Vorwort des Tagungsprasidenten

Liebe Kollegen,

als Tagungsprésident wie auch in meiner Funktion als Sprecher des
Programms Regenerative Medizin der Helmholtz Gemeinschaft habe ich mich
sehr gefreut nach Teltow zur 25. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir
Klinische Mikrozirkulation und Hamorheologie einladen zu konnen.

Zentrales Thema der Tagung war die Interaktion von Blutzellen mit
korperfremden Oberflachen dabei insbesondere mit Biomaterialien sowie
klinische Fragestellungen im Zusammenhang mit himorheologischen und
mikrozirkulatorischen Problemen. Dem interdisziplindren Charakter der
Gesellschaft entsprechend war dariiber hinaus ausreichend Gelegenheit gegeben,
auf spezifische methodische Probleme sowie das gesamte klinische Spektrum
hdmorheologischer, himostaseologischer und mikrozirkulatorischer
Erkrankungen einzugehen.

Der vorliegende Tagungsband fasst die Beitrage der Tagung zusammen
und konnte mithilfe einer groBziigigen finanziellen Unterstiitzung der
Gesellschaft zur Forderung des GKSS-Forschungszentrums e.V. in Druck
gehen.

T

Prof. Dr. A. Lendlein
Tagungsprasident
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Malf3schneidern von Eigenschaften und
Funktionen von Polymeren fiir Anwendungen
in der Medizin

K. Bellin, M. Behl, A. Lendlein

1. Einleitung

Die Vielseitigkeit von Polymeren fiir die Anwendung in der Medizin ergibt sich
einerseits aus der chemischen Struktur der Makromolekiile, andererseits aber en
Moglichkeiten von Verarbeitung und physikalischer Funktionalisierung. So
kann beispielsweise die molekulare Struktur iiber verschiedene Parameter vari-
iert werden. Diese umfassen insbesondere die Polymerarchitektur (z.B. linear
oder verzweigt), die Sequenzstruktur und das Molekulargewicht der Makromo-
lekiile. Die Einfiihrung zusétzlicher (Co)Monomere und die Kontrolle der Se-
quenzstrukturkette ermoglichen die Variation sowohl mechanischer Eigenschaf-
ten als auch der Hydrophilie. Die Sequenzstruktur kann dabei einer blockigen,
alternierenden oder einer zufilligen Verteilung der verschiedenen Wiederho-
lungseinheiten entsprechen. Durch geeignete Einstellung der Struktur-parameter
konnen die Polymereigenschaften malligeschneidert werden. Eine Funktionali-
sierung von Polymeren ldsst sich durch die Kombination von molekularer Struk-
tur und einer physikalischen Konditionierung erreichen. Beispiele fiir Funktio-
nalisierungen sind hydrolytische Abbaubarkeit und der Formgedéachtniseffekt.

Im Folgenden wird der Einfluss der chemischen Struktur, welche durch Art und
relativem Anteil von Comonomeren am Beispiel von Acrylnitril basierten linea-
ren Copolymeren variiert wurden, auf die Quellung, die Hydrophilie und die
Zellvertraglichkeit beschreiben. Des Weiteren wird der Formgedichtniseffekt
von Polymeren erklért, sowie deren molekulare Architektur und Programmie-
rung veranschaulicht. Neben demthermisch-induzierten Formgedichtniseffekt
wird sowohl der magnetisch-induzierte als auch der Licht-induzierte Formge-
dichtniseffekt vorgestellt. Am Beispiel von abbaubaren Formgedachtnispolyme-
ren wird der Begriff der Multifunktionalitidt erldutert. AbschlieBend werden
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mogliche medizinische Anwendungen der im weiteren Verlauf vorgestellten
Materialsysteme diskutiert.

2. Material und Methoden

Acrylnitril (AN) basierte Copolymere sind fiir die Herstellung von Membranen
geeignet und wurden im Hinblick auf Blut- und Zellvertraglichkeit untersucht.
Solche Membranen konnten in kiinstlichen Nieren Verwendung finden, die im
Gegensatz zur herkommlichen Blutdialyse' neben der Filtrierfunktion®® sowohl
den aktiven Transport als auch die metabolen und endokrinen Aktivititen der
Nieren ersetzen konnen. Ein Konzept fiir eine solche kiinstliche Niere, welches
auch als biohybride Organunterstiitzung bezeichnet wird, besteht aus der Kom-
bination von kiinstlicher Organtherapie mit funktionaler Aktivitdt von immobili-
sierten Zellen [7]. Diese spezielle Anwendung hat eine hohe Anforderung an die
Biofunktionalitit der Materialien, welche durch eine gezielte Auswahl von
(Co)Monomeren erzielt werden kann. Diese unterschiedlichen Material-Zell-
Wechselwirkungen sind in Zellkulturtests mit verschiedenen Zell-Linien auf un-
ter Variation von Comonomertyp und Comonomergehalt der Membranen, unter-
sucht worden [8, 9, 10].
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Abb. 1: Chemische Strukturformeln von Polyacrylnitril (PAN) und Acrylnitril
basierten Comonomeren (M,: Comonomer; NVP: N-Vinylpyrrolidon; AeMA:
2-Aminoethyl-methacrylathydrochlorid; NaMAS: Methallyl-natriumsulfonat; X:
Anteil des Comonomeren im Copolymer in mol-%)
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Polyacrylnitril (PAN) ist ein iiberwiegend semikristallines Polymer welches in
Kettenldngen von 20.000 g.mol-1 bis 100.000 g.mol-1 kommerziell verfiigbar
ist. PAN kann auch als amorphes Polymer vorliegen, wenn eine isotaktische
Konfiguration der Kettenatome vorliegt [11]. In der Praxis erkennt man diesen
Fall z.B. bei der Taktizitits-Analyse durch NMR-Spektroskopie daran, dass die
Ketten ausschlieBlich aus isotaktischen Triaden bestehen Der Glasiibergang (Tg)
von PAN ist abhingig von der Kettenldnge des Polymers und befindet sich zwi-
schen 85 °C - 110 °C [12-14], wahrend der Schmelzpunkt bei 314 °C [14] liegt.
Die Bruchdehnung des Polymers bei 20 °C betragt 12% [15]. PAN und dessen
Copolymere konnen mittels freier radikalischer Polymerisation von AN und den
(Co)Monomeren in Dimethylformamid (DMF) synthetisiert werden. Typische
Comonomere, um AN basierte Polymere im Hinblick auf medizinische Anwen-
dungen zu biofunktionalisieren, sind z.B. N-Vinylpyrrolidon (NVP), 2-
Aminoethylmethacrylathydrochlorid (AEMA), oder Methallynatriumsulfonat
(NaMAS). Die chemischen Strukturen der synthetisierten Copolymere sind in
Abbildung 1 dargestellt. NVP ist polar und ungeladen, wohingegen die Como-
nomere NaMAS und AeMA relativ hochpolar sind und Ladungen aufweisen:
NaMAS mittels einer negativ geladenen Sulfonatgruppe und AeMA mittels ei-
ner positiv geladenen Aminogruppe. Durch die Art und den Anteil dieser Co-
monomeren in den Copolymeren konnen deren Hydrophilie und Ladungen ge-
zielt gesteuert werden. Sind die Wiederholungseinheiten innerhalb der Copoly-
mere zufillig verteilt, was durch eine geeignete Reaktionsfiihrung erzielt werden
kann, ergibt sich die Glastemperatur aus der Art des Comonomeren und den
Comonomer-Anteil (Wx = Gewichtsanteil der Komponente X) geméall der For-
mel (1). Eine Anderung der Glastemperatur wirkt sich dabei direkt auf die ther-
momechanischen Eigenschaften aus.
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Die hier betrachteten AN basierten Copolymere wurden mittels freier radikali-
scher Polymerisation in Losung durch Copolymerisation hergestellt, indem AN
mit NVP (5, 20, 30 mol-%) oder AeMA (5 mol-%) oder NaMAS (2 mol-%)
vorgelegt wird.

Fiir die spiatere Anwendung der Materialien in der Medizin ist die Kenntnis der
Hydrophilie von essentieller Bedeutung. Diese wurde {iber den Kontaktwinkel
(ansteigende Methode in Wasser [9]) und die Wasseraufnahme [10] (Gewichts-
zunahme durch Quellung in Wasser) (Tabelle 1) bestimmt.
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Tab. 1: Polymerfilmbenetzung und Quellung in Wasser von AN basierten Copo-
lymerfilmen mit unterschiedlichen Comonomer-Gehalten.

Polymer a) Kontaktwinkel [°]b)  Wasseraufnahme [Gew-%] ¢)
PAN 60,0 15
P(AN-co-NVP)5 58,5 17
P(AN-co-NVP)20 58,9 38
P(AN-co-NVP)30 64,2 54
P(AN-co-NaMAS)2 18,0 36
P(AN-co-AeMA)5 67,9 20

a) P(AN-co-M2)X = AN basiertes Copolymer mit M2 = NVP, NaMAS und
AeMA als Comonomer und X =2, 5, 20, 30 als Anteil des Comonomeren im
Copolymer in mol-%.

b) Kontaktwinkel wurde mit der Methode ,,hdangende Blase* (Captive Bubble)
gemessen.

c¢) Nach 24 h Inkubation in destilliertem Wasser bei Raumtemperatur.

Bei der Kontaktwinkelbestimmung in Wasser mittels der Methode der hingen-
den Blase (Captive Bubble) weisen Polymermembranen aus PAN einen Kon-
taktwinkel von 60° auf und sind somit nur méiBlig benetzbar. Die Copolymerisa-
tion von AN mit NVP bis zu einem Comonomergehalt von 30 mol-% resultiert
in Copolymeren, die gegeniiber dem Homopolymer eine nur geringe Anderung
der Benetzbarkeit zeigen. Der grofite Unterschied in der Benetzbarkeit im Ver-
gleich zu PAN, mit einem Winkel von 18°, konnte fiir P(AN-co-NaMAS)2 beo-
bachtet werden und zeigt eine sehr hydrophile Oberfliche an. Membranen aus
P(AN-co-AeMA)5-Copolymeren haben einen hoheren Kontaktwinkel im Ver-
gleich zu reinen PAN-Membranen und sind somit deutlich weniger hydrophil.
Die hohere Hydrophilie von P(AN-co-NaMAS)2 ist durch die chemische Struk-
tur des Comonomeren bedingt. Der im Vergleich niedrige Kontaktwinkel von
P(AN-co-AeMA)S5 konnte auf einen zusétzlichen Einfluss der Oberflachenstruk-
tur zurlickzufiihren sein.

Zur Charakterisierung des Quellverhaltens der Copolymere wurde die Wasser-
aufnahme an nicht-porésen Filmen gemessen. Die Ergebnisse dieser Untersu-
chung sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die Messung der Wasseraufnahme erlaubt
einen Riickschluss auf die Wechselwirkungen der unterschiedlichen Copolyme-
re mit einer wassrigen Umgebung. Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dass die Was-
seraufnahme der Copolymerfilme mit steigendem NVP-Gehalt zunimmt. Ge-
wichtszunahmen von bis zu 54% wurden beobachtet, und sind auf ein starkes
Quellen zuriickzufiihren. P(AN-co-NaMAS)2 zeigt eine dhnlich hohe Wasser-
aufnahme wie P(AN-co-NVP)20. PAN, P(AN-co-NVP)5 und P(AN-co-
AeMA)S weisen mit 20% die geringste Wasseraufnahme auf.
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Da bei diesen Materialien eine Kombination von relativ hoher Hydrophilie der
Membranoberflache gepaart mit einer sehr geringen Wasseraufnahme vorliegt,
kommen daher PAN, P(AN-co-NVP)5 und P(AN-co-AeMA)S5 als mogliche Ma-
terialien fiir die Anwendung als kiinstlicher Hautersatz in Betracht.

In einem Membranherstellungsprozess konnen die genannten Copolymere aus
DMF-Losungen zu Membranen verarbeitet werden. Mittels Raster-Elektronen-
Mikroskopie wurde die Struktur der daraus resultierenden Membranen unter-
sucht. In Abbildung 2 ist der Einfluss der Copolymer-Konzentration der fiir die
Membranherstellung verwendeten Copolymerlosung auf die Morphologie der
P(AN-co-NVP)20 Membranen ersichtlich. Die Zahl der interkonnek-tierenden
Poren nimmt mit steigender Konzentration des Polymers in der fiir den Mem-
brangewinnungsprozess verwendeten DMF-Losung zu. Fiir die Transporteigen-
schaften der Membran sind diese interkonnektierenden Poren von gro3er Bedeu-
tung, im Falle biomedizinischer Anwendungen z.B. fiir den Transport von Néhr-
stoffen.

Abb. 2: REM-Aufnahmen von Flachmembranen aus P(AN-co-NVP)20. Die Co-
polymer-Konzentration der DMF-Losung im Membranformierungs-prozess
wurdevariiert.

a: 12 Gew.-%, b: 13 Gew.-%, c: 15 Gew.-%, d: 17 Gew.-% P(AN-co-NVP)20 in
DMEF.
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Im Hinblick auf mogliche biomedizinische Anwendungen wurden die Toxizitét
sowie die Spezifitdt gegeniiber verschiedenen Zelltypen untersucht. Zur Be-
stimmung der Toxizitdt wurden Extrakte der synthetisierten Membranen mit
XTT-Zellvertraglichkeitstests untersucht. Die Extrakte der Membranen wurde
gewonnen, indem diese bei 37 °C fiir 7 Tage mit DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) behandelt wurden. In diesen XTT-Tests konnte keine Toxizitét
der Extrakte festgestellt werden. Die spezifische Toxizitdt wurde durch die Un-
tersuchung der Wechselwirkungen zwischen den Membranen mit humanen Fi-
broblasten (HFIB-D Zelllinie) der Haut bestimmt. Dazu wurden die Membranen
mit den Fibroblasten besiedelt. Die Zellmorphologie, die Anordnung von foka-
len Adhéasionskontakten und die Zellproliferation wurden analysiert. Eine Erho-
hung des NVP-Gehaltes in den Membranen iiber einen Gewichtsanteil von 5%
fiihrte zu einer Reduzierung der Zellanzahl und zu einer Verdnderung der Ge-
stalt der Zellen [10], wohingegen bei PAN, P(AN-co-NVP)5 und P(AN-co-
AeMA)S5 die hochste Zellproliferation beobachtet werden konnte [10].

Neben der Interaktion der Membranen mit den Fibroblasten wurde die Zellver-
traglichkeit auch mit distalen Nierenepithelzellen (MDCK-Zelllinie), mit Hepa-
toblastoma-Zellen sowie deren Himokompatibilitdt untersucht. Art und Gehalt
des Comonomeren beeinflussten die Himokompatibilitdt der Materialien genau-
so wie die Interaktion mit den untersuchten Zelllinien [9, 10]. Im Vergleich zu
dem Homopolymer PAN erhoht die Einfiihrung von Sduregruppen die Hdmo-
kompatibilitdt der Polymere, wihrend basische Gruppen die Himokompatibilitét
reduzieren. Basische Gruppen, wie bei P(AN-co-AeMA)1 begiinstigen das An-
wachsen der Nierenepithelzellen und der Fibroblasten [16], dagegen scheinen
humane Hepatoblastoma-Zellen (C3A-Zelllinie) [17, 18] amphotere Polymere,
wie z. B. P(AN-co-NaMAS)1, zu bevorzugen [19].

Diese Ergebnisse hinsichtlich der Zell- und Himokompatibilitdt sowie der Spe-
zifitdt der Interaktion der Membranen aus verschiedenen Copolymeren zeigen
ein hohes Anwendungspotential der Copolymere im Bereich der Zell- und Ge-
webekulturtechnik sowie der Zelltherapie und des Tissue Engineering,.

Ein Beispiel fiir eine Einsatzmoglichkeit von AN basierten Copolymermembra-
nen ist die Entwicklung einer kiinstlichen Haut fiir die Behandlung von Patien-
ten mit tiefen Verbrennungen oder mit schlecht heilenden Hautwunden. Ein
moglicher Therapieansatz ist ein lebendes Zellstroma als Wundverschluss, das
durch Aufwachsen von Hautzellen auf Membranen gebildet wird [9].
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Tab. 2: Wechselwirkung von PAN und AN basierten Copolymeren mit distalen
Nierenepithelzellen, humanen Fibroblasten, Hepatoblastoma-Zellen und Blut.
(++) sehr glinstig, (+) giinstig, (0) nicht schidlich, (-) ungiinstig.

Polymer a) distale Nie- humane Fi- Hepatoblastoma- Hidmokompa-
ren- broblasten  Zellen tibilitat
epithelzellen

PAN (++) (++) (++) (0)

P(AN-co- ()=(Hb)  (0)=(Hb)  (0)—(+1) (++)

NVP)5-30

P(AN-co- (++) (+) (+) ()

NaMAS)1

P(AN-co- n. u.c) (0) (+) (+)

AeMA)1

a) P(AN-co-M2)X = Acrylnitril basiertes Copolymer mit Comonomer M2 =
NVP, NaMAS oder AeMA und X =1, 5, 20, 30 als Anteil des Comonomeren
im Copolymer in mol-%.

b) abhédngig vom NVP-Gehalt.

¢) n. u.: nicht untersucht.

Neben der Biofunktionalitit ist der Formgedichtniseffekt eine Funktionali-
sierung, die fiir biomedizinische Anwendungen, insbesondere im Bereich der
minimalinvasiven Chirurgie, von grolem Interesse ist. Der Formgedichtnis-
effekt basiert auf einer Kombination von der Polymerarchitektur und einem ge-
eigneten physikalischen Konditionierungsprozess - dem Programmierungs-
prozess. Formgedéchtnispolymere gehen nach diesem Programmierungs-prozess
beim Einwirken eines externen Stimulus, wie z.B. Warme, von einer temporéren
Form A zu ihrer permanenten Form B zuriick. Dieser Temperatur-induzierte Ef-
fekt, der beim Uberschreiten einer Schalttemperatur Tqyich, ausgeldst wird, ist in
Abbildung 3 veranschaulicht [20, 21]. Materialien, die wie abgebildet von einer
Form A zu einer Form B iibergehen konnen, werden als Zwei-Formen-
Materialien bezeichnet.

Der Zwei-Formen-Effekt wurde sowohl fiir Polymere als auch fiir metallische
Legierungen realisiert. Im Gegensatz zu Formgedédchtnispolymeren kénnen die
Forménderungen zwischen der Form A und B bei metallischen Legierungen nur
in einem eingeschrinkten Bereich variiert werden. Wéhrend bei Form-
gedichtnispolymeren Deformationen zwischen temporidrer und permanenter
Form von 1.000% und mehr realisiert werden koénnen, ist die Deformation bei
den metallischen Formgedéchtnislegierungen auf maximal 8% begrenzt. Ferner
ist die Programmierung von metallischen Legierungen zeitaufwéndiger als bei
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Abb. 3: Thermisch-induzierter Formgedichtniseffekt eines kovalenten Polymer-
netzwerks mit einem Schaltsegment aus Poly(e-caprolacton). Die Schalttempe-
ratur des Materials liegt bei 50 °C. Der Ubergang von der temporiren Form
(Spirale) zur permanenten Form (R6hre) dauert 10 s bei einer Temperatur von
70 °C. Aufgrund der Bewegung des Materials bei der Riickstellung kommt es
zur Verlagerung der Position der Spirale auf der Pinzette.

Formgedichtnispolymeren und erfordert Verarbeitungstemperaturen von mehre-
ren hundert Grad Celsius. Daher sind Formgedachtnispolymere in vielen Berei-
chen eine kostenglinstigere und leistungsfahigere Alternative zu den bereits eta-
blierten metallischen Legierungen mit Formgedachtniseffekt.

Polymere, die einen thermisch-induzierten Formgedachtniseffekt aufweisen, be-
stehen aus Netzpunkten, durch die die permanente Form festgelegt wird, und aus
Schaltsegmenten, die die temporire Form bei Temperaturen unterhalb der
Schalttemperatur Tswitch fixieren. Diese Schaltsegmente bilden Doménen, de-
nen ein thermischer Ubergang Ttrans zugeordnet ist, der als molekularer Schal-
ter genutzt wird. Dieser thermische Ubergang kann ein Glasiibergang (Tg) oder
ein Schmelzpunkt (Tm) sein. Die Vernetzung kann sowohl kovalent {iber chemi-
sche Bindungen (z. B. Thermosets oder Photosets) als auch tiber physikalische
Wechselwirkungen (z. B. thermoplastische Elastomere) erfolgen. Bei kovalent
vernetzten Formgedachtnispolymernetzwerken ist der Einbau eines maximal
moglichen Gewichtsanteils an Schaltsegmentketten erreichbar. Bei den thermo-
plastischen Materialien muss der Gewichtsanteil der Blocke, die das Hartseg-
ment bestimmen, geniigend hoch sein, um eine ausreichende Anzahl von physi-
kalischen Netzpunkten oberhalb von Tswitch sicherzustellen [21]. Die Tempera-
turerhohung zum Auslosen des Formgedachtniseffektes kann entweder direkt
durch Erhohen der Umgebungstemperatur oder indirekt durch Bestrahlen mit In-
frarot-Licht erfolgen. In Kompositen kann die Temperaturerhohung auch durch
das Anlegen einer Spannung oder durch das Einbringen in ein alternierendes
Magnetfeld erfolgen [22-25].

In Abbildung 4 sind die molekularen Prozesse des thermisch-induzierten Form-
gedachtniseffektes anhand eines vollstindig amorphen Copolyesterurethan-
netzwerkes schematisch dargestellt [25]. Hierbei wird das Material in der per-
manenten Form auf eine Temperatur Thigh oberhalb der Schalttemperatur
Tswitch erwdrmt und unter Belastung zu einer tempordren Form deformiert.
Nachdem auf eine Temperatur Tlow unterhalb Tswitch abgekiihlt wurde, wird
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das Material entlastet. Die temporiare Form bleibt solange bestehen, bis das Ma-
terial erneut auf eine Temperatur oberhalb Tswitch erwarmt wird und seine
permanente Form wiedererlangt.

Das in Abbildung 4 gezeigte vollstindig amorphe Copolyesterurethannetzwerk
wurde mittels Vernetzung von definierten, sternformigen telechelen Oligomeren
mit einem niedermolekularen aliphatischen Diisocyanat synthetisiert.

Erwédrmen / \Belastung
permanente Form
2\@%‘2 temporire Form \’M% /_;{‘

Entlaswngk % /7<‘ /Abkuhlen

Y,

Abb. 4: Bilderserie Darstellung des molekularen Mechanismus des Form-
gedachtniseffektes von amorphen, bioabbaubaren Copolyesterurethannetz-
werken, synthetisiert aus Oligo[(rac-lactid)-co-glycolid]tetrolen und einem nie-
dermolekularen Diisocyanat.

—_— :Oligo[(rac-lactid)-co-glycolid]-Segment,

.0 : Diurethanverkniipfung

o : Netzpunkt.

Die Polymernetzwerkarchitektur wird dabei wesentlich durch die Funktionalitét
der Vernetzungsstellen des telechelen Oligomeren, das heifit der Anzahl der
Arme des sternformigen Molekiils, und durch das Molekulargewicht der Oligo-
meren bestimmt. Die Bildung der Schaltsegmentketten erfolgt durch die Vernet-
zung der Endgruppen zweier Arme verschiedener Oligomere. Die makroskopi-
schen Eigenschaften der Polymernetzwerke konnen durch die Variation dieser
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Strukturparameter an die speziellen Anforderungen der jeweiligen medizini-
schen Anwendung [26-29] angepasst werden.

Das kontaktlose, ferngesteuerte Auslosen des thermisch-induzierten Form-
gedachtniseffektes wurde durch das Einbringen von magnetischen Nano-
partikeln, wie zum Beispiel Eisen(Ill)oxid, das mit Siliziumdioxid ummantelt
ist, in thermoplastische Formgedachtnispolymere realisiert. Diese Nanokompo-
site werden induktiv erhitzt, indem sie alternierenden Magnetfeldern geeigneter
Starke und Frequenz ausgesetzt werden [23]. Als Matrixkomponente fiir den
magnetisch-induzierten Formgedichtniseffekt wurden ein thermo-plastisches
Polyetherurethan und ein bioabbaubares Multiblock-Copolymer verwendet. In
einem Extrusionsverfahren werden die magnetischen Nanopartikel eingearbeitet.
Die so gebildeten Nanokomposite besitzen geeignete elastische und thermische
Eigenschaften flir die Formgedichtnis-funktionalisierung. Durch induktives Er-
wirmen dieser Komposite in einem alternierenden Magnetfeld kann dann der
Formgedichtniseffekt induziert werden, wie die Bilderserie in Abb. 5 zeigt.

Abb. 5: Bilderserie des magnetisch-induzierten Formgedéchtniseffektes eines
thermoplastischen Formgedéichtniskomposites, bestehend aus magnetischen Na-
nopartikeln (Eisen(Ill)-oxid in einer Siliziumdioxid-Matrix) und eines Poly-
etherurethans. Innerhalb von 24 s geht die temporér fixierte Form (Stibchen) in
die permanente Form (Spirale) im Magnetfeld eines Ringinduktors, mit einem
alternierenden magnetischen Feld (f =258 kHz und H = 30 kA.m-1) iiber.

Die thermische Leitfdhigkeit und die Wéarmekapazitit limitieren die Geschwin-
digkeit des thermisch-induzierten Formgedéchtniseffektes. Photo-sensitive
Formgedichtnispolymere hingegen sind in der Lage, nach einer Bestrahlung mit
UV-Licht eine Formédnderung zu realisieren, die unabhingig von einer Erwér-
mung ist [24]. Bei der Anwendung von Licht als Stimulus kann die Funktion
von intelligenten Materialien durch die Auswahl von entsprechenden Wellen-
lingen und Intensitdten kontaktlos kontrolliert werden. Photochemisch reaktive
chemische Gruppen, die auf Zimtsdure basieren, sind in der Lage photoreversi-
ble kovalente Quervernetzungen in Polymeren zu bilden [22]. Diese chemischen
Gruppen haben das Potential thermoreversible physikalische Netzpunkte, die als
Schaltsegment in temperaturgesteuerten Formgedéichtnispolymeren genutzt
werden, zu ersetzen. Abbildung 6 zeigt die photoreversible Dimerisation von
Zimtsdureestern. Bei der Bestrahlung mit UV-Licht (Wellenldngen A > 260 nm)
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dimerisieren die Doppelbindungen benachbarter Zimtsaureestergruppen unter
Bildung eines Zyklobutanrings [22]. Durch Bestrahlung mit UV-Licht mit Wel-
lenldngen A < 260 nm konnen diese Zyklobutanringe wieder gespalten werden.

RO
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o —_ O
\_/ &
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Abb. 6: Schematische Darstellung von Licht-induzierter Photodimerisation von
Zimtsduregruppen und Zyklobutanringspaltung bei Bestrahlung mit UV-Licht
(A1 > 260 nm bzw. A, <260 nm).

Sowohl die Geschwindigkeit der Forménderung als auch das MaB} der Riickstel-
lung werden durch duBlere Faktoren, wie die gewdhlte Wellenldnge, die Intensi-
tdt des Lichtes und die Bestrahlungsdauer, beeinflusst. Durch Inkorporierung
von sternformigen Polymeren mit entsprechenden Cinnamyliden-Endgruppen in
ein permanentes elastisches Netzwerk mittels Quellung, wird ein semi-
interpenetrierendes Netzwerk (semi-IPN) erhalten. Durch Bestrahlung mit UV-
Licht (A > 260 nm) werden die sternformigen Molekiile vernetzt und die tempo-
rdre Form in dem so gebildeten interpenetrierenden Netzwerk (IPN) [24] wird
stabilisiert.

Da die Bestrahlung mit Licht temperaturunabhéngig ist und prazise auf die ge-
wiinschten Fldchen begrenzt werden kann, wird ein durch eine Temperatur-
erhohung unerwiinschter Effekt auf die angrenzende Umgebung und auf das
Gewebe vermieden. Licht-induzierte Formgedédchtnispolymere sind daher eine
alternative Materialklasse von Formgedichtnispolymeren fiir Anwendungen in
der Medizin [24].

Ein weiterer aktueller Trend in der Biomaterialwissenschaft ist die Entwicklung
von Materialien, die eine Multifunktionalitdt [30] aufweisen. Unter Multi-
funktionalitit wird die unerwartete Kombination von unterschiedlichen Materi-
alfunktionalititen verstanden, wie z. B. die Kombination von hydrolytischer
Abbaubarkeit mit der Formgedichtnis-Funktionalitit. Diese Kombination unter-
schiedlicher Funktionalitdten kann fiir spitere Anwendungen in der Medizin ge-
nutzt werden, um die Einsatzmoglichkeiten der verwendeten Materialien zu er-
weitern. Zu diesem Zweck wurden Polymersysteme entwickelt, bei denen die
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notwendigen Funktionalititen, wie zum Beispiel die Biofunktionalitat, die hy-
drolytische Abbaubarkeit oder die Formgedédchtnisfunktionalitit, ma3geschnei-
dert werden konnen. Dieses wird durch Variation von molekularen Parametern
und physikalischen Konditionierungen erreicht.

Abbaubare Polymere mit thermisch-induziertem Formgedichtniseffekt haben
ein hohes Anwendungspotential im Bereich der minimalinvasiven Chirurgie
[31]. Ein Beispiel ist das Einbringen eines sperrigen Implantates in einer kom-
primierten, temporiren Form durch eine kleine Offnung in den Korper. Durch
Erwdrmen des Implantates {iber die Schalttemperatur Ty, nimmt es die flir die
Anwendung relevante Form ein. Eine zweite Operation zur Entfernung des Im-
plantates entfillt, da es nach einer festgelegten Zeit im Korper abgebaut wird
[29, 32]. Ein Magenwandersatz oder ein intelligentes Nahtmaterial fiir den
Wundverschluss [26-29] sind Beispiele fiir Produktinnovationen basierend auf
solchen multifunktionalen Materialien mit Formgedéchtniseffekt und Bioabbau-
barkeit.

AN basierte Copolymere wurden als Polymersystem flir die Herstellung von
Membranen flir biomedizinische Anwendungen vorgestellt. In dem Copolymer-
system konnen verschiedene Eigenschaften gezielt {iber die chemische Struktur
und den relativen Anteil der (Co)Monomeren eingestellt werden. Durch Variati-
on dieser Parameter konnte die Biofunktionalitdt beeinflusst werden. Die Spezi-
fitit von PAN und AN basierten Copolymeren in der Wechselwirkung mit ver-
schiedenen Zelltypen eroffnet Anwendungs-moglichkeiten in Zell-Gewebe-
Kultur Systemen sowie biohybriden Organen oder im Bereich des Tissue Engi-
neerings.

Als Beispiel fiir multifunktionale Materialien wurden Polymere vorgestellt, die
hydrolytisch abbaubar sind und einen Formgedichtniseffekt aufweisen. Andere
Stimuli wie Magnetfelder oder Licht wurden durch das Einbringen von magneti-
schen Nanopartikeln in thermisch-induzierte Formgedachtnispolymere bzw.
durch Einfilhren von lichtsensitiven Gruppen in Polymernetzwerke realisiert.
Abbaubare Formgedichtnispolymere bieten gegeniiber metallischen Implantaten
den wesentlichen Vorteil, dass die erforderliche Folgeoperation zur Entfernung
des Implantates entfillt. Dariiber hinaus sind sie in ithrer Handhabung sowohl bei
der Verarbeitung als auch Programmierung weniger aufwendig als die metalli-
schen Formgedichtnislegierungen. Es ist daher zu erwarten, dass basierend auf
multifunktionalisierten Polymeren im biomedizinischen Bereich zukiinftig eine
Reihe von Produktinnovationen realisiert werden.
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Einfluss von Rontgenkontrastmitteln auf die
Morphologie humaner venoser Endothelzellen

R.P. Franke, R. Fuhrmann, C. Mrowietz, F. Jung

1. Hintergrund

Die Beeinflussung der Mikrozirkulation nach Rontgenkontrastmittelgabe konnte
sowohl beziiglich der Kapillardurchblutung (bei Patienten mit Koronarer
Herzerkrankung) als auch des Gewebesauerstoffpartialdruckes (im Myokard des
Schweineherzens) in mehreren Studien nachgewiesen werden [3, 4, 5, 15, 16,
18, 22]. Dabei zeigten sich erhebliche Unterschiede fiir die einzelnen Rontgen-
kontrastmittel (RKM). Einflussfaktoren waren die Viskositdt des RKM [2], so-
wie Verdnderungen der Morphologie von Erythrozyten [2, 14, 21] und von
Thrombozyten [17].

Es kann aber mit Sicherheit angenommen werden, dass auch die Endothelzellen
durch das RKM sowohl in ihrer Morphologie als auch in ihrer Funktion beein-
flusst werden [1, 6]. Dies sollte im Rahmen einer Studie fiir zwei RKM in-vitro
untersucht werden.

2. Material und Methoden

2.1 Rontgenkontrastmittel

Es wurden zwei handelsiibliche RKM in ihrer Kurzzeitwirkung auf ein ebenes
Modell vendser Gefdlle [9] in vitro getestet: Visipaque (Iodixanol 320, Ge
Healthcare, Miinchen, Germany) und Imeron (Iomeprol 350, Byk Gulden, Kon-
stanz, Germany).
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2.2 Endothelzellen

Humane umbilicale vendse Endothelzellen (HUVEC) wurden auf einer gefafty-
pischen extrazelluldaren Matrix (ECM) ausgesiedelt und bis zur funktionellen
Konfluenz (Stref3faserriickbildung und Ausbildung eines marginalen Filament-
netzes) unter statischen Standardkulturbedingungen (5% CO,, 95% Luftfeuchte,
37°C) herangeziichtet [24, 25]. Die Untersuchungen wurden nach 11 Tagen
durchgefiihrt.

2.3 Versuchsaufbau

Bei Versuchsbeginn wurden die ebenen Gefdlmodelle mit dem jeweiligen RKM

beaufschlagt. Die RKM wurden dem Standardkulturmedium (Medium 199+20%

Humanserum) beigegeben, die Endkonzentration an RKM im Standardkultur-

medium betrug 30% (V/V). Die Gefalmodelle wurden iiber definierte Zeitrdume

mit dem kontrastmittelhaltigen Medium inkubiert (1,5 min, 5 min, 12 h).

Danach erfolgte die Entnahme des Zellkulturiiberstandes und nach Zentrifu-

gation die Lagerung bei -80°C, bis zur Analyse der vorgesehenen Parameter.

Die Endothelzellen wurden fixiert und anschlieBend auf folgende Fragestellung

hin untersucht.

e Zeigen die Endothelzellen im Vergleich zu Kontrollen morphologische Ab-
weichungen, wie Zunahmen der Endothelzellumrandung, Anzahl geloster
Zellkontakte, Lochbildungen im Monolayer.

e Zeigen die Endothelzellen in der zytochemischen Darstellung des zytoskele-
talen mikrofilamentiren Aktins typische Anderungen an den Mikrofilamen-
ten?

Als Zellumrandung wird der durch Versilberung markierte Umfang der Zell-

grenzen bezeichnet, als geloste Zellkontakte knopfartige, kurz- oder langstrecki-

ge Offnungen in den durch Versilberung markierten Zell-Zell-Grenzen. Die

Lochbildung im Zellrasen stellt sich durch groBe Offnungen im Zelllayer dar,

die durch Lésung und Zuriickweichen von Zellrdndern oder durch Zellablosun-

gen hervorgerufen werden

Die beschriebenen Parameter wurden nach Versilberung mit Hilfe eines Olym-

pusmikroskopes (IMT-2) mit UV-Einrichtung und angeschlossener Videokette

(Sony XC 50ST/monochrom und OPTIMAS-Bildanalyse-System) interaktiv

analysiert [10, 11].

Verinderungen am Zytoskelett wurden durch zytochemische Darstellung des fi-

lamentdren Aktins (F-Aktin) erfalt [9]. Der F-Aktinanteil der Mikrofilamente

wurde mit Phalloidin - Rhodamin markiert und fluoreszenzmikroskopisch dar-
gestellt.
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2.4 Statistik

Alle Stichproben wurden mittels Mittelwert und Standardabweichung beschrie-
ben. Die Priifstatistik wurde mittels Varianzanalyse durchgefiihrt. Die Nullhypo-
these (die RKM unterscheiden sich in ihrer Wirkung auf die Endothelzellen
nicht) wurde bei [rrtumswahrscheinlichkeiten a kleiner als 0,05 abgelehnt.

3. Ergebnisse

3.1 Struktur des mikrofilamentiaren Aktins

In den Kontrollkulturen ohne Medienwechsel zeigte sich bis zu 12 Stunden ein
deutlich erkennbares marginales Filamentnetz, wobei zentrale Filamentbiindel
(Stressfasern) nur sehr sparlich ausgebildet waren.

Abb. 1: Kontrollendothelkultur ohne Medienwechsel 12 Stunden nach Ver-
suchsbeginn (Zytochemische Darstellung des F-Aktins)
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In den Kontrollkulturen, in denen Medienwechsel durchgefiihrt wurden, zeigte
sich eine méaBige Tendenz zur Verbreiterung des marginalen Filamentbandes.
Nach 1,5 Minuten waren jedoch noch keine Offnungen von Zell-Zell-
Bindungen, Zelldehiszenzen bzw. interzellulidre Fenster erkennbar.

Abbildung 1 zeigt kultivierte Endothelzellen ohne Mediumwechsel 12 Stunden
nach Versuchsbeginn nach zytochemischer Darstellung des F-Aktins.

Abbildung 2 zeigt die Endothelkulturen nach zweimaligem Medienwechsel ohne
den Zusatz von RKM.

Abb. 2: Endothelkulturen nach zweimaligem Medienwechsel (nach 1,5 Minuten
(links) bzw. 5 Minuten (rechts)) ohne den Zusatz von RKM
(Zytochemische Darstellung des F-Aktins)

Die Endothelzellen nach der Exposition mit lodixanol sind in Abbildung 3 dar-
gestellt.
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