hierzu wurde
Chitosan fiir 3 d im Umluftofen bei 170 °C getempert und ein 13C-MAS-NMR-Spektren vor und nach
dem Temperschritt aufgenommen (Abb. 45).

a) b)
CHI CHI_170°C_3d

82

104
75
62

23

*

'~ 174

200 175 150 125 100 75 50 25 0 200 175 150 125 100 75 50 25 0
chemische Verschiebung (ppm) chemische Verschiebung (ppm)

Abb. 45 : 13C-MAS-NMR-Spektren von a) Chitosan und b) Chitosan, das fiir 3d bei 170 °C im Umluftofen
getempert wurde. Der Peak der Rotationsschwingungsbanden ist mit (*) markiert.

Die 13C-MAS-NMR-Spektrum von Chitosan, das liber 3 d getempert wurde, zeigt die gleichen Peaks
wie das Spektrum des ungetemperten Chitosans und ist mit der Literatur tibereinstimmend.[147-148]
In der getemperten Probe kann zusatzlich ein breites Signal bei 124 ppm detektiert werden, was
der Entstehung von amorphem Kohlenstoff zuzuordnen ist.[149-151] Dies geht mit der TGA-Messung
des reinen Chitosans konform. Der verbleibende Wert von 3 % in mges: kann hier auch dem von
Hersteller angegebenen Aschegehalt darstellen. Der Hersteller gibt den Aschegehalt mit ca. 1 m%

an.

Da die Struktur des Biopolymers Chitosan wahrend der Tempervorgangs intakt bleibt, wurde von
dieser Faser Zytotoxizitatstests in Anlehnung an DIN ISO 10993-5 durchgefiihrt. Die Ammonium-
haltige Faser (LA8_NH.4*), die fiir 7 d bei 170 °C getempert wurde, wurde ebenfalls getestet. Die

Inkubationszeit der Fasern und die Kultivierungsdauer mit L929-Zellen betrug jeweils 24 h.

Die Ergebnisse der WST-1-Assays sind in Abb. 46 dargestellt.

Seite | 79



ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Variation der mechanischen Eigenschaften

a) b)
160 160
L Il VS T-1-Aktivitat - © L Il VVST-1-Aktivitat LA8 CHI 170°C 3d -
140 | [ ] Zellzahl LA8_NH,_170 C—Td- 140 | [ ] Zellzahl - = - 4
R 1201 1 K120} §
= I =
T 100 F T {1 8100 -
2 i 2
£ 80 4 £ 80 4
v 60 4 ~ 60 e
o 0l o 0l
2 40 [ 12 40 .
20 E 20 .
0

L 0
100% 50% 25% +Kontrolle 100% 50% 25% +Kontrolle

Abb. 46 : WST-1-Aktivitit und Zellzahl der Extrakte (100 %, 50 % und 25 %) a) der fiir 7d bei 170 °C
getemperten LA8_NH,*-Faser und b) der fiir 3 d bei 170 °C getemperten LA8_CHI-Faser. Alle Ergebnisse sind
bezogen auf die Negativkontrolle.

Alle Extrakte der beiden Fasersysteme zeigen Werte von = 81 %. Bei LA8_NH,* liegen die Werte der
WST-1-Aktivitat stets zwischen 81 und 90 %; die Werte der Zellzahl bei ca. 100 %. Bei der
Chitosan-haltigen Faser liegen alle Werte bei ca. 100 %. Demzufolge scheint Chitosan einen

positiven Einfluss auf die Zellproliferation und -aktivitat zu haben.

Wie die Degradationsprofile zeigen (Abb. 47) werden aus beiden Fasern keine Stoffe herausgelost,
die einen gravimetrisch bestimmbaren Massenverlust der Fasern anzeigen. Die Kurve im
Degradationsprofil zeigt einen linearen Verlauf bei 100 %. In keinen der erhaltenen Extrakte
konnten iiber GC-Messungen fliichtige Substanzen identifiziert oder nach Gefriertrocknung des

Eluats ein Riickstand erhalten werden.
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Abb. 47 : Degradationsprofile a) der LA8_NH,*-Faser und b) der LA8_CHI-Faser iiber 14 d in Wasser und PBS.
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Dennoch zeigen die Zytotoxizitatstest, dass es von Vorteil ist, Chitosan in die Faser zu integrieren.

Auf den fiir 7 d bei 170 °C getemperten LA8_CHI-Fasern wurden auch Zellbesiedlungsversuche iiber
einen Zeitraum von 7 d mit vier verschiedenen Zelllinien - Mausfibroblasten (L929), Endothelzellen

(16HBE), Chondrozyten (HTB94), Osteoblasten (MG63) - durchgefiihrt (Abb. 48).
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Abb. 48 : Zellbesiedlungsversuche auf fiir 7 d bei 170 °C getemperten LA8_CHI-Fasern. Dafiir wurden die
Zelllinien L929 (Mausfibroblasten), 16HBE (Endothelzellen), HTB94 (Chondrozyten) und MG63
(Osteoblasten) auf den Fasern ausgesat und iiber einen Zeitraum von 7 d kultiviert. An den Tagen 3, 5 und 7
wurde a) die WST-1-Aktivitat und b) die Zellzahl der auf den Fasern adhéarierten Zellen bestimmt. Die Werte
sind jeweils auf die Negativkontrolle (Zellen in Well ohne Fasern) bezogen.

Die prozentualen Werte in Abb. 48 kdnnen nur als Vergleichswert herangezogen werden, ob die
Aktivitat bzw. die Zellzahl iiber die Kultivierungsdauer der Zellen ansteigt, sinkt oder stagniert.
Denn in der Negativkontrolle konnte kein faserférmiges Referenzsystem mit gleicher
Maschenweite und gleichem Faserdurchmesser wie die zu testenden Proben verwendet, sondern
nur die zwei-dimensionalen Boden der Well-Platten herangezogen werden. Demnach war die
Initialbesiedlung in der Negativkontrolle um ein Vielfaches hoher. Beim Aussden der Zellen auf
Fasern konnen diese durch die Maschen der Faserprobe auf den Well-Boden fallen, was zu einer
niedrigen Initialbesiedlung auf den Fasern fiihrt. Die nicht an Fasern adhérierten Zellen wurden vor

der Bestimmung der WST-1-Aktivitdt und der Zellzahl entfernt.

Die WST-1-Aktivitat steigt bei den Zelllinien L929, 16 HBE und HTB94 stetig iiber die drei Messtage
hinweg an. Die Zelllinie MG63 zeigt iiber den Versuchszeitraum keinen signifikanten Anstieg in der

WST-1-Aktivitat.

Ein dhnlicher Trend lasst sich auch bei der Bestimmung der Zellzahl erkennen. Die Zelllinien L929
und HTB94 proliferieren iiber den Versuchszeitraum; die Zellzahl von 16HBE zeigt einen sehr

geringen Anstieg an Tag 7 und MG63 zeigt keine Proliferation {iber 7 d.
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Nach 3d Kultivierungsdauer = wurden  zusdtzlich von den besiedelten Fasern
immunofluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Abb. 49) und Aufnahmen unter dem ESEM (Abb.
50) durchgefiihrt.[152] In den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde der Zellkern mit dem
DNA Farbstoff Hoechst (blau) und die Mikrotubuli im Zytoskelett mit dem Farbstoff Cy3 (rot)
angefarbt.

a)
L929 Mausfibroblasten 16HBE Endothelzellen

»mm HTB-94 Chondrozyten MG63 Osteoblasten A

Abb. 49 : Aufnahmen angefirbter Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop von a) Mausfibroblasten (L929), b)
Endothelzellen (16HBE), c) Chondrozyten (HTB94) und d) Osteoblasten (MG63) auf LA8_CHI-Fasern, die
vorher fiir 3d bei 170 °C getempert wurden. Jede Zelllinie wurde fiir 3 d auf den Fasern kultiviert. blau:
Zellkern; rot: Mikrotubuli des Zytoskeletts.
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L929 Mausfibroblasten

HTB-94 Chondrozyten

Abb. 50 : ESEM-Aufnahmen von a) Mausfibroblasten (L929), b) Endothelzellen (16HBE), c¢) Chondrozyten
(HTB94) und d) Osteoblasten (MG63) auf LA8_CHI-Fasern, die vorher fiir 3 d bei 170 °C getempert wurden.
Jede Zelllinie wurde fiir 3 d auf den Fasern kultiviert.

Die Aufnahmen beider bildgebenden Methoden zeigen die Adhdasion aller Zelllinien auf der
getemperten LA8_CHI-Faser. Vor allem in den Immunofluoreszenz-Farbungen kann eine vitale,
ausgestreckte Morphologie aller Zelltypen erkannt werden. Unter dem ESEM erkennt man eine
hohere Tiefenscharfe und sieht zudem auch die Zellen auf dem Glasobjekttrager. Ein Vergleich
dieser Zellen mit den auf den Fasern adhérierten Zellen zeigt, dass sie sich in ihrer Morphologie
nicht dndern. Dementsprechend kénnen auch hier die Zellen als vital eingestuft werden. Die
Chondrozyten strecken sich sehr flach aus und kénnen unter dem ESEM nur als Schatten detektiert

werden.

Vor allem die Zelllinie L929 zeigt eine hohe Proliferationsrate und die Zellen besiedeln das

komplette Scaffold und erstrecken sich von Faser zu Faser (vgl. Abb. 51).
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Abb. 51 : L929-Zellen auf getemperten LA8_CHI_Fasern. Der Zellkern ist blau eingefarbt; das Zytoskelett der
Zellen in Rot.

Diese Ergebnisse gehen mit dem aktuellen Stand der Technik in der Literatur konform. Hier wurde
bereits TiO; mit Chitosan zu einem Biomaterial kombiniert. Beispielsweise wurde gezeigt, dass ein
poroses TiO,/Chitosan-Scaffold keinen toxischen Effekt auf Zellen der Zelllinien L929 und MG63,
sowie auf humane mesenchymale Stammzellen haben.[153] Ein weiteres Material - basierend auf
TiO2, Chitosan und Pektin - zeigte ebenfalls bei der Zelllinie L929 keine Zytotoxizitit.[154] Die in
dieser Arbeit erstmalig gezeigte Prozessierung eines Chitosan/TiO,-haltigen Materials zu

Mikrofasern ermdglicht den Einsatz dieses Hybridmaterials u. a. im Tissue Engineering.

2) Verwendung weiterer a-Hydroxycarbonsiuren fiir die Herstellung eines TiO-

basierten faserformigen Zelltragermaterials

Die These, dass in den Fasern wenig untereinander vernetzte Titan-oxo-carboxo-Cluster vorliegen,
wird in diesem Kapitel zum einen ndher untersucht. Zum anderen werden Fasern mit anderen
Sduren als Milchsdure betrachtet. Dies soll Einfluss auf die intermolekularen Wechselwirkungen

der Cluster untereinander haben, was die aufgestellte Theorie verstiarken konnte.

Als weitere Fasern werden die beiden a-Hydroxycarbonsduren GA und MA verwendet. Die
zugehorigen Faserformulierungen (GAO5 und MAOQO7) wurden in Anlehnung an das Fasersystem
LA27 synthetisiert. GAO5 und MAO7 wurden aus einem Sol der Zusammensetzung von TEOT :
Sdure : Wasser von 1:1:2 hergestellt. Bei der Faser LA27 liegt der Gesamtwasseranteil, der sich
aus dem Wasser-Gehalt der 85 %igen Milchsaurelosung und dem zusatzlich zugegebenen Wasser

berechnet, bei 1,9 bezogen auf den TEOT-Gehalt.
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Die Zusammensetzung der LA27, GAO5 und MAOQ7 sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7 : Uberblick iiber die Zusammensetzung der Fasern LA27, GAO5 und MAQO7 wdahrend der
Solherstellung.

Bezeichnung  X(TEOT) X(Saure) X(H:0) verwendete Siure

LA27 1 1 1,9 Milchsiure
GAO7 1 1 2 Glykolsaure
MAO5 1 1 2 Mandelsaure

Auffallend war, dass alle in Kapitel I beschriebenen Faser-Zusammensetzungen direkt nach dem
Verspinnen dufderst flexibel sind. Nach wenigen Minuten beginnen die Fasern bei RT sprode zu

werden und zerfallen beispielsweise bei der Handhabung mit einer Pinzette zu einem Pulver.

Nun sollen die drei Faserarten anhand von TGA-MS-Messungen untereinander verglichen und

Riickschliisse auf deren Zusammensetzung geschlossen werden.

Abb. 52 zeigt eine TGA-Messung einer LA27-Faser direkt nach dem Verspinnen und nach Lagerung
bei RT fiir 3 d.
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Abb. 52 : TGA-Messungen von LA27-Fasern, die direkt nach dem Verspinnen vermessen wurden (schwarze
Linie) und von LA27-Fasern, die fiir 3 d bei RT gelagert wurden (graue Linie). Die Messungen erfolgten unter
synthetischer Luftatmosphéare mit einer Auftheizrate von 10 K/min.

Es fallt auf, dass die fiir 3 d bei RT gelagerte Probe im Temperaturbereich von RT bis ca. 150 °C nur
einen minimalen Abfall der Kurve auf 97,5 m% aufweist. Die direkt nach dem Verspinnen
vermessene Probe zeigt eine Massenverluststufe mit Wendepunkt mit einem Massenverlust von
6,1 m%. Der restliche Verlauf der TGA-Kurven ist identisch, wobei die Kurve der direkt

vermessenen Probe stets ungefihr um die Differenz der beiden Kurven aus der ersten
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Massenverluststufe nach unten verschoben ist (um ca. 3,6 m%). Die prozentualen Massenverluste

fiir jede Massenverluststufe sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Diese Werte sind nahezu identisch.

Tabelle 8 : Zusammenfassung der Massenverluststufen der Proben LA27_RT_0d und LA27_RT_7d wéhrend
einer TGA-Messung unter synthetischer Luftatmosphére.

MV Temperaturbereich Massenverlust
LA27_RT_0d LA27_RT_7d
O (m%) (m%)
1 RT - 150 (2,5) 6,1
2 150 - 460 33,4 34,7
3 460 -900 16,3 15,6

Dies deutet darauf hin, dass direkt nach dem Verspinnen noch fliichtige Losungsmittel in der Faser

vorliegen. Wahrend der Lagerung scheinen diese Losungsmittelreste zu groféen Teilen zu

evaporieren.

Dies konnte mittels MS-Messungen wahrend der TGA-Messungen aus Abb. 52 nachgewiesen
werden (Abb. 53). In diesem Temperaturbereich konnten nur m/z-Fragmente von Wasser
(m/z =17 (OH*), 18 (H20%)) und keine Fragmente von Ethanol nachgewiesen werden. Sowohl der
lonenstrom von m/z=17, als auch von m/z=18 ist in der direkt nach dem Verspinnen

vermessenen Probe hoher. Dies spricht fiir eine Desorption von Wasser wahrend einer Lagerung
bei RT.
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Abb. 53 : Uber MS detektierte lonenstrome der Massenfragmente m/z = 17 (graue Linie) und 18 (schwarze
Linie) wéhrend einer TGA-MS-Messung der LA27-Faser, die direkt nach dem Verspinnen vermessen wurde
(links), und einer LA27-Faser, die vor der Messung fiir 3d bei RT gelagert wurde (rechts). Es ist der
Temperaturbereich der ersten MV in der TGA-Kurve abgebildet.
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In den beiden Massenverluststufen 2 und 3 werden analog zur TGA-MS-Untersuchung des
Fasersystems LA8 in Abb. 18 die m/z-Fragmente von 12, 13, 14, 15, 16,17, 18, 19, 22, 25, 26, 27, 29,
30, 41, 42, 43, 44 und 45 detektiert. Die weiteren Massenspektren der Faser LA27 befinden sich in
Anhang 2.

Um die chemische Zusammensetzung der LA27-Faser abzuschitzen wurde die Probe LA27

herangezogen, die 3 d bei RT gelagert wurde.

Vorab zu erwadhnen ist, dass die Faser definitiv nicht aus einer geordneten Struktur von Titanoxo-
Clustern besteht. Schlief3lich erhélt man mit einer XRD-Messung nur einen sehr breiten Reflex bei
6° 20 (vgl. Abb. 54). Vielmehr kdnnte es sich um eine Grundstruktur an Titanoxo-Clustern handeln,
die ungeordnet in der Faser vorliegen und teilweise lber Titanoxo-Briicken untereinander
verknlipft sind. Eine derartige Anordnung von SiO2-Clustern und ein breiter Reflex bei niedrigen

Winkeln liegt auch in der von Glaubitt et al.[1% entwickelten Kieselgelfaser vor.

6,3

Intensitét (a.u.)

: ' 10 . 15 . 20
20(°)

Abb. 54 : Rontgenpulverdiffraktogramm von LA27.

Anhand der TGA-Kurve der fiir 3d bei RT gelagerten LA27-Faser wird die Berechnung der
Faserzusammensetzung im Folgenden exemplarisch durchgefiihrt. Diese TGA-Kurve ist nochmals

in Abb. 55 gezeigt.
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Abb. 55 : TGA-Kurve einer LA27-Faser, die fiir 3 d bei RT gelagert wurde. Die verbleibende Restmasse betragt
46,8 % der Ursprungsmasse my.

Die Abschitzung der Faserzusammensetzung beriicksichtigt die Solzusammensetzung (TEOT : LA =
1:1) und die Bedingungen wahrend der verschiedenen Prozessierungsschritte. Weder bei der
Solherstellung, dem Einengen des Sols zur Spinnmasse am Rotationsverdampfer, noch wahrend des
Spinnprozesses kann Milchsaure entweichen. Dementsprechend sollte das Verhaltnis von Ti: LA

auch in der Faser bei 1: 1 liegen.

Der einzige Wert, der in der TGA-Kurve eindeutig einer Verbindung zugeordnet werden kann, ist
der Wert von mges;, der bei 46,8 m% liegt. Hier handelt es sich um die TiO,-Modifikation Rutil, die
auch tiber XRD-Untersuchungen nachgewiesen werden konnte (Abb. 56). Das Diffraktogramm zeigt

die fiir Rutil typischen Reflexe.[155-156]
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Abb. 56 : oben: XRD-Untersuchung des Riickstandes einer TGA-Messung von RT bis 900 °C der Faser LA27
unter synthetischer Luftatmosphare; unten: Referenzdiffraktogramm von Rutil aus der RRUF-Datenbank
(Downs et al. (1993) American Mineralogist 78, 1104-1107.). Der Reflex bei 27,39° 260 entspricht im
Referenzdiffraktogramm 100 %.

Ausgehend von dieser Erkenntnis kann die Ursprungsmasse mo der Faserzusammensetzung
berechnet werden. Um die Ergebnisse aus den Rechnungen leichter mit Molekiilstrukturen in
Verbindung setzen zu koénnen, wird bei der Berechnung davon ausgegangen, dass die Restmasse
Mgest im TGA-Tiegel bei 900 °C der molaren Masse von TiO; von 79,9 g/mol (= Mripz) entspricht. My
entspricht daher der Masse von 1 mol der Ausgangsverbindung, m%pges: dem Gesamtmassenverlust

in % der TGA-Kurve im Temperaturintervall von RT bis 900 °C (hier: m%rgest =46,8 %).

m%Ppest Formel 1
M, - 100es = My,
Mz, - 100 Formel 2
MO = —0
MYpest

Flir Mo der Faser LA27_RT_3d kann anhand Formel 2 der Wert 171 g/mol berechnet werden. Dies
bedeutet, dass 1 mol dieser Verbindung die Masse von 171 g besitzt.

Anhand Tabelle 1[21], erkennt man, dass es nur zwei bekannte Summenformel eines Titan-oxo-

carboxo-alkoxid-Clusters gibt, in der das Verhaltnis von Ti: RCOO- bei 1 liegt. Dabei handelt es sich
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um die viel verodffentlichte Verbindung [TisOs(RCOO-)s(OR")s] mit z. B. R=Et und R = Me und
[TizO(OR)7(OOCR")3] mit R = iPr und R = CCls.

Die Bildung des Clusters [TizO(OR)7(OOCR")3] mit LA als Carboxy-Ligand kann ausgeschlossen
werden, da dieser Cluster einen fiir die in Abb. 55 dargestellte TGA-Messung einen zu grofden
organischen Anteil erhalt. Bezogen auf 1 mol Ti erhilt man die Summenformel [TiOo33(OR)23(LA)].
Dieser Cluster miisste laut TGA-Messung eine M von 171 g aufweisen. Durch Einsetzen der Werte
von 48 g/mol fiir M(Ti), 16 g/mol fiir M(O) und 89 g/mol fiir M(RCOO- - entspricht hier Lactat)
erhdlt man einen Wert von 142 g/mol. Demnach blieben fiir 2,3 mol des Alkoxyliganden nur eine
Restmasse M von 29 g/mol. Allein der kleinstmdogliche Rest (R = H) im Alkoxyliganden (OR) wiirde
diesen Wert mit M(OR) = 2,3 mol - 18 g = 41,4 g/mol ilibersteigen.

Im Fall von [TigO¢(RCO0O-)(OR")6] erhilt man bezogen auf 1 mol Ti die vereinfachte Summenformel
TiO(RCOO-)(OR"), die laut der TGA-Messung von LA27 einer My von 171 g entsprechen soll. Durch
Einsetzen der Werte von 48 g/mol fiir M(Ti), 16 g/mol fiir M(O) und 89 g/mol fiir M(RCOO- -
entspricht hier Lactat) erhdlt man einen Wert von 153 g/mol. Dementsprechend verbleiben fiir

M(OR") ein Wert von 18 g/mol, was Hydroxy-Gruppen mit einer M von 17 g/mol sehr nahe kommt.

Die Differenz von 1 g/mol kann zum einem durch Wasserreste, die auf der Faseroberflache
adsorbieren, erklart werden. Dies geht mit den MS-Messungen aus Abb. 53 konform, denn auch in
der gelagerten Probe konnten noch Spuren an entweichendem Wasser detektiert werden. Zum
anderen ist auch ein gewisser Gehalt an OEt-Gruppen am Ti-O-Cluster wahrscheinlich. In den FTIR-
Studien in Abb. 16 tritt im Spektrum der Faser LA27 zumindest eine kleine Schulter bei 1384 cm-!

auf, die fiir das Vorliegen von Ethoxy-Gruppen spricht.

Des Weiteren wird die Faser aus einem sauren Sol hergestellt, das wahrend des Prozessierens zu
Fasern nicht neutralisiert wird. Nach Koordination der Milchsdure in Form von Lactat an Titan,
steht insgesamt ein Proton pro Titanatom bzw. Lactatligand zur Verfiigung. Im postulierten Cluster
TiO(RCOO-)(OR") mit R = H belauft sich das Verhaltnis von Ti: OH ebenfalls auf einen Wert von 1.
Dementsprechend kénnen auch die Hydroxy-Gruppen im Cluster protoniert vorliegen, so dass der

Cluster als TiO(RCOO-)(OR") mit R” = Hz* und RCOO- = Lactat postuliert werden kann.

Unter Einbeziehung von Tabelle 1 konnte demnach die Summenformel eines Titanoxo-Clusters, der
in der Faser vorliegt, in der protonierten Form TisOs(LA)s(OH2*)¢ mit M = 1020 g/mol postuliert
werden. Dies entspricht dem 6-fachen Vielzdhligen von TiO(RCOO-)(OR") mit R" = H,*.

Dennoch wird davon ausgegangen, dass dieser 6-kernige Titan-oxo-carboxo-Cluster nicht in
Reinform in der Faser vorliegt. Einige dieser Cluster werden vermutlich {tber

Kondensationsreaktionen verbriickt. Aufgrund der Sprodigkeit des Materials scheint diese
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Vernetzung der Cluster untereinander jedoch nicht sehr hoch zu sein. Fiir diese geringe Vernetzung
spricht auch das Vorliegen protonierter OH-Gruppen. OH,*-Gruppen kénnen nur in Anwesenheit
eines Nukleophils abgespalten werden. Das einzige der in dieser Theorie vorhandene Nucleophil
stellt die a-Hydroxyeinheit von bidentat koordinierter LA dar. Eine Kondensationsreaktion mit
einer Ti-OH,*-Gruppe konnte zudem aufgrund sterischer Hinderung unterbunden werden. Abb. 57
zeigt schematisch den Aufbau von TicOs(LA)s(OH2*)s. Die verbriickenden Lactatliganden sind aus

Griinden der Ubersichtlichkeit nur als rote Linien dargestellt.

Die Hydroxy- bzw. protonierten Hydroxy-Gruppen zeigen im Cluster zwar nach aufden, anhand der
Kristallstruktur von [TigOs(OEt)s(pn-02CCsH4OPh)6]1157]1 wird jedoch klar, dass diese Gruppen
sterisch durch die Carboxylatliganden abgeschirmt sind (vgl. Abb. 57 b). Auch bei Lactat als
Carboxylatligand kann dies ein Grund sein, warum es zu wenig Vernetzung der Cluster

untereinander kommen kann.

a) b)

Abb. 57 : a) Schema des postulierten Titan-oxo-carboxo-Clusters [TisOs(OR)s(LA)s] mir R = H»*, H, Et oder
,Tis0s(OR)s(LA)s“. Die LA-Liganden sind zur besseren Ubersicht lediglich als rote Striche dargestellt. b)
Einkristall-Rontgenstrukturanalyse von [TisO¢(OEt)s(pn-02CC6H4OPh)6]157). Anhand dieser Struktur wird
deutlich, dass die sterisch anspruchsvollen Reste der Carboxylat-Liganden im Cluster nach aufden gerichtet
sind (mit freundlicher Genehmigung der Royal Society of Chemistry).

Titanoxo-Cluster dieser Grundstruktur kénnen beispielsweise durch Umsetzen von TEOT mit der

entsprechenden Sdure gewonnen werden.[157]
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Direkt nach dem Spinnprozess sind die Fasern dufderst flexibel. Hier konnten die Cluster noch von
restlichen Wassermolekiilen aus der Spinnmasse umgeben sein. Sobald diese Wassermolekiile

verdampfen (z. B. bei Lagerung der Fasern bei RT), beginnt die Faser zu versproden.

Um diese These zu starken werden die Fasern GA0O7 und MAO5, ndher untersucht. Auch hier wird
die Bildung der gleichen Clusterstrukturen erwartet, die aufgrund einer unterschiedlichen
Seitenkette in der Sdure auf unterschiedliche Art und Weise wechselwirken miissten und somit

Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der Faser haben.

Das Sol der beiden Fasersysteme GAO7 und MAO5 wurde mit einem Verhaltnis von TEOT : Saure :
H20 von 1:1: 2 synthetisiert (vgl. Tabelle 7).

Die FTIR-Spektren der Fasern GAO7 und MAO5 (Abb. 58) zeigen keine Bande fiir v4s(COOH) einer
freien Sdure. Auch hier liegen beide a-Hydroxycarbonsduren an Titan koordiniert vor. GAQ7 zeigt
bei 1576 cm! eine Bande fiir v,(COO0-).471 Diese Bande entspricht vermutlich v4(CO0-) des
bidentaten Koordinationsmodus. Die vq(COO-) der monodentaten Chelatisierung ist vermutlich
analog zu den LA-Fasern von §(H20) iiberlagert. Im FTIR-Spektrum der MAO5-Faser konnen beide
Vas(COO) eindeutig identifiziert werden. Sie liegen bei 1655 und 1572 cm-1.
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Abb. 58 : FTIR-Spektren von a) Glykolsdure (gestrichelte Linie) und der Faser GAO7 (durchgezogene Linie)
und b) Mandelsdure (gestrichelte Linie) und der Faser MAO5 (durchgezogene Linie).

TGA-Messungen der fiir 3 d bei RT gelagerten Fasern GAO7 und MAO5 sind in Abb. 59 zu finden. Die
Untersuchung von GAQ7 ergibt einen Wert fiir mges: von 51,9 %; die Untersuchung von MAQO5 einen
Wert von 33,9 %. Auffallend ist, dass GAO7 einen Massenverlust von ca. 6,5m% im
Temperaturintervall von RT bis 150 °C aufweist. Dies kann an der Zersetzung von Glykolsdure bei

bereits 100 °C liegen. Beispielsweise spaltet Glykolsdure, die auf TiO, adsorbiert ist, Wasser bei
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einer Temperatur von 100 °C ab.[*’ Eine Abgabe von Wasser (m/z = 17 und 18) konnte auch in
TGA-MS-Messungen in diesem Temperaturbereich ermittelt werden (vgl. Anhang3). Bei
Temperaturen ab 150°C verlauft die Kurve bei beiden Fasern wieder iiber zwei

Massenverluststufen bis zu einem konstanten Wert - mgest.. Bei 900 °C liegt schliefRlich wieder die

TiO2-Modifikation Rutil vor.
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Abb. 59 : TGA-Untersuchungen unter synthetischer Luftatmosphdre mit einer Auftheizrate von 10 K/min der
Fasern a) GAO7 und b) MAOS.

Wie TGA-MS-Untersuchungen zeigen scheinen auch hier die Sduren analog zu der LA-Faser ab ca.
150 °C zu einem Alkoxid zu zerfallen (vgl. Anhang 4). Ab ca. 300 bzw. 350 °C beginnt eine neue
Massenverluststufe, bis sich letztendlich Rutil bildet.

Anhand von Formel 2 kann wiederum die Ursprungsmasse mo bzw. My bestimmt werden. Bei der

Faser GAQ7 liegt Mo bei 154 g/mol; bei der Faser MAO5 bei 236 g/mol.

Unter der Annahme der Bildung des Titanoxo-Clusters [TisOs(RCOO-)s(OH2*)s] bzw. bezogen auf
1 Mol-Aquivalent Titan [TiO(RCOO-)(OH:*)] ergibt sich im Fall von GA07 ein Wert fiir My von
157 g/mol und im Fall von MOO5 ein Wert fiir My von 233 g/mol. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 9

zusammengefasst.
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Tabelle 9 : Vergleich der anhand der postulierten Summenformel berechneten molaren Masse fiir
[TisO6(RCOO-)6(OH2*)6] und der nach Formel 2 anhand der TGA-Messungen errechneten M. Die Daten sind
fiir die Fasersysteme LA27, GAO7 und MAO5 gezeigt.

Faser  M[TiO(RCOO-)(OHz*)] Mjonach Formel 2 verwendete Siure
(g/mol) (g/mol)

LA27 171 171 Milchsdure

GAO7 157 154 Glykolsaure

MAO5 233 236 Mandelsaure

Der theoretisch anhand der postulieren Summenformel berechnete Wert fiir My der postulierten
TiO-Cluster geht mit dem durch Formel 2 berechneten Wert fiir My in allen drei Fasersystemen
konform. Die Abweichungen zwischen den beiden Werten liegen bei den Fasern GA07 und MAO5

lediglich bei 1 %.

Demzufolge wird das Postulat, dass die Fasern aus wenig untereinander vernetzten, protonierten
Titan-oxo-carboxo-hydroxid-Clustern mit den Summenformeln [TisO6(LA")6(OH2+)s],

[Ti606(GA)6(OH2*)6] und [Tis0s(MA-)s(OH2*)s] bestehen, nochmals bekraftigt.

Laut diesem Postulat ist es wahrscheinlich, dass die fiir 3 d bei RT gelagerten Fasern aufgrund
unterschiedlicher molekularer Wechselwirkung unterschiedlich stark verspréden. Dies wurde

wiederum mit Biegeversuchen an den fiir 3 d bei RT gelagerten Proben ndher untersucht (Abb. 60).
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Abb. 60 : Ergebnisse der Biegeversuche von den Fasern LA27 (Vierecke), GAO7 (Kreise) und MOO5 (Dreiecke).

Alle Fasern wurden vor den Biegeversuchen fiir 3 d bei RT aufbewahrt. Zur besseren Nachverfolgung mit dem
Auge wurden die einzelnen Punkte durch eine Linie verbunden.

Bei den beiden Fasern LA27 und GAO5 kann man keinen Unterschied im Verhalten wihrend der

Biegeversuche feststellen. GA besitzt in a-Position nur zwei Protonen, LA eine Methyl-Gruppe und
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ein Proton. Dieser Unterschied in der Seitenkette scheint keinen signifikanten Einfluss auf die
makroskopischen Fasereigenschaften zu haben. Der Phenylrest von MA dagegen zeigt vermutlich
durch die Ausbildung von intermolekularen m-m-Wechselwirkungen einen Einfluss auf die
makroskopischen Eigenschaften der Faser. Die Faser MAOS5 ist nach 3 d Lagerung bei RT flexibler
und biegsamer als die Fasern mit GA und LA. Abb. 61 zeigt die Strukturformeln von GA, LA und MA.

HO HO HO
_>70H OH OH

(o) (o) (o)
Glykolsaure Milchsaure Mandelsaure
(GA) (LA) (MA)

Abb. 61 : Strukturformeln von GA, LA und MA.

Um die Theorie, dass die Fasern aufgrund von verdampfenden Wassermolekiilen versproden,
nochmals zu bekraftigen wurden Fasern der Zusammensetzung MAOQO5 fiir einen Monat im
Kihlschrank bei 4°C gelagert. Nach diesem Lagerungszeitraum wurden Biegeversuche

durchgefiihrt (vgl. Abb. 62).
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Abb. 62 : Ergebnisse der Biegeversuche der Faser MAQ5, die bei verschiedenen Bedingungen gelagert
wurden: direkt nach dem Verspinnen (schwarze Vierecke), Lagerung fiir 3 d bei RT (graue Kreise), Lagerung
fiir einen Monat bei 4 °C (hellgraue Dreiecke). Zur besseren Nachverfolgung fiir das Auge wurden die
einzelnen Punkte jeder Messung durch eine Linie verbunden.

Fasern, die fiir einen Monat bei 4 °C gelagert wurden zeigen den gleichen Trend wie Fasern, die
direkt nach dem Verspinnen getestet wurden. Bis zu einem Biegedurchmesser von ca. 5 mm bleiben
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die Fasern intakt. Bei kleineren Biegedurchmessern treten haufiger Faserbriiche auf. Die fiir 3 d bei
RT gelagerte Faser zeigt liber alle getesteten Biegedurchmessern eine geringere Stabilitit und

bricht haufiger.

Demzufolge wird die aufgestellte These bekraftigt. Bei einer Lagerung bei 4 °C verdampft weniger
Wasser aus den Fasern und sie behalten ihre flexiblen Eigenschaften - dhnlich zu den Eigenschaften
direkt nach dem Verspinnen. Bei einer Lagerung bei Raumtemperatur kann Wasser aus der Faser

entweichen und sie beginnt zu versproden.

3) Verwendung der Dicarbonsiure Apfelsiure fiir die Herstellung eines TiO.-basierten

faserformigen Zelltrigermaterials

Ausgehend von diesen Erkenntnissen soll in der Solsynthese eine Dicarbonsdure verwendet
werden, die aufgrund ihrer Mehrzdhnigkeit TiO-Cluster starker miteinander vernetzen kann.[158]
Durch den zu erwartenden hoheren Vernetzungsgrad sollte auch die Sprodigkeit der Fasern nach

Lagerung bei RT geringer werden.

Als Saure wurde Apfelsaure (MalA) gewihlt (vgl. Abb. 63). Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine

a-Hydroxycarbonsdure mit einer zweiten Carboxylateinheit.

OH

HO
OH
o

Abb. 63 : Strukturformel von MalA.

Aufbauend auf den Ergebnissen aus Kapitel 1.2 wird eine Zusammensetzung fiir die MalA-Faser
gewahlt, die einen Vergleich mit LA27, GAO7 und MAOQ5 erlaubt. Aufgrund der Zahnigkeit von zwei
wird die Sdure MalA in der halben stochiometrischen Menge im Vergleich zu LA, GA bzw. MA

eingesetzt.
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Die Zusammensetzung des Sols der Faser MalA(04 ist im Vergleich zu den Zusammensetzung der
Fasersysteme LA27, GAO7 und MAO5 in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10 : Zusammenfassung iiber die Zusammensetzungen der Sole der Fasern LA27, GA0O7, MAO5 und

MalA04.

Bezeichnung X(TEOT) X(Sdaure) X(H:0) verwendete Siure Zihnigkeitder Saure

LA27 1
GAOQ7 1
MAO05 1
MalA04 1

1 1,9 Milchsaure 1
1 2 Glykolsaure 1
1 2 Mandelsiure 1
0,5 2 Apfelsdure 2

Das FTIR-Spektrum der Faser zeigt, dass v,(COO-) im Fasermaterial zu niedrigen Wellenzahlen

verschoben ist. In der Faser MalA(O4 liegen dieses Banden bei 1642 cm und 1551 cm'!, bei

unkoordinierter Apfelsiure liegen diese Banden bei 1737 und 1684 cm-.

Abb. 64 : FTIR-Spektren der Faser MalA04 (schwarze Linie) und Apfelsiure (graue Linie).

— MalA04
/ \ — _ Apfelsiure

Transmission (a.u.)

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000
Wellenzahl (nm)

An den beiden Bandenpositionen von v.(CO0-) von unkoordinierter Sdure kdnnen ebenfalls im

Spektrum der Faser MalA04 Schultern identifiziert werden. Diese Banden konnten auch durch eine

Verlangerung der Reaktionszeit auf bis zu 2 d nicht weiter minimiert werden. Eine vollstdndige

Koordination der Apfelsiure an Titan in den Fasern ist nicht zu erwarten. Bei einer derartig hohen

Vernetzung im Hybridmaterial wiirde das Sol wihrend des Einengens am Rotationsverdampfer

nicht in eine fadenziehende, spinnbare Masse iibergehen.

Seite | 97



ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Variation der mechanischen Eigenschaften

Die Fasern MalA(04 zeigen deutlich flexiblere Eigenschaften in den Biegeversuchen (Abb. 65). Nach
3 d Lagerung bei RT bleibt mindestens die Halfte der getesteten Fasern intakt wahrend man sie um

einen Zylinder des Durchmessers 2 1,2 mm windet.

—a— MalA04 |

>
]
!I‘ i
/
-
I’I
{
|
;‘
/

Z \%Z

Anzahl intakter Fasern
nach 10 Versuchen
O =2 N W kA OO N O

12 10 8 6 4 2 0
Biegedurchmesser (mm)

Abb. 65 : Ergebnisse der Biegeversuche der Faser MalA04 nach einer Lagerung von 3 d bei RT.

Somit stellt MalAO4 die Faser im Rahmen dieser Arbeit dar, die am wenigsten nach Lagerung bei RT

versprodet.
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4) Zusammenfassung

Im ersten Kapitel dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Fasern, bei deren Synthese Milchsdure
verwendet wurde, vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich ihrer Biokompatibilitit zeigen. Diese
Fasern sind aber nur sehr schwer handhabbar, da sie bei geringen Beriihrungen zu einem Pulver
zerfallen. Dieser Effekt wird bei der Lagerung der Fasern bei Raumtemperatur verstarkt. Um die
mechanischen Eigenschaften der Fasern zu verbessern, wurden in diesem Kapitel verschiedene

Strategien verfolgt.

Zum einen wurden die Fasern getempert um das in der Faser enthaltene TiO,-Netzwerk starker zu
vernetzen. Dabei konnte keine Verbesserung der mechanischen Eigenschaften erzielt werden. Eine
weitere Variante - die Einarbeitung des Biopolymers Chitosan und das anschliefende Tempern -
fiihrte ebenfalls zu keinen stabileren Fasern. Dafiir zeigten diese Fasern sehr gute Eigenschaften bei
in-vitro-Experimenten. Die Fasern sind biokompatibel und auf deren Oberfliche proliferieren

Fibroblasten, Endothelzellen, Chondrozyten und Osteoblasten.

Ein anderer Weg zur Verbesserung der mechanischen Fasereigenschaften war die Verwendung
anderer a-Hydroxycarbonsauren in der Synthese der Spinnmassen. Hiermit konnten Riickschliisse
auf die chemische Zusammensetzung im Fasermaterial geschlossen werden. Die Faser scheint aus
nur wenig untereinander vernetzen Titan-oxo-carboxo-Clustern der Summenformel
[Tis06(OR)6(LA)¢] (mit R = Hz*, H, Et oder , TisOs(OR)s(LA)s“) zu bestehen. Nach dem Verspinnen
liegen Losungsmittelreste adsorptiv gebunden zwischen den verschiedenen Clustern vor, so dass
die Faser flexible Eigenschaften aufweist. Verdampfen die Lodsungsmittelreste, beginnt das
Fasermaterial zu versproden. Eine Lagerung bei 4 °C konnte das Verdampfen des Losungsmittels
verhindern und die Faser behilt wahrend der Lagerung ihre flexiblen Eigenschaften. Abb. 66 fasst
den Zusammenhang der Lagerungstemperatur und der damit zusammenhangenden mechanischen
Eigenschaften der Fasern zusammen. Im medizinischen Bereich stellt eine Lagerung von

Medizinprodukten bei 4 °C kein Problem dar.
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a) Lagerung bei RT

flexibel sprode

b) Lagerung bei 4 °C

zeitlicher Verlauf / Lagerung bei 4 °C
flexibel

. = Titan-oxo-carboxo-Cluster . = Wasser

Abb. 66 : Schema liber den Zusammenhang der Lagerungstemperatur (a: bei RT; b) bei 4 °C) und den daraus
resultierenden mechanischen Eigenschaften der Fasern. Ein Ausschnitt stellt jeweils schematisch den Aufbau
einer Faser dar. Zu Beginn (jeweils links) liegen Titan-oxo-carboxo-Cluster wenig verbriickt in der Faser vor
uns sind von Wasserresten umgeben. Bei einer Lagerung der Fasern bei RT verdampfen diese Wasserreste
schneller als bei einer Lagerung bei 4 °C, so dass die Faser bei einer Lagerung bei RT schneller versprodet.

flexibel

Die Theorie, dass Wasserreste in der Faser vorliegen, geht auch mit den Beobachtungen wahrend
der REM-Messungen konform. Ungetemperte Fasern brachen wéahrend einer REM-Messung -
vermutlich bedingt durch Entweichen von Wasser widhrend des Fokussierens mit dem

Elektronenstrahl auf die Probe. Getemperte Fasern zeigten dieses Verhalten nicht.

In den Titan-oxo-carboxo-Clustern der Summenformel [TisOs(OR)s(Carboxylat)e] (mit R = Hz*, H, Et
oder ,Tis0s(OR)s5(LA)6") sind die Carboxylat-Liganden nach auféen gerichtet. Durch die Verwendung
unterschiedlicher Sauren als Liganden sollten sich auch die intermolekularen Wechselwirkungen

der Cluster untereinander verdndern und somit die mechanischen Eigenschaften der Fasern
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beeinflussen. Neben LA wurden die a-Hydroxycarbonsduren GA und MA getestet. Fasern mit GA
und LA zeigen in den Biegeversuchen dhnliche Ergebnisse. Fasern, in die MA als Chelatligand
integriert ist, verhalten sich dagegen bedeutend flexibler. Dies kann auf den aromatischen Rest
zuriickgefiihrt werden, der die Cluster zusétzlich durch m-m-Wechselwirkungen untereinander

stabilisieren kann.

Zusitzlich wurde die Dicarbonsaure Apfelsdure in der Spinnmassensynthese verwendet. Apfelsiure
ist in der Zellkultur in Mafden unbedenklich. Beispielsweise findet sie als Puffer-Zusatz in
Zellkulturmedien Verwendung.!591 Durch die Zweizdhnigkeit der Sdure sollte sie eine hoéhere
Vernetzung der Cluster untereinander bewirken. Biegeversuche bekraftigten dies und die Faser mit

Apfelsiure zeigte in den Biegeversuchen die flexibelsten Eigenschaften (vgl. Abb. 67).

I R + MAO5
*"”“\-l.
| T e I 1 = LA27
T~ l | GAO07
T «— MalA04

— /
//’
/

Anzahl intakter Fasern
nach 10 Versuchen
O =2 N W bR 01 OO N 0 © O
L}

12 10 8 6 4
Biegedurchmesser (mm)

Abb. 67 : Zusammenfassung der Ergebnisse aller untersuchter Fasern, die fiir 3 d bei RT gelagert wurden:
MAOS5 (Dreiecke), LA27 (Vierecke), GAO7 (Kreise) und MalA04 (Sterne). Zur besseren Nachverfolgung fiir das
Auge wurden die einzelnen Punkte jeder Messung durch eine Linie verbunden.

Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht nur eine viskose Spinnmasse aus TEOT und
verschiedener metabolisierbarer Carbonsauren erzeugt werden. Diese Spinnmassen konnten auch
zu einem faserformigen und biokompatiblen Scaffold-Material weiterverarbeitet werden. Durch
Variation der Carboxylat-Liganden konnten die mechanischen Fasereigenschaften bedeutend
verbessert werden, so dass diese auch geeignete mechanische Eigenschaften aufweisen fiir eine

Handhabung der Materialien im Bereich des Tissue Engineerings.
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In dieser Arbeit konnten ethanolische Sole aus TEOT und der metabolisierbaren
a-Hydroxycarbonsdure LA in spinnfahige viskose Spinnmassen iiberfithrt werden und erstmalig

tiber die Methode des Druckspinnens zu Mikrofasern prozessiert werden.

Die hybriden Fasern sind intrinsisch stabil. Uber FTIR- und 13C-MAS-NMR-Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass in der Faser der Koordinationsmodus von LA an Ti sowohl im mono- als auch

im bidentaten Modus (Nomenklatur bezogen auf die Sdureeinheit) vorliegt.

Die ndhere Untersuchung des Degradationsverhaltens einer LA-Faser zeigte hauptsichlich die
Freisetzung von Lactat und Ethanol innerhalb weniger Stunden. Danach kann kaum noch ein
Massenverlust der Fasern nachgewiesen werden. Vermutlich ist die Degradationsgeschwindigkeit
abhingig von der Sattigungskonzentration der wasserloslichen Titanoxid-Spezies Ti(OH)s+ und
Ti(O)(OH).. Die Loslichkeit dieser Verbindungen betragt ca. 1 umol/L.[791 Die Freisetzung von
Titanverbindungen an das Degradationsmedium konnte {iber ICP-Messungen und indirekt auch
iiber NMR-Messungen der Degradationsprodukte in Losung nachgewiesen werden. Nach ca. einer
Woche in Losung bildet sich der wasserldsliche metallorganische Komplex TiBALDH. Dieser
Komplex zeigt keinen negativen Einfluss auf die Umweltl99-100], so dass Zellkulturmedien, die in
Kontakt mit den Fasermaterialien getreten sind, in Zukunft nach dem Autoklavieren gefahrlos

entsorgt werden kdnnen.

Zudem sollte keines der detektierten Abbauprodukte in den abgegebenen Mengen toxisch auf den
humanen Organismus bei in-vivo-Anwendungen wirken. Lactat und Ethanol konnen im
menschlichen Organismus verstoffwechselt werden. TIBALDH ist dem im menschlichen Serum
nachweisbaren Titan(IV)citrat-Komplex strukturell sehr dhnlich. Aufgrund der Tatsache, dass die
Bildung von TiBALDH ca. 1 Woche dauert, ist die vorherige Bildung des Titan(IV)citrat-Komplexes

im humanen Organismus wahrscheinlich.

Weiterhin konnte das hybride Fasermaterial durch den Zusatz von basischen Stoffen neutralisiert
werden und nach Vorkonditionierung der Fasern als nicht zytotoxisch eingestuft werden. Als
Gegenionen wurde Ammonium, das biogene Amin Phenethylamin, die Aminosdure Phenylalanin
und das Biopolymer CHI getestet. Fiir zukiinftige Weiterentwicklungen kénnen auch basische
Wirkstoffe als Gegenionen herangezogen werden. Somit kénnte das hybride Zelltragermaterial

zusatzlich eine Drug-Delivery-Funktion erhalten.
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Die LA-Fasern verhalten sich nach dem Verspinnen sehr flexibel. Bei einer Lagerung bei RT jedoch
versproden diese sehr schnell innerhalb von 3 d. Diese Materialeigenschaft wurde im zweiten Teil

der Arbeit ndher untersucht und optimiert.

Tempern des Fasermaterials bei 170 °C bewirkte eine Umlagerung der LA-Liganden zu AA-
Liganden, aber keine Verbesserung der mechanischen Eigenschaften. Versuche einer getemperten
LA-Faser mit CHI als Gegenion zeigte durchwegs positive Eigenschaften in den Zytotoxizitdtstests
und auf deren Oberflache konnten Zellen der Zelllinien L929, 16HBE, HTB94 und MG63 erfolgreich
kultiviert werden. Abb. 68 zeigt L929-Zellen, welche die komplette Oberfliche von getemperten
LA8_CHI_Fasern besiedeln.

Abb. 68 : L929-Zellen auf getemperten LA8_CHI_Fasern. Der Zellkern ist blau eingefarbt; das Zytoskelett der
Zellen in Rot.

Durch die Verwendung anderer metabolisierbarer a-Hydroxycarbonsauren konnten Riickschliisse
auf die chemische Zusammensetzung der Fasern gezogen werden. Die Fasern scheinen aus wenig
untereinander vernetzen Titan-oxo-carboxo-Clustern der Summenformel
[Tic06(OR)s(Carboxylat)s] (mit R = Hy*, H, Et oder ,TisOs(OR)s(Carboxylat)s“) zu bestehen. Durch
Variation der verwendeten Sduren konnten die Wechselwirkungen der Cluster untereinander
verstarkt werden, so dass beispielsweise eine Faser mit MA bedeutend flexiblere Eigenschaften -
auch bei einer Lagerung fiir 3d bei RT aufweist. Des Weiteren konnte durch Lagerung dieser Faser
bei 4°C der Versprodungsprozess fiir mind. 1 Monat gestoppt werden. Eine Lagerung von

Medizinprodukten bei 4 °C stellt in Landern mit ausreichender Infrastruktur kein Problem dar.

Aufbauend auf diesen Tatsachen und TGA-MS-Messungen konnte die These aufgestellt werden,
dass sich zwischen den wenig untereinander vernetzten Titan-oxo-carboxo-Cluster direkt nach
dem Verspinnen noch Wassermolekiile befinden. Diese Reste an Wasser verleihen - vermutlich

aufgrund der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen - der Faser flexible Eigenschaften. Bei
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einer Lagerung bei RT entweichen diese Wasserreste und die Faser versprodet; bei einer Lagerung

bei 4°C wird das Verdampfen des restlichen Wassers bedeutend verlangsamt.

Die Faser mit den flexibelsten Eigenschaften konnte letztendlich durch die Verwendung des

zweizahnigen Carboxylat-Liganden MalA erhalten werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein neuartiges faserformiges Material auf Basis von
Titan-oxo-carboxo-Clustern produziert werden, welches grofdes Potential besitzt als
Zelltragermaterial Anwendung zu finden. Aufbauend auf den hier gewonnenen Ergebnissen kénnen
die mechanischen Eigenschaften weiter optimiert und die Anforderungen des gewiinschten
Zielgewebes feinjustiert werden. Zudem besteht die Moglichkeit dem Material Drug-Delivery-
Eigenschaften zu verleihen. Somit konnte das Scaffold aus Mikrofasern neben den bereits
integrierten chemischen und physikalischen Stimuli (die Oberflichenfunktionalititen und die
Oberflachentopographie der Fasern) auch durch freigesetzte Wirkstoffe Zellen zur gewiinschten

Differenzierung anregen.
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In this thesis ethanolic sols out of the liquid sol gel precursor TEOT and metabolizable a-hydroxy
carboxylic acids (e. g. LA) were transformed into spinnable viscous fluids and were processed for

the first time to microfibers.

These hybrid microfibers are intrinsic stable. FTIR- and 13C-MAS-NMR-measurements of the fibers
show a monodentate as well as a bidentate coordination mode (with regard to the carboxylic unit)

of LA to Ti.

Degradation experiments show the release of lactate and ethanol within less hours. Afterwards no
mass lost is detected anymore. The kinetics of fiber degradation might depend on the saturation
concentration of the titanium oxide species Ti(OH)+ and Ti(O)(OH). in water. Their solubility in
water is 1 umol/L. The release of titanium containing compounds is detected indirectly by ICP- and
NMR-measurements. This compound was identified as TIBALDH, which was shown having no
negative impact on environment.[9 1601 Additionally the pH value of the hybrid fibers can be
neutralized by adding basic compounds (ammonium, phenetylamine, phenylalanine or chitosan) to

be classified as a non-cytotoxic material.

LA fibers are very flexible after spinning. After storage at RT the fibers turn into a brittle material

within 3 days. This property was investigated in the second part of the thesis.

Fiber annealing at a temperature of 170 °C doesn’t result in an improvement of the mechanically
properties. Nonetheless cytotoxicity assays of the annealed fibers show promising results and cell

proliferation experiments show the proliferation of L929, 16HBE and HTB94 on the fibrous surface.

Conclusion of the fiber composition can be drawn by using different metabolizable a-hydroxy
carboxylic acids in fiber synthesis. Fibers seem to consist out of less crosslinked titanium-oxo-
carboxo-clusters of the molecular formula [TisOs(OR)s(carboxylate)s] (with R =H;*, H, Etor
»Ti606(OR)s(carboxylate)s“). By varying the carboxylates the interaction of the clusters can be
enhanced. For instance a fibers with the acid MA shows better flexibility - even after storage at RT
for 3 days. Additionally the brittling of fibers can be stopped for at least one months by a storage

temperature of 4 °C.

Referring to these results and TGA-measurements following hypothesis was put forward: Directly
after fiber spinning water molecules are present in the small pores betwenn different titanium-oxo-
carboxo-clusters. These water residuals reinforce fiber flexibility due to hydrogen bonds. After

storing the fibers at RT residual water molecules will evaporate out of the fibers. Consequently the
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fibers are brittling. At a storage temperature of 4 °C the evaporation of water molecules is slowed

down.

Fibers containing MalA - an a-hydroxy carboxylic acid with two coordinating carboxylic groups -

were determined as the most flexible fiber.
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Anhang 1:

Degradationsprofile der Fasern LA14, LA27 und LA31 in VE-Wasser: LA27 (Vierecke), LA14

(Dreiecke), LA31 (Kreise). Die Messpunkte sind aus Griinden der Ubersicht miteinander verbunden.
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Anhang 2:

MS-Spektren aus der TGA-MS-Messung der Faser LA27 unter synthetischer Luftatmosphare mit
einer Aufheizrate von 10 K/min. Dargestellt sind die detektierten m/z-Fragmente wihrend a) der

Massenverluststufe 1, b) der Massenverluststufe 2 und c) der Massenverluststufe 3.
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Anhang 3:

MS-Messungen wahrend einer TGA-Messung der Fasen GAO7 und MAOS. Dargestellt sind die m/z-

Fragmente 17 und 18 in einem Temperaturbereich von RT bis 200 °C.
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Anhang 4:

MS-Messungen wihrend einer TGA-Messung der Faser GAO7. Aus Griinden der besseren Ubersicht
sind in jeder Massenverluststufe nur die freigesetzten m/z-Fragmente dargestellt. Auffallend ist die

Freisetzung des Fragments von m/z = 77. Dies spricht fiir die Freisetzung von GA in Gasphase. Wie

in Kapitel I1.2 vermutet, wir GA bereits bei ca. 100 °C freigesetzt.

MV1 MV2 MV3
1E4 e miz: 1E4 e m/z: 1E-4 « m/z:
—77.00 —77.00 ——77.00
F ———————— ——18.00 - ——4500 k ——4500
1E-5 17.00 1E-5f ST~ 4400 g5l 44.00
. . —— ——43.00 B OO\ ——43.00
= < —2200 < ——22.00
- - ——1800 = ——18.00
§ 1E-6 g 1E-6 | 12.00 § 1E-6 F ——12.00
= £ 17.00 5 17.00
2 2 2
SI1ETE S 1E7 S 1E-7
= = c
L L o
1E-8 F 1E-8 k 1E-8
EOb—— 1E-9 L—1 Al L 1E-9 b f\ PR B -
100 200 200 300 400 400 500 600 700 800

Temperatur (°C) Temperatur (°C) Temperatur (°C)



