Biokompatible Katalysatoren
fiir die ringofinende
Polymerisation und Herstellung
bioabbaubarer Implantatstrukturen

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
Doktor der Naturwissenschaften
der Technischen Fakultét
der Albert-Ludwigs-Universitiat Freiburg im Breisgau

vorgelegt von
Cordula Hege
(Dipl. Chem.)

Freiburg
18. Mai 2016



Dekan der technischen Fakultédt: Prof. Dr. Georg Lausen
Betreuer: Prof. Dr. Jiirgen Riihe

Cobetreuer: Dr. Stefan Schiller

Kooperationspartner: Fraunhofer IOSB

Die Arbeiten wurden in der Zeit von Juli 2009 bis 2014 unter der Leitung von
Prof. Dr. Jiirgen Riihe und Dr. Stefan Schiller am Freiburg Institute for Ad-
vanced Studies (FRIAS) und sowie dem Institut fiir Makromolekulare Chemie
durchgefiihrt. 2015 wurden abschliefsende Untersuchungen am Fraunhofer IOSB
in Ettlingen ausgefiihrt.

Beginn des Promotionsverfahrens:
Tag der miindlichen Priifung:

Priifungskommission



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 5
2 Grundlagen 10
2.1 Darstellung von Polylactonen und Polylactiden . . . . . . . .. .. 10
2.1.1 Monomere und Eigenschaften der Polymere . . . . .. .. 10

2.1.2  Mechanismus der ringoffnende Polymerisation . . . . . . . 13

2.1.3 Katalysatoren . . . . . . ... ..o Lo 18

2.2 Regenerative Medizin . . . . . . . .. ... 26
2.2.1 Allgemeines zur regenerativen Medizin . . . . .. ... .. 26

2.2.2  Einfiilhrung und Grundbegriffe . . . . . .. ... ... ... 28

2.2.3 Biokompatibilitdt . . . . ... ... oL 30

2.3 Herstellung poroser Polymerstrukturen . . . . .. .. .. ... .. 32
2.3.1 Methoden zur Herstellung poroser Strukturen . . . . . .. 32

3 Ziel und Strategie 36
4 Neue Katalysatoren fiir die ring6ffnende Polymerisation 42
4.1 Variationsmoglichkeiten der Reaktionsansitze . . . . .. . . ... 42
4.1.1 Polymerisationen bei 140°C oder héher . . . . . . . . . .. 44

4.2 Variation der Reaktionsbedingungen . . . . . ... .. ... ... 59
4.2.1 Losungsmittelreaktionen . . . . . .. ... ... 59

4.2.2  Genauere Untersuchung der Bulkreaktionen . . . . . . .. 69

4.2.3 Diskussion der Ergebnisse der Polymerisationsvariationen . 80

4.3 Diskussion der Ergebnisse der Polymerisationen . . . . . .. . .. 83
4.3.1 Katalysatoren . . . . . .. ... ... ... ... 83

4.3.2 Initiatoren . . . . . . . ..o 88

4.3.3  Abschliefsende Zusammenfassung . . . . . .. .. ... .. 89

5 Scaffolds 91
5.1 Herstellung der pordsen 3D-Scaffolds . . . . ... .. .. .. ... 91
5.2 Eigenschaften der Scaffolds . . . . . . . ... ... ... ... .. 94
5.2.1 Bildanalyse der Poren . . . . .. .. ... ... .. 94

5.2.2  Porositat und Interkonnektivitit der Scaffolds . . . . . . . 104

5.2.3 Mechanische Figenschaften . . . . . . . .. ... ... ... 105

5.3 Degradation der Scaffolds . . . . .. ... ... ... .. ... 107
5.4 Zelluntersuchungen . . . . . . .. .. ... L. 111
5.4.1 2D-Untersuchungen: Zellkompatibilitdat . . . . . . . .. .. 111

5.4.2  3D-Untersuchungen: Einwachsverhalten der Zellen . . . . . 123

5.5 Zusammenfassung der Scaffoldergebnisse . . . . . .. .. ... .. 127

6 Wachstumskammer 130
6.1 Grundlegendes iiber die Wachstumskammern . . . . . . . . . . .. 130

3



6.2 Mechanische Untersuchung der Wachstumskammern . . . . . . . .
6.3 Lagerungsversuche . . . . . .. ... ... ... ... ...
6.4 Diskussion . . . . ... o

7 Zusammenfassung
7.1 Ausblick . . . .. ..

8 Material und Methoden
8.1 Chemikalien . . . . . . . ...
8.2 Experimentelle Durchfithrung . . . . .. ... ... 00
8.2.1 Polymerisation . . . . .. ... ...
8.2.2 Funktionalisierungen . . . . . . . .. ... ... ...
8.2.3 Herstellung von Filmen und Scaffolds . . . . . .. .. ...

8.2.4 Wachstumskammer . . . . . . .. .. o000
Veroffentlichungen
Literatur
Index

9 Danksagung

10 Anhang
10.1 Zusétzliche Informationen und Voruntersuchungen . . . . . . . . .
10.1.1 Polymerisation mit Erdalkalikatalysatoren . . . . . . . ..

10.1.2 Polymerisation mit Eisenkatalysatoren bei RT . . . . . ..

10.1.3 Polymerisation mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat . . . . . ..

10.1.4 Enzympolymerisation . . . . . . . ... ...

10.1.5 UV-VIS-Untersuchung des Eisen-Allylphenolkomplexes

143
148

149
149
152
152
153
154
158

160

162

189

191

193
193
193
196
197
199

. 202



1 Einleitung

Kunststoffe sind kostengiinstige, leichte Werkstoffe, welche einfach an ihre jewei-
ligen Einsatzgebiete angepasst werden konnen [1]. Zusétzlich sind sie haltbar,
korrosionsbestidndig, reproduzierbar und gute thermische und elektrische Isola-
toren |2, 3|. Thre positiven Eigenschaften fithren dazu, dass allein im Jahr 2013
knapp 300 Megatonnen Kunststoffe weltweit produziert wurden, davon 57 MTon-
nen in Europa [4].

Die lange Haltbarkeit des Plastiks sorgt jedoch fiir grofe Probleme (siehe Ab-
bildung 1). Wenn es nicht ordnungsgeméf entsorgt wird, fiihrt es nicht nur zur
optischen Verschmutzung der Umwelt, sondern auch zu einer Gefihrdung des
Wildlebens [5]. Auch im Meer steigt die Verschmutzung [6]. Bei im Meer be-
findlichem Kunststoff geht man von einer Verlangerung der Materiallebensdauer
auf 100-1000 Jahre aus [7]. Der Grund dafiir ist die salzige Umgebung, die Kélte
und weniger Einwirkungsmoglichkeit von UV-Licht [7]. Im Kunststoffmiill konnen
sich Lebewesen verfangen, besonders hiufig aber werden Plastikteile mit Nahrung
verwechselt. Da Plastik nicht verdaut werden kann, verhungern die Tiere mit vol-
lem Magen. Oder am Kunststoff akkumulierte und/oder im Kunststoff enthaltene
Zusatzstoffe wie Antioxidantien, Weichmacher oder Farbstoffe werden aufgenom-
men, gelangen somit in die Nahrungskette und letztlich zum Menschen |2, 8|.
Um die Miillmenge zu verringern gibt es verschiedene Ansitze. So wurde zum
Beispiel in Italien 2010 ein Gesetz erlassen, nach dem Einkaufstiiten entweder
wiederverwertbar oder aus bioabbaubaren Polymeren sein miissen [6]. Génzlich
auf Kunststoff als Verpackungsmaterial zu verzichten wére jedoch nicht sinnvoll,
weil andere Materialien ein deutlich grofseres Gewicht und Volumen haben und
damit zu hoheren Energiekosten fiihren [9].

Eine Losung des Miillproblems bietet die weitreichende Verwendung von in bio-
logischer Umgebung abbaubaren Polymeren.

Die Definition der abbaubaren Polymere wurde von der Internationalen Organi-
sation fiir Standardisierung (ISO) festgelegt, wobei sie vier Gruppen abbaubarer
Polymere unterscheidet [10]:

e oxidativ abbaubare Polymere
e photoabbaubare Polymere
e hydrolytisch abbaubare Polymere

e bioabbaubare Polymere



Abbildung 1: Die lange Haltbarkeit der normalen Kunststoffe verursacht viele Umweltprobleme.
Auswirkungen sind vermiillte Strénde (a), Miillinseln (griin dargestellt) im Meer (b), Verhun-
gern durch Miill im Magen (c), Verletzung durch Plastikteile (d) [2, 7].

Im Fall der oxidativ abbaubaren Polymere werden oft Metallzuséitze zugegeben,
welche die Oxidation fordern, zum Beispiel Mn?**/Mn®** [11]. Mit deren Hilfe
wird das Polymer durch freie Radikalkettenreaktionen abgebaut [11]. Oxidierte
Polymere sind sproder und hydrophiler als nicht-oxidierte, was sie anfalliger fiir
Biodegradation macht [12].

Es gibt verschiedene Moglichkeiten um Polymere photoabbaubar zu machen [11—
13]. Zum einen kann man Zusatzstoffe wie Benzophenon zugeben, zum ande-
ren kann man das Polymer modifizieren und die Anzahl an UV-absorbierenden
Gruppen wie Carbonylgruppen erhéhen. Zuséatzlich kann man neue Polymere mit
lichtsensitiven Gruppen herstellen.

Die Art der Bindung bei hydrolytisch abbaubaren Polymeren hat einen Einfluss
auf die Degradationsgeschwindigkeit. So werden Polyanhydride am schnellsten
abgebaut, Polyorthoester etwas langsamer und Polyester noch etwas langsamer,
bei den Polyamiden kann die Degradation sehr lange dauern [14].

Bioabbaubare Polymere werden durch Mikroorganismen wie Bakterien und Pil-
ze vollstindig in Kohlenstoffdioxid und Wasser umgewandelt. Dies kann unter
aeroben oder auch unter anaeroben Bedingungen erfolgen [6]. In den meisten
bioabbaubaren Polymeren ist das Polymerriickrat hydrolysierbar [15].



Um einsetzbar zu sein, sollten die bioabbaubare Polymere verschiedene Bedin-
gungen erfiillen: gute Verarbeitbarkeit, ausreichende Lagerfahigkeit, nichttoxische

Abbauprodukte und nicht zu hohe Kosten [16, 17]. Es gibt viele mogliche Anwen-
dungen fiir die bioabbaubaren Polymere, wie in der Agrarkultur (als bioabbau-

bare Mulchfolien) oder bei Waldaufforstungen (als bioabbaubare Behéltnisse fiir
Setzlinge), fiir Toiletten- und Hygieneartikel [17]. Fiir den grofflichigen Einsatz
in der Verpackungsindustrie sind die Monomere aber noch zu teuer [18, 19]. Eini-
ge aliphatische Polymere wie Poly(DL-Lactid) lassen sich auch aus erneuerbaren
Grundstoffen wie Mais herstellen. Wenn allerdings ein Grofsteil des Kunststoffbe-
darfes durch Poly(DL-Lactid) gedeckt werden soll, wiirde die Monomerherstellung
in Konkurrenz zur Nahrungsmittelproduktion stehen |20].

Abgesehen von Alltagsprodukten eignen sich bioabbaubare Polymere besonders
fiir den Einsatz in der Medizin [17]. In der Pharmazie werden sie als Wirkstoff-
trager genutzt, in der Chirurgie als chirurgische Faden oder zur orthopédischen
Fixierung. Ein wichtiges Einsatzgebiet der bioabbaubaren Polymere, wie der ali-
phatischen Polymere, ist die Geweberekonstruktion (Tissue engineering). Abbil-
dung 2 zeigt die unterschiedlichen Verwendungsmoglichkeiten in der Medizin als
Ubersicht.

Die Geweberekonstruktion ist ein interdisziplindres Gebiet an dem (Zell-) Biologen,
(Bio-)Chemiker, Materialwissenschaftler, Ingenieure und Mediziner beteiligt sind
[21]. Es geht darum Gewebe zu erhalten, zu rekonstruieren oder auch zu verbes-
sern |22]. Eine weitere Anwendungsmoglichkeit wére die Herstellung von Modell-
systemen, in denen man nach Strategien zur Behandlung von Organkrankhei-

ten suchen kann [23]. Zur Geweberekonstruktion werden Zellvorlduferstrukturen
(Scaffolds) bendtigt, welche den Zellen physikalische und chemische Informatio-

nen iiber die Proliferation, Differenzierung und ihren Zusammenschluss zu drei-
dimensionalem Gewebe geben [23|. Die Scaffolds sind 3D-Strukturen, welche den
Zellen den nétigen Halt geben und die Form des entstehenden Gewebes vorgeben
[24]. Um das Zellwachstum und den Transport von Néhrstoffen, Sauerstoff und
den Abtransport von Verbrauchs- und Abbauprodukten gewéhrleisten zu konnen,
miissen die Strukturen porés und interkonnektiert sein [25, 26].

Es gibt viele M&glichkeiten Scaffolds herzustellen, dies reicht von apparativ einfa-
chen Methoden wie Phasentrennung, Porogen-Herauslésen iiber komplexere Me-
thoden wie Elektrospinnung zu computer-unterstiitzten Drucktechniken wie der
Stereolithografie [24, 27, 28|.

Um Materialien im K&rper einsetzen zu konnen, sollten sie moglichst biokompati-
bel sein. Dabei wird Biokompatibilitdt dadurch gekennzeichnet, dass der Kérper
eine angemessene Reaktion darauf zeigt. So darf eine akute, jedoch keine chro-
nische Entziindung ausgelost werden [29, 30]. Insbesondere sollte das Material
weder kanzerogen, noch thrombogen noch immunogen sein |31].
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Abbildung 2: Ubersicht iiber die verschiedenen Einsatzmdglichkeiten von bioabbaubaren Poly-
meren in der Medizin.

Problematisch an den bioabbaubaren Polymeren sind ihre im Vergleich zu ande-
ren Polymeren hohe Temperatursensitivitit und Hydrolyseempfindlichkeit, wo-
durch sie schlechter verarbeitbar werden [32]. Unter den aliphatischen Polyestern
sind Poly(e-Caprolacton), Poly(DL-Lactid) und Poly(Glycolid) die gingigsten
Polymere fiir den medizinischen Einsatz und von der Food and Drug Adminis-
tration (FDA) zum Einsatz im Korper zugelassen [33-35].

Die Polymere konnen entweder mittels Polykondensation oder ring6ffnender Poly-
merisation hergestellt werden [36]. Im Fall der Polykondensation werden Polyester
entweder durch die Kondensation von Diolen und Dicarbonsiduren oder durch die
Selbstpolymerisation von Hydroxysduren hergestellt [37]. Im Fall der ring6ffnen-
de Polymerisation werden die Polymere aus ringférmigen Monomeren aufgebaut
[36].

Es gibt fiinf mogliche Mechanismen, nach denen die ringéffnende Polymerisa-
tion ablaufen kann: anionisch, kationisch, radikalisch, Koordination-Insertation
und iiber die Aktivierung des Monomers [33].



Der Standardkatalysator fiir die ringo6ffnende Polymerisation von beispielswei-
se aliphatischen Polymeren ist Zinn(II)-2-ethylhexanoat. Die Polymerisation mit
Zinn(IT)-2-ethylhexanoat als Katalysator verlduft nach dem Koordination-Inser-
tations-Mechanismus [33]. Abgesehen von Zinn(II)-2-ethylhexanoat werden noch
einige andere Katalysatoren eingesetzt. Beispiele hierzu sind Alkali-, Erdalkali-
und Ubergangsmetalle [36]. Um Polymere fiir den medizinischen Bereich her-
zustellen, werden Katalystorsysteme mit im Korper vorhandenen Metallen, wie
Natrium, Calcium und Eisen, bevorzugt [38—40]. Ohne Metalle kommen Enzyme
und einige organische Katalysatoren aus [41, 42].



2 Grundlagen

2.1 Darstellung von Polylactonen und Polylactiden
2.1.1 Monomere und Eigenschaften der Polymere

In dieser Arbeit werden die Monomere Glycolid, DL-Lactid und e-Caprolacton
fiir die Herstellung bioabbaubarer Polymere durch die ringéffnende Polymerisa-
tion genutzt. Daraus hergestellte Polymere sind von der amerikanischen Food and
Drug Administration (FDA) fiir den Einsatz im Menschen zugelassen [43].
Glycolid wird durch die Dimerisierung von Glycolsidure hergestellt [44]. Alter-
nativ erhdlt man es durch die Eliminierung von Natriumchlorid aus Natrium-
Monochloroacetat. Das so entstehende Glycolid hat nach Umkristallisation einen
Schmelzpunkt von 83°C [45]. Glycolid ist sowohl reaktiver als auch hydrophiler
als Lactid und e-Caprolacton [44, 46-49|. Das Polymer Polyglycolid ist steif und
hochkristallin (Kristallinitédt 44-55%), hat einen Schmelzpunkt von 220-225°C
und seinen Glasiibergang bei 36-40°C [50, 51]. Durch sein hohes Elastizitatsmo-
dul (7 GPa) wird der Einsatz in lasttragenden Anwendungen wie zum Beispiel als
orthopédische Fixierung, ermoglicht [51]. Innerhalb von 0,5-1 Monat kommt es je-
doch zu einer Verringerung des Molekulargewichts, dem Verlust der mechanischen
Eigenschaften und damit zum Strukturverlust. Massenverlust tritt innerhalb von
3-4 Monaten ein [24]. Im Kérper wird Glycolid in 4-6 Monaten komplett absor-
biert [44]. Die bei der Degradation entstehende Glycolsiure kann iiber den Urin
ausgeschieden werden. Ein anderer Degradationsweg ist die letztendliche Um-
wandlung in Glycin, welches vom Korper als Synthesebaustein fiir Peptide und
Proteine weiterverwendet wird |52, 53|, siche Abbildung 3.

Lactid kann aus jahrlich erneuerbaren Rohstoffen wie Mais und Riiben herge-
stellt werden [19, 54|. Es besitzt zwei Stereozentren und kommt somit in drei
verschiedenen Stereokonfigurationen vor: DD-Lactid, LL-Lactid und DL-Lactid
[51, 55]. Die Eigenschaften des daraus hergestellten Polymers hingen vom Ste-
reotyp des gewihlten Monomers ab [51]. So ist das Polymer aus DD-Lactid oder
LL-Lactid semikristallin, mit einer Kristallinitdt von 37%, und hart, mit einem
Elastitzidtsmodul von 2,7 GPa. Sein Schmelzpunkt liegt bei 180°C, sein Glas-
ibergang bei 60-65°C [51]. Dagegen ist das Polymer aus DL-Lactid oder einer
racemischen Mischung von DD-Lactid und LL-Lactid amorph, und der Glas-
tibergang liegt bei 55-60°C. Poly(DL-Lactid)-Granulate konnen fiir verschiedene
Herstellungsverfahren, wie Spritzguss und Filmbildung speziell hergestellt wer-
den, dafiir miissen verschiedene Eigenschaften, wie das Molekulargewicht und
der Anteil an D-Isomer kontrolliert werden [19]. So darf beispielsweise um das
fiir den Spritzguss notwendige schnelle Kristallisieren zu erméglichen weniger als
1% D-Isomer enthalten sein [19]. Der Stereotyp hat auch einen Einfluss auf die
Degradation der Polymere.
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Abbildung 3: Poly(Glycolid) wird in vivo entweder in Glycolsdure umgewandelt, welches {iber
den Urin ausgeschieden wird, oder in Glycin, welches als Synthesebaustein fiir Proteine und
Peptide dient [52, 53].

So benétigt das Polymer aus DD-Lactid oder LI-Lactid aufgrund der Kristalli-
nitat 2 Jahre zur Degradation [51]. Die Degradation héngt mit dem Molekular-
gewicht zusammen, z.B. wird Poly(DL-Lactid) mit einem Molekulargewicht von
14 % innerhalb von 7 Monaten und Poly(DL-Lactid) mit 49 % innerhalb von 15
Monaten resorbiert [56]. Seine mechanische Stérke verliert Poly(DL-Lactid)nach
1-2 Monaten [57]. Die Degradation der Polymere wird stark durch die Umgebung,
in welcher der Abbau stattfindet, beeinflusst und verlauft in vivo schneller als in
vitro |58]. Bei der Degradation von Polylactid im Korper entsteht Milchsédure,
welche im Citratzyklus verstoffwechselt und schliefslich als Kohlenstoffdioxid und
Wasser ausgeschieden wird [51-53|, beziehungsweise ausgeatmet wird [52], siehe
Abbildung 4.

E-Caprolacton ist ein relativ giinstiges zyklisches Monomer, aus dem mittels ring-
offnender Polymerisation Poly(e-Caprolacton) hergestellt wird [11]. Es kann in-
dustriell durch die Oxidation von Cyclohexanon mittels Peroxyessigsdure herge-
stellt werden und entsteht in einigen Mikroorganismen bei der Oxidation von Cy-
clohexanol zu Adipinséure [36, 59]. Poly(e-Caprolacton) ist in vielen organischen
Losungsmitteln gut 1oslich und mit vielen Polymeren, wie Poly(vinylchlorid),
mischbar [36]. Der Glasiibergang liegt bei -60°C und der Schmelzpunkt bei 61°C,
Poly(e-Caprolacton) kann bis zu 700% gedehnt werden, bis es reift [11, 51].
Poly(e-Caprolacton) wird zum Beispiel zur Wirkstoffverkapselung fiir langandau-
erende Abgabe genutzt, da seine Degradationszeit relativ lang ist und Poly(e-
Caprolacton) fiir Molekiile mit niedrigem Molekulargewicht bei Raumtemperatur
durchlissig ist [51, 60]. Im Korper bendtigt Poly(e-Caprolacton) 3 Jahre, bis es
vollstdndig abgebaut ist [61]. Im Boden verkiirzt sich die Degradationszeit von
Poly(e-Caprolacton) deutlich.
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Abbildung 4: Degradation von Poly(DL-Lactid) in vivo.

Bei Eingrabungsversuchen wurde bis zu 95% Gewichtsverlust nach einem Jahr
festgestellt [62]. Dieser Unterschied in den Degradationszeiten diirfte daran liegen,
dass Poly(e-Caprolacton) im Boden von verschiedenen Mikroorganismen, wie Pil-
zen und Bakterien, enzymatisch abgebaut werden kann [62]. Im Korper, dagegen
gibt es hierzu keine passenden Enzyme, sodass Poly(e-Caprolacton) hydrolytisch
degradiert werden muss [31]. Poly(e-Caprolacton) wird zu Hydorycapronsiure
abgebaut, diese wird teilweise im Citratzyklus als Synthesebaustein weiterver-
wendet und schlieklich vom Kérper eliminiert, siehe Abbildung 5 [35, 63]
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Abbildung 5: Degradation von Poly(e-Caprolacton) in vivo.
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Allgemein geschieht die Degradation der Polyester zunédchst durch zufillige hy-
drolytische Spaltung der Estergruppen [64]. Im weiteren Verlauf kommt es zur
Beschleunigung der Degradation durch Autokatalyse, wofiir die sauren Abbau-
produkte verantwortlich sind [64].

2.1.2 Mechanismus der ringéffnende Polymerisation

Damit eine Reaktion wie eine Polymerisation stattfinden kann, muss sie energe-
tisch giinstig sein, das heifst die freie Energie AG muss negativ sein [65], siehe
Formel (1).

AG =AH —TAS (1)

AG Anderung der freien Energie
AH Anderung der Enthalpie
AS Anderung der Entropie

Die Entropiednderung ist relativ unabhéngig von der Ringgrofe, da sie iiberwie-
gend von dem Verlust der Translationsentropie durch die starke Verringerung
der Molekiilanzahl in Folge der Polymerisation bestimmt wird [66]. Somit trigt
bei mittelgrofen Ringen die Entropiedinderung wenig zur Polymerisierbarkeit bei.
Folglich muss die Enthalpiedinderung negativ werden [65, 67|, dazu trigt vor allem
die Ringspannung bei [65, 67]. Somit ist die Haupttriebkraft fiir die ringtffnende
Polymerisation die Ringspannung der Monomere [68]. Zur Ringspannung tragen
verschiedene Faktoren bei, wie der Bindungswinkel, Anordnung von Substituen-
ten und transannulare Wechselwirkungen [69-71].

Die Bindungswinkel fiihren unter anderem zu Spannungen, wenn die sp3-hybri-
disierten Kohlenstoffatome einen anderen Bindungswinkel als den bevorzugten
Bindungswinkel 109,3° einnehmen miissen [70]. Die Abweichung des realen Bin-
dungswinkels vom idealen Bindungswinkel ist je nach Ringgrofe unterschiedlich
stark, zum Beispiel betragt sie bei Dreiringen 60°, bei Fiinfringen 1,5° und bei
Sechsringen 10,5° [70]. Somit kénnen Dreiringe deutlich leichter gedffnet werden
als Fiinf- oder Sechsringe.

Einen weiteren Anteil an der Ringspannung hat die Anordnung der Wasserstoffa-
tome oder auch Substituenten |70]. Es ist energetisch giinstiger, wenn benachbarte
Wasserstoffatome versetzt zueinander stehen, als wenn sie direkt hintereinander
stehen [70]. Sechsringe konnen Konformationen einnehmen (Sessel- und Bootkon-
formation), in welchen alle Wasserstoffatome versetzt zueinander stehen. Diese
Konformationen sind somit spannungsfrei [70]. Dagegen sind bei Fiinfringen im-
mer einige Wasserstoffatome verdeckend angeordnet und somit sind alle vom
Fiinfring einnehmbare Konformationen, auch die energetisch giinstigsten Brief-
umschlagkonformationen (engl. envelope conformation), energetisch ungiinstiger
als die Sechsringkonformationen [70].
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Aufgrund dessen besitzen die Fiinfringe trotz geringerer Abweichung vom bevor-
zugten Bindungswinkel eine hohere Ringspannung als Sechsringe [70].

Die Carbonylgruppe der Lactone und Lactide ist sp2-hybridisiert, benotigt einen
Bindungswinkel von 120° und ist somit flach, was zur Ringspannung fiihrt |71, 72].

In Sechsringen, in welchen die Carbonylgruppe den gewiinschten Bindungswinkel
von 120° hat, dndert eine einzelne Carbonylgruppe kaum etwas an den méglichen
Konformationen, zwei Carbonylgruppen fiithren jedoch zu einer Verringerung [73].
Hinzu kommt, dass der Ester nicht in cis-Konformation zur Carbonylgruppe ste-
hen kann, sondern nur trans. Dies ist elektronisch ungiinstiger, weil nur in der
cis-Konformation beide freien Elektronenpaare die Carbonylgruppe stabilisieren
konnen, in trans-Konformation nur eine |74]. Folglich sind die cyclischen Ester
reaktiver als die aliphatischen [74]|. Im Fall der grofen Ringe ist die Ringspan-
nung zu gering, um zu einer negativen Enthalpieinderung zu fiithren [41, 67]. Um
die Polymerisation dennoch zu ermdéglichen muss die Entropiedinderung positiv
sein, dies ist bei groken Ringen der Fall [65, 67]. Somit ist bei groken Ringen die
Haupttriebkraft der Polymerisation die Entropie [75].

Eine Erhéhung der Polyerisationstemperatur fiihrt iiblicherweise zu einer Erho-
hung des (Gleichgewichts)Molekulargewichts [76].

Die ring6ffnende Polymerisation kann nach fiinf verschiedenen Mechanismen ab-
laufen:

o Monomer-aktiviert

Koordination-Insertation

e anionisch
kationisch

radikalisch

Acylierung des Enzyms

O
| Lip-OH -k
(e] K, . cat M Lip
' . Lipase-Lactonkomplex| —— HO o

k

-1
Acyl-Enzym-Intermediat

(Enzym-aktviertes Monomer, EM)

Initiaton o]

EM + R—OH - HOM/U\O/R +  Lip-OH

(R=H, Alkyl)

Propagation

o o
B | R + Lip-OH
EM  + HOMﬂO HOMO/ p

Nyq

Abbildung 6: Mechanismus der enzymkatalysierten ringéffnende Polymerisation [77].

14



Die Enzyme katalysieren mittels des Monomer-aktivierten Mechanismus.
Die Reaktion verlduft iiber ein Acyl-Enzym-Zwischenprodukt (EM), welches durch
den nukleophilen Angriff eines Serins im katalytischen Zentrum des Enzyms ent-
steht (sieche Abbildung 6) [78]. Im Initiationsschritt wird Alkohol oder Wasser
benotigt, um den Acylkohlenstoff des Zwischenprodukts nukleophil anzugreifen
[79]. Es entsteht eine w-Hydroxycarbonsiure, welche im Propagationsschritt das
aktivierte Monomer (EM) angreift [79]. Im weiteren Verlauf greift jeweils das
wachsende Polymer das aktivierte Monomer an [79].

Nach dem Koordinations-Insertationsmechanismus reagieren die Katalysa-
toren unter Nutzung von freien p, d oder f-Orbitalen der Metalle [80]. Auch der
Standardkatalysator fiir die ring6ffnende Polymerisation Zinn(IT)-2-ethylhexano-
at [81] wirkt nach diesem Mechanismus. Dabei wird der Katalysator iiber das
Metallatom an das Lacton koordiniert (sieche Abbildung 7). Ein sauerstoffhaltiger
Ligand des Katalysators koordiniert das Carbonylkohlenstoffatom des Monomers.
Im néchsten Schritt wird das Metallatom an den Carbonylsauerstoff gebunden
und koordiniert das sich im Ring befindende Sauerstoffatom. Die Carbonylgruppe
regeneriert sich durch Offnen des Rings und der Metallrest bindet an den zuvor
koordinierten Sauerstoff. Diese Struktur kann weitere Lactone koordinieren und
so zur Polymerisation fiihren. Der Koordinations-Insertationsmechanismus wird
zur Polymerherstellung bevorzugt, weil Polymere mit kontrolliertem Molekularge-
wicht, Stereokontrolle und gut definierten Endgruppen hergestellt werden kénnen
[51, 81].

R—O——MLn
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R—O—MLn
i

(@]
\'/LL OH
o R (o] MLn
\O/‘\’/ Y‘\O/
(@)
O
(@]

Abbildung 7: Koordinations-Insertationsmechanismus der ringdffnende Polymerisation. Nach
diesem Mechanismus katalysiert zum Beispiel Zinn(IT)-2-ethylhexanoat [82].
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Problem: m intramolekularer Angriff von Carbonyigruppen
A\—/ durch die negative Ladung moglich

Abbildung 8: Mechanismus der anionischen ringdffnende Polymerisation . M ist hiufig ein
Alkalimetall. Ein Problem ist, dass der negative Sauerstoff, abgesehen von anderen Monomeren,
auch Carbonylgruppen innerhalb der Kette angreifen kann.

Im Fall der anionischen ringtffnenden Polymerisation wird das Monomer
von einem Nukleophil gedffnet und der geoffnete Ring kann weitere Ringe 6ff-
nen (siehe Abbildung 8). Nach diesem Mechanismus katalysieren Katalysatoren,
welche Alkalimetalle als Metall und als Gegenion ein Nukleophil enthalten, weil
Alkalimetalle keine freien p-, d- oder f-Orbitale zur Koordination des Monomers
besitzen |80, 83|. Als Nebenreaktion kann der negativ geladene Sauerstoff die Car-
bonylgruppen innerhalb des Polymers angreifen (engl. backbiting). Dies fiihrt zu
niedrigerem Molekulargewicht und héherer Polydispersitdt. Anionische Kataly-
satoren besitzen hdufig eine hohe Aktivitit, jedoch kann es zu Umesterungen
kommen, wodurch das Molekulargewicht reduziert wird [84, 85]|.

S\2 Mechanismus

CO—O O o e

Sy1 Mechanismus

— E/Q\/\/\R/Q\/\/\RJr —_»_»» EP\/\/\I?]Q\/\/\R+
n

Abbildung 9: Mechanismen der kationischen ringéffnende Polymerisation [86].
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Bei der kationischen ring6ffnende Polymerisation werden Elektrophile als
Katalysatoren eingesetzt [86, 87]. Die Reaktion kann iiber zwei verschiedene We-
ge ablaufen: zum einen mittels einem Sy 1-Mechanismus, zum anderen iiber einen
Sn2-Mechanismus [86]. Um mittels der kationischen ringdffnenden Polymerisa-
tion polymerisieren zu kénnen, muss das Monomer polarisierbare Bindungen
besitzen, welche in Abbildung 9 durch Q und R reprisentiert sind. Q bendtigt
ein freies Elektronenpaar, um mit den Elektrophilen reagieren zu kénnen. Durch
die Addition des Elektrophils wird @ positiv geladen. In dem einen Fall wird die
kationische Spezies von einem anderen Monomer angegriffen und es kommt so
zur Ringoffnung (Sy2), im anderen kommt es zur spontanen Ringdffnung und
die aliphatische Spezies wird von einem weiterem Monomer angegriffen (Sy1).
Welcher Mechanismus bevorzugt wird, wird von der Stabilitit des R*-Kations
bestimmt, hohe Stabilitit fiihrt zu einer Bevorzugung des Sy1-Mechanismusses
[86].

Abbildung 10: Im Gegensatz zur ringdffnende Polymerisation nach dem Koordinations-
Insertations-, anionischen, kationischen und auch Monomer-aktivierten Mechanismus kann
Poly(e-Caprolacton) nicht mittels der readikalischen ringéffnende Polymerisation aus e-Cap-
rolacton hergestellt werden. Um mittels der radikalischen ringéffnende Polymerisation polyme-
risieren zu konnen, werden hochreaktive Doppelbindungen benétigt [88]. Als Monomer fiir die
radikalische ringtffnende Polymerisation zur Herstellung von Poly(e-Caprolacton) kann MDO
(2-Methylen-1,3-Dioxepan) genutzt werden [89, 90|

Die radikalische Ring-Offnende Polymerisation bendtigt Monomere, in de-
nen hochreaktive Doppelbindungen enthalten sind [88]. Folglich kénnen weder -
Caprolacton, noch Glycolid oder Lactid nach diesem Mechanismus polymerisiert
werden. Allerdings ist es moglich, mittels der radikalischen ringoffnende Polyme-
risation aus 2-Methylen-1,3-Dioxepan (MDO) Poly(e-Caprolacton) herzustellen
(siche Abbildung 10) [88-90|. Zunéichst addiert das Radikal an die Doppelbin-
dung, wodurch ein durch die benachbarten Sauerstoffatome stabilisiertes Radikal
entsteht (sieche Abbildung 11). Im néchsten Schritt wird entweder der Ring geoff-
net oder direkt ein weiteres Monomer angegriffen, sodass im Produkt ungedffnete
Ringe erhalten sind. Wie hoch der Anteil an ungeéffneten Ringen ist, hingt davon
ab, ob das Monomer substituiert ist oder nicht.
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Substituenten erhéhen die sterische Hinderung des Radikals und favorisieren so-
mit die Ring6ffnung [65]. Stabilisierende Substituenten ermoglichen nahezu voll-
stdndige Ringoffnung [91]. Einen weiteren Einfluss darauf, ob der Ring getffnet
wird oder nicht, haben die Monomerkonzentration, die Ringgréfse und die Tem-
peratur [91]. Dabei sorgen eine Verringerung der Monomerkonzentration und eine
Erh6hung der Temperatur fiir verstérkte Ring6ffnung [91].

Abbildung 11: Radikalische ringtffnenden Polymerisation, wenn X = H, verbleibt im Produkt
ein Anteil ungedffneter Ringe. Wenn sich an der Stelle ein Substituent befindet, verringert sich
dieser Anteil bis zu null [65]

2.1.3 Katalysatoren

Bei der Beschreibung der ringéffnende Polymerisation in der Literatur werden
die Worte Katalysator und Initiator uneinheitlich und zum Teil uneindeutig be-
nutzt [36, 87|. So nennen manche Autoren die metall-basierten Komponenten
Katalysatoren [92], andere Initiatoren [93]. Betrachtet man die Poymerisation
aus dem Blickwinkel des Einzelschrittes der Monomeranlagerung, so senkt die
metall-basierte Komponente die Aktivierungsenergie und liegt nach Abschluss
der Reaktion unveréndert vor, was der Definition eines klassischen Katalysators
entspricht. Betrachtet man den Prozess jedoch aus der Perspektive der Polymer-
ketten, ergibt sich ein anderes Bild. Griinde dafiir, die Metall-basierten Kompo-
nenten als Initiator zu bezeichnen, sind, dass die Metallkomponenten teilweise
nicht am Ende der Reaktion vollstandig zuriickgewonnen werden, sondern an der
Polymerkette verbleiben,[36]. Weiterer Grund ist, dass hdufig eine Metallkompo-
nente nur mit einer Polymerkette interagiert [87, 94]. Und nach Ansicht einiger
Autoren konnte man die Metallkomponenten nur dann als Katalysator bezeich-
nen, wenn mehr als eine Polymerkette durch den Katalysator aufgebaut wiirde
[94].
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Es gibt zwei mogliche vereinfachte Betrachtungsweisen ring6ffnende Polymerisa-
tionen zu beschreiben, zum einen als "klassische" ringéffnende Polymerisation,
zum anderen als "kontrollierte" ("lebende") ring6ffnende Polymerisation (siehe
Abbildung 12). Bei der klassischen ringéffnende Polymerisation interagiert jede
Metallkomponente nur mit einer Polymerkette [95]. Bei letzter Reaktion, also
der kontrollierten Reaktion, liegen erzeugte aktive Zentren auch noch am Ab-
schluss der Polymerisation als solche vor, wihrend bei der ersten aktive Zentren
erzeugt und auch wieder vernichtet werden. Bei der kontrollierten ringéffnende
Polymerisation interagiert eine Metallkomponente mit mehreren Polymerketten
und erfiillt somit auch genauere Katalysatordefinitionen [94]. Dennoch gibt es Au-
toren, welche eine zwar kontrollierte Reaktion beschreiben, dabei aber trotzdem
die Metallkomponente als Initiator und nicht als Katalysator bezeichnen [93].

Mlasskche risgiffrende PolyserEation

* i
& . ®
o 4

Rinnamir Eatah=ator fingiator

iorirolberte Polymersation

22 + 0 —® - go0c00ee ®

Manomes it bor etten i rreapeny (0 B, Alkobol} Katalysator

Abbildung 12: Unterschiedliche, iibergeordnete Wege fiir die ringdffnende Polymerisation. In
der klassischen Variante startet jeder Katalysator /Initiator nur eine Polymerkette. In der kon-
trollierten ringdffnende Polymerisation katalysiert der Katalysator mehrere Polymerketten und
Alkohole/Amine dienen als Kettentransferreagenzien [95].

In dieser Arbeit wird die Metallkomponente als Katalysator und der als Ket-
teniibertrager fungierende Alkohol als Initiator bezeichnet. Es wird eine kon-
trollierte Reaktion angestrebt, in dem Fall interagieren die Metallkomponenten
mit mehreren Polymerketten. Zur ring6ffnenden Polymerisationwerden verschie-
dene Katalysatorensysteme verwendet, die iiblichsten sind die metallkatalysierten
Reaktionen [96, 97|. Dabei wird eine grofe Vielfalt an Metallen, aus fast allen
Gruppen des Periodensystems, eingesetzt [36, 98|. Sehr haufig werden Zinnkata-
lysatoren, vor allem Zinn(II)-2-ethylhexanoat, verwendet [51]. Weitere Beispiele
sind Katalysatorsysteme mit Alkali- und Erdalkalimetallen. Darunter bieten sich
insbesondere Natrium, Calcium, Magnesium und Kalium an, welche im Kérper
bereits in grofer Menge vorhanden sind, sodass ein weiteres Einbringen dieser
Metalle keinen grofen Unterschied zum Ursprungszustand darstellt [38, 99, 100].
Unter den Nebengruppenelementen werden beispielsweise Mangan, Zink und Co-
balt genutzt.
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Dabei gehort Mangan zu den essentiellen Spurenelementen, Zink ist ebenfalls
im Korper vorhanden. Dies gilt auch fiir Cobalt, welches ein Bestandteil des
Vitamins B12 ist [100, 101]. Am geeignetsten ist das biologisch unbedenkliche
und ausreichend vorhandene Eisen [39]. Wenn man vollig auf Metallkomponenten
verzichten will, bieten sich Enzyme [41] und organische Katalysatoren an [42].

2.1.3.1 Zinnkatalysatoren

Zinnkatalysatoren haben allgemein den Vorteil, dass sie hohe Temperaturstabili-
tit besitzen und effektive Katalysatoren sind [100]. Diese sind relativ unempfind-
lich gegeniiber Lufteinwirkung [102|. Zusétzlich sind sie leicht herstellbar, sodass
es leicht ist, einen passenden Katalysator fiir gewiinschte Bedingungen zu syn-
thetisieren [100].

Der am hdufigsten genutzte Zinnkatalysator fiir die ringoffnende Polymerisa-
tion ist Zinn(IT)-2-ethylhexanoat [103]. Es werden jedoch auch andere Zinnver-
bindungen, wie Zinnsulfonate, Zinn(dialkylalkoxid)komplexe oder andere Zinn-
komplexe, als Katalysatoren genutzt [104], sieche Abbildung 13.

2 Fo [Q J/\ L—\N+/
AA(\LOV sn® F—Fﬁ‘o' s’ o™t g\&s}ﬁb@
F O L o4

Zinn(ethyl hexanoate), Zinn(trifluoromethansulfonat), Zinn(alkoxid)-Beispiel, Zinn(Komplex)-Beispiel

Abbildung 13: Beispiele fiir Zinnkatalysatoren: Zinn(IT)-2-ethylhexanoat [80], Zinnsulfonat
[105], Zinn(alkoxid) [106] und ein Zinnkomplex [107].

Zu den Griinden fiir die Beliebtheit von Zinn(II)-2-ethylhexanoat diirften sei-
ne positiven Eigenschaften, wie seine gute Loslichkeit, die schnellen Reaktionen
und die Akzeptanz durch die FDA gehoren [51, 100, 108]. Zinn(II)-2-ethylhexa-
noat ist sowohl in vielen organischen Losungsmitteln und Monomeren, aber nur
relativ schlecht in Wasser 16slich [105, 109].

Zinn(IT)-2-ethylhexanoat katalysiert, wie bereits im Abschnitt 7 erwihnt, nach
dem Koordination-Insertationsmechanismus [105]. Dabei wird Zinn(II)-2-ethyl-
hexanoat zunichst durch einen Alkohol in ein Alkoxid umgewandelt, welches
anschliefend die Reaktion katalysiert [110].

Es gibt jedoch auch Bedenken gegeniiber Zinn(IT)-2-ethylhexanoat, so ist es zum
Beispiel schwer, verbliebenen Katalysator aus dem Polymer zu entfernen [111].
Abgesehen von der ring6ffnende Polymerisation katalysiert er auch Umesterun-
gen [80]. Auch steht er in Diskussion zytotoxisch zu sein, so ist er ab 26 ppm
fiir Fibroblasten (Swiss 3T3) toxisch [112]. Die FDA gestattet in medizinischen
Polymeren nur einen Zinn-Gehalt von 20 ppm [113, 114]. Aufgrund der Nachteile
von Zinn(IT)-2-ethylhexanoat gibt es Bestrebungen, alternative Katalysatoren zu
finden [80, 115-117]
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2.1.3.2 Enzyme

Zur enzymatischen Katalyse bei der Herstellung von Polyestern werden iiberwie-
gend Lipasen verwendet. Diese sind normalerweise fiir die Hydrolyse von Fett-
sduren und Estern zustindig, kénnen jedoch unter anderen Bedingungen, wie in
organischen Losungsmitteln, auch zur Polymerisation von Estern genutzt werden
[118, 119].

Am héufigsten wird zur Polymerisation aufgrund der hohen Reaktivitit die Li-
pase B aus Candida antarctica genutzt, iiblicherweise als CALb abgekiirzt. Eine
immobilisierte Variante davon ist Novozyme 435, das kduflich erhéiltlich ist. Ein
weiterer Grund fiir die Beliebtheit dieser Lipase ist, dass sie robust und leicht zu
entfernen ist [120].

In organischen Losungsmiteln oder in reinem Monomer kénnen Enzyme Reak-
tionen katalysieren, die in Wasser nicht moglich sind [121]. So katalysieren jene
Lipasen, die in wéssrigen Systemen Ester spalten, in organischen Losungsmit-
teln die Polymerisation von Estern [96]. Organische Losungsmittel fithren jedoch
zu einigen Problemen, wie verminderter Reaktivitit [96, 121]. Dies kann durch
eine geringere strukturelle Flexibilitdt im organischen Losungsmittel ausgelost
werden, da sich organische Losungsmittel nicht an Wasserstoftbriickenbindungen
beteiligen kénnen [96, 121]. Auch fithren die niedrigeren Dielektrizitdtskonstanten
zu stirkeren elektrostatischen Interaktionen innerhalb des Proteins, was ebenfalls
die strukturelle Flexibilitdt des Enzyms herabsetzt [122]. Die Zugabe einer gerin-
gen Menge an Wasser kann die Reaktivitdt erhchen [121, 122].

Die Katalysation erfolgt bei CALb, der Lipase aus Candida antarctica, an einem
Serinrest im aktiven Zentrum. Dies konnte durch Derivatisierung dieses Serinres-
tes mit Paraoxon, welches zu einer vollstdndigen Inhibierung der Reaktion fiihr-
te, nachgewiesen werden [123|. Bei der Polymerisation dient Serin als Nukleophil
und bildet einen Enzym-aktivierten Monomer-Komplex (EAM). Dieser wird von
einem weiteren hydroxylgruppenhaltigen Nukleophil, zum Beispiel Wasser oder
Alkohol, angegriffen und Enzym und Ester werden freigesetzt [124].

Meistens werden enzymkatalysierte Reaktionen bei Temperaturen um 60-70°C
durchgefiihrt |79, 125]. Mit der Lipase aus Pseudomonas cepacia kénnen jedoch
auch Polymerisationen bei 100-130°C durchgefiihrt [126] werden, was bei den
meisten Lipasen zu einer Deaktivierung durch Denaturierung des Enzyms fiihren
wiirde.

Mit der Lipase aus Candida antarctia kann DL-Lactid nicht polymerisiert wer-
den, da die Lipase selektiv fiir D-Lactid ist und somit weder DL-Lactid noch
L-Lactid polymerisieren kann [127].
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Dagegen kann e-Caprolacton mit CALb polymerisiert werden, wobei sich mit
anderen Monomeren, wie Dioxepanon, eine stirkere Bindung an der Enzymober-
fliche ergibt, so dass diese effektiver polymerisiert werden kénnen [128]. Dennoch
kénnen bei 60°C mit Novozyme 435 in 4 h Reaktionszeit 22 —% erreicht werden
[119, 128|. Wenn die Reaktion bei 70°C durchgefiihrt wird, konnen innerhalb von
4 h Polymere mit einem Molekulargewicht bis zu 45 % hergestellt werden [129).

2.1.3.3 Eisenkatalysatoren

Eisen ist im Gegensatz zu Zinn ein physiologisches Metall und somit im Korper
bereits vorhanden [100]. Aus dem Grund sollten viele Eisenkatalysatoren unbe-
denklich sein zur Herstellung von Polymeren, die in der Geweberekonstruktion
benutzt werden sollen.

Fiir die ring6ffnende Polymerisation wurden bislang in der Literatur {iberwiegend
Eisenkatalysatoren verwendet, welche nicht kommerziell zur Verfiigung stehen.
Diese konnen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: zum einen die Alkoxide
und zum anderen Eisenkomplexe. Die Alkoxide bilden dabei die grofite Gruppe
eingesetzter Katalysatoren [130-133]. Bei den Eisenkomplexen werden verschiede-
ne Varianten verwendet, wie N-heterocyclische Carbenkomplexe [134-136], oder
auch solche mit 2,6-Di(1H-Pyrazol-3-yl)Pyridin ([Fe(bppyHs)Cls|+*MeOH) [39].
Auch Salenkomplexe wurden zur Polymerisation von Lactid verwendet [137]. Ei-
ne Ubersicht der erwiihnten Eisenkatalysatoren findet sich in Abbildung 14.
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Abbildung 14: Beispiele fiir Eisenkatalysatoren: N-heterocyclischer Carbenkomplex [136],
Eisen(2,6-Di(5-pyrazolyl)pyridine)Cl13, Eisen(2,6-Di(5-pyrazolyl)pyridine)Cls [39], Eisenalkoxid
[133], Eisenkomplex [137]

Teilweise wurden in der Literatur auch kommerziell erhéltliche Eisensalze verwen-
det, wie Eisenacetat, womit bei 210°C um 90,0 % bei der Polymerisation von
L-Lactid erreicht wurden [138, 139]. Weiterhin wurden verschiedene Varianten
von Fisenchloriden als Katalysatoren getestet, mit denen auch bei Raumtempe-
ratur hohes Molekulargewicht erreicht wurde [140].

In die Tabelle 1 wurden einige Katalysatoren, Monomere, die diese katalysieren,
Polymerisationensbedingungen und die erhaltene Molmasse eingetragen. Zuséitz-
lich wurde das Aufwand-zu-Nutzen-Verhéltnis berechnet.
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Als Aufwand wurde sowohl die Reaktionszeit als auch die Herstellungzeit des
Katalysators beriicksichtigt. Nicht erfasst wurde die eventuell benétigte Zeit zum
Trocknen des Katalysators, weil es dartiber zumeist keine Angaben gab. Ebenso-
wenig beriicksichtigt wurden vorbereitende Arbeiten. Um es in einen vergleich-
baren Wert zusammenzufassen, wurde das Aufwand-Nutzen-Verhéltnis als er-
reichtes Molekulargewicht pro Zeit definiert (in —) Wurden in einem Artikel
mehrere Katalysatoren erwahnt, wurde jeweils derjenige in die Tabelle eingetra-
gen, welcher das hochste Molekulargewicht ergab.

Tabelle 1: Ubersicht iiber einige in der Literatur verwendeten Eisenkatalysatorsysteme anhand
einiger Beispiele. Abkiirzungen: [Fe(bppyHz)Cl3]*MeOH = Fe(bppy), Komplex = Kplx, Eisen-
salze von organischen Sduren = Fe(Siuren), Gewichtsprozent: wt%, Katalysator: Kat, Mono-
merabkurzungen DL- Lactid = DLL, L-Lactid = LL, e-Caprolacton = Cl, Glycolid = Gly, E =

Effektivitit in ﬁ , ¥ = keine Herstellungszeit angegeben

Katalysatorart =~ Monomer T [M]:[C]:[T] t (h) Mn E Lit
(°C) (o) (i)
Alkoxide DLL 60 300:1:1 5 43,7 1,5 [133]
Alkoxide Cl RT 450:1:0 0,4 442 1.8 [131]
Fe(bppy) Cl 100 300:1:2 24 11,1 0,3 [39]
Carben-Kplx Cl 80 300:1:0 1,0 92 6,2 [134,
135]
Salen LL 200 0,04 wt% Kat 3 31,0 5,2 [137]
Bis(imino)- DLL RT 50:1:0 24 15,9 0,5 [141]
pyridine-Kplx
Fe(Séiuren) LL 150 1000-4000:1:0 48-192 50,0 *  [142]
Fe(acac)s LL, Gly 100 1200:1:0 144 61 0,4 [143]
Fe(OAc), LL 200 3000:1:0 1,0 50,5 50,5 [144]
Fe(Cl);*6H,0  Cl 27 1200:1:0 13,3 1252 94 [140]

Gemik der gefundenen Beispiele sind Eisenkomplexe etwas effektivere Katalysa-
toren als Eisenalkoxide. Jedoch zeigt sich, dass es durchaus noch Verbesserungs-
potential gibt und es lohnenswert ist, nach effektiven, kommerziell erhéltlichen
Eisenkatalysatoren zu suchen.

2.1.3.4 (Erd)alkalikatalysatoren

Verbindungen mit Natrium und Kalium eignen sich gut fiir die ring6ffnende Po-
lymerisation von Polymeren, die in der Biomedizin eingesetzt werden sollen, weil
beide bereits im Korper vorhanden und in den einzusetzenden Mengen unbedenk-
lich sind [38]. Auch Calcium und Magnesium sind nicht toxisch und ebenfalls im
Korper vorhanden [99, 145, 146]. In der Literatur verwendet wurden sowohl Kom-
plexe, Alkoxide als auch kommerziell erhéltliche Reagenzien [36].
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In Tabelle 2 sind einige Katalysatoren zum Vergleich aufgefiihrt. Es wurde wie-
derum das Aufwand-zu-Nutzen-Verhéltnis iiberpriift und als erreichtes Moleku-
largewicht % pro Zeit definiert. Der Aufwand beriicksichtigte, wie auf Seite 22
definiert, sowohl die Reaktionszeit als auch die Herstellungszeit, aber nicht die
Zeit, die zum Trocknen oder an Vorbereitungszeit benotigt wird. Wenn in einem
Artikel mehrere Katalysatoren erwdhnt wurden, wurde jeweils derjenige in die
Tabelle eingetragen, welcher das héchste Molekulargewicht ergab.

Tabelle 2: Ubersicht iiber einige in der Literatur verwendeten (Erd)Alkalikatalysatorsysteme
anhand einiger Beispiele. Abkiirzungen: Komplex = Kplx kommerziell = +, Katalysator: Kat,
Monomerabkiirzungen: DL-Lactid = DLL, L-Lactid = LL, e-Caprolacton = Cl, E = Effektivitét
in 2 pro h, Bu — Butyl

mol

Katalysatorart ~ Monomer T [M|:[C]:[T] ¢ Mn E Lit
(°C) (h) (2%) (55

Na Kplx DLL -60 300:1:10 0,08 5 0,1 [38]

Ca Kplx LL 30 500:1:1 3 52,6 1,9 [99]

Mg Kplx DLL 125 1000:1:1 1,7 133,9 3,6 [147]

NaH + Cl 70 180:1:0 2,0 69,4 13,9 [113]

Mg(Bu)s LL 25 600:1:2 0,08 39,7 476,4 [148]

2.1.3.5 Andere Katalysatorsysteme

Alternativ zu den vorher beschriebenen Katalysatoren der ringéffnende Polyme-
risation wurden Katalysatoren aus verschiedenen anderen Kategorien haufiger
verwendet [80]:

Seltenerdmetalle

Gruppe 3-4-Metalle (iiberwiegend Yttrium, Zirconium)

Gruppe 12-14-Metalle (iiberwiegend Zinn, Bismuth und Aluminium)
e rein organische Kataylsatoren (Organokatalysatoren)

Bei den Seltenerdkatalysatoren wurden iiberwiegend grofse Liganden, mit Sau-
erstoff, oder Stickstoffdonoren genutzt, daneben Alkoxide und Metallocene [80].
Bei den seltenen Erden wurden fast keine kiuflich erwerbbare Systeme untersucht.
Eine Ausnahme ist Samariumacetat, welches die Polymerisation von e-Caprolac-
ton erst ab 80°C katalysiert und 7 % erreicht, bei 150°C werden bis zu 21 %
erreicht [149].
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Wie bei den anderen Metallen werden von den Metallen aus den Gruppen
3 und 4 Alkoxide verwendet, wie z. B. Yttriumalkoxide. Damit konnten bei
Raumtemperatur Poly(L-Lactid)-Polymere mit einem Molekulargewicht von bis
zu 40 i—‘(’)l hergestellt werden [150]. Komplexe, deren Liganden hergestellt werden
miissen, werden auch bei den Metallen der Gruppe 3 und 4 als Katalysator ge-
nutzt. Beispiele sind Komplexe mit Salenliganden von Zirconium- und Yttrium,
womit bei 100°C Poly(L-Lactid) mit einem Molekulargewicht von 11 % herge-
stellt wurde [151]. Einen Uberblick iiber die verwendeten Katalysatoren bietet

die Abbildung 15.
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Abbildung 15: Beispiele fiir alternative Metallkatalysatoren: Samariumacetat [149], Ti-
tan/Zirkoniumkomplex [152], Mono(Phosphinophenolat) Aluminium-Dimethylkomplex) [153].

Zur Polymerisation ohne Metallkatalysatoren werden abgesehen von Enzymen
auch rein organische Katalysatoren (Organokatalysatoren) genutzt. Diese ge-
horen iiberwiegend zu den N-heterozyklischen Carbenen. Weitere Gruppen sind
Amidine oder Guanidine sowie Phosphine oder Pyridine [154]. Einige Beispiele
fiir organische Katalysatoren sieht man in Abbildung 16.
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Phosphinkatalysator N-Heterocyclicher- Triazabicyclodecene
Carben-Katalysator (Guanidinkatalysator)

Abbildung 16: Beispiele fiir organische Katalysatoren: Phosphinkatalysator, N-Heterozyklischer
Carbenkatalysator, Triazabicyclodecene (Guanidinkatalysator) [154]
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2.2 Regenerative Medizin
2.2.1 Allgemeines zur regenerativen Medizin

Pionierarbeiten auf dem Gebiet der Geweberekonstruktion wurden Mitte der
1980er-Jahre durchgefiihrt [155].

Die Geweberekonstruktuion (engl. Tissue engineering) ist ein sowohl multidiszi-
plindres als auch interdisziplinires Gebiet, in welchem bioartifizielle Implantate
entwickelt und/oder die Funktion von Geweben regeneriert, erhalten oder auch
verbessert wird [22, 156]. Verletzungen, Traumata, Krankheiten oder angeborene
Anomalien kénnen zur Notwendigkeit der Regeneration von Gewebe fiihren. Es
werden sowohl Gewebe wie Haut und Fettgewebe rekonstruiert als auch Organe
wie Harnblase und Nieren [157, 158]. Abbildung 17 zeigt einen Uberblick iiber
die Organe und Gewebe, bei denen derzeit an der Regenration gearbeitet wird.
Zwei Gewebe, an denen zur Zeit an der Regeneration gearbeitet wird, sind das
Fettgewebe und das Zahngewebe.

Das Fettgewebe gibt die Struktur des Korpers vor, stabilisiert die Organe und
dient als mechanischer Schutz [21]. Fettgewebe besteht hauptséchlich aus Adi-
pozyten, welche mittels Kollagenfasern zusammengehalten werden [21]. 90% des
Zytoplasmas der Adipozyten besteht aus Triglyceriden. Somit ist das Fettge-
webe der grofite Energiespeicher [21]. Zusétzlich stellt es ein endokrines Organ
dar, welches zum Beispiel Wachstumsfaktoren ins Blut abgibt [21, 159|. Fettge-
weberekonstruktion wird zum Beispiel benétigt, wenn die Brust aufgrund einer
Brustkrebserkrankung entfernt werden muss. Brustkrebs ist ein globales Problem,
allein 2013 gab es circa 300.000 neue Fille [160].

Zahngeweberekonstruktion ist notig bei Zahnverlust, zum Beispiel durch Pa-
radontose, missgliickte Wurzelbehandlungen, fortgeschrittener Schiadigung durch
Karies oder auch Trauma an Knochen oder Zahnen [161]. Zahnverlust fiithrt ohne
Behandlung zum Abbau des Alveolarfortsatzes, welcher zum Zahnhalteapperat
und zum Kieferknochen gehort [161, 162]. Es gibt zwei Hauptstrategien, um den
Zahnhalteapperat zu regenerieren: gesteuerte Geweberegeneration (GTR) oder
gesteuerte Knochenregeneration (GBR). Bei der Geweberegeneration hélt man
Zellen aus dem verbindenden Gewebe und dem Epithelgewebe durch eine un-
durchlissige Membran davon ab, in den Defekt zu diffundieren. Statt dessen kon-
nen im periodontalen Ligament verbliebene Zellen den Bereich neu kolonisieren
und regenerieren. Bei der Knochenregeneration versucht man den Alveolarkamm
zu regenerieren [163].

Die grofite Herausforderung bei der Geweberegeneration ist die Notwendigkeit,
das Gewebe zu vaskularisieren, also fiir eine ausreichende Versorgung des Gewe-
bes mit Blutgefifen zu sorgen [164]. Wenn Zellen weiter als 200 gm vom néchsten
Blutgefif entfernt sind, konnen sie nicht mit Sauerstoff oder Nahrstoffen versorgt
werden [165].
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Abbildung 17: Schematische Darstellung einiger Organe und Gewebe, welche man versucht zu
regenerieren (orientiert an [157, 158]). Die Organe und Gewebe, welche mit dickeren Pfeilen
gekennzeichnet wurden, wurden bereits im Menschen erfolgreich regeneriert.

Um Gewebe zu regenerieren werden drei Hauptwege verfolgt: Implantation von
Zellen, Implantation von Gewebe und die Regeneration des Gewebes direkt im
Korper (in situ) [166-168].

Bei der Zellimplantation werden die Zellen entweder auf 3D-Zellvorlauferstruk-
turen (Scaffold) inkubiert und implantiert oder ohne eine solche mechanische Un-
terstiitzung direkt implantiert [166]. Die Zellimplantation hat den Vorteil, dass
dafiir teilweise keine Operation notwendig ist, sondern es ausreicht, die benotig-
ten Zellen zu injizieren |22|. Bei Verwendung von allogenen Zellen (also nicht dem
Patienten eigene Zellen) kann es zur immunologischen Abstoftung kommen und
teilweise konnen die Zellen im Patienten ihre Funktion nicht aufrecht erhalten
[22].

27



Im Fall der Gewebetransplantation werden Zellen in wvitro auf einen Scaf-
fold inkubiert. Sobald sich Gewebe gebildet hat, wird es transplantiert [166]. Die
Notwendigkeit in vitro Gewebe herzustellen, verschiebt die Operation um die
Zeit, die benotigt wird, den Scaffold zu bewachsen, weshalb diese Methode bei
den Klinikern unbeliebt ist. Auch sind die regulatorischen Hiirden fiir diese Ver-
fahren hoher als fiir andere [157]. Allerdings kénnte dies der einzige Weg sein,
um Gewebe wiederherzustellen, welche sich nicht selbst regenerieren kénnen, wie
Knorpel [157]. Die Vaskularisierung kann bei der in vitro-Regeneration zum Bei-
spiel durch die Verwendung von Wachstumsfaktoren oder Cytokinen vorbereitet
werden. Wachstumsfaktoren aktivieren Endothelzellen oder auch Endothelvor-
lauferzellen, sorgen dafiir, dass diese in Richtung des Gradienten migrieren, und
induzieren die Zellzusammenlagerung und Gefiafineubildung [164].

Fiir die ¢n situ-Regeneration wird eine Zellvorlduferstruktur (Scaffold) herge-
stellt und direkt in den Korper eingebracht. Die Besiedelung mit Zellen erfolgt
vor Ort mit kdrpereigenen Zellen [166|. Zur Uberpriifung der in situ-Regeneration
konnen Magnetresonanztomographie (MRT), Ultraschall oder Histologie genutzt
werden [166|. In vivo kann die Vaskularisierung direkt erfolgen. So wird ein in
den Korper implantierter Scaffold vaskularisiert. Das vaskularisierte Konstrukt
kann an den Zielort transplantiert werden [164]. Eine weitere Moglichkeit der
in viwvo Vaskularisierung ist die Verwendung eines ateriovendsen Nebenschlusses
(Shunt). Hierbei wird eine Aterie mit einer Vene verbunden und diese Schlei-
fe in einer (Wachstums-) Kammer eingeschlossen. Von diesem Shunt geht die
weitere Vaskulariserung aus [164]. Die Wachstumskammern bestehen aus nicht
abbaubaren Materialien wie Polycarbonat [169, 170]. Abgesehen von der Ver-
wendung von ateriovensen Shunts werden auch andere Ansétze zur Herstellung
vaskularisierten Gewebes innerhalb einer Wachstumskammer verwendet. Dazu
gehort zum Beispiel die Nutzung einer kleinen Menge Fettgewebe, welche iiber
eine Ader weiterhin vom Versuchstier oder Patienten versorgt wird [170, 171].
Zuséatzlich fiihrt auch eine pure Wachstumskammer, ohne weitere Vaskularisie-
rungsstrategien, durch das Verursachen von Entziindungsreaktionen zur Bildung
von vaskularisiertem Gewebe [169].

2.2.2 Einfithrung und Grundbegriffe

Erwachsene Sdugetiere kdnnen ohne zusétzliche Hilfe kein Gewebe regenerieren.
Als Hilfe kénnen dabei zum Beispiel dreidimensionale Strukturen dienen [27, 172].
Diese dreidimensionale Geriiststrukturen (engl. Scaffolds) erméglichen es den Zel-
len sich anzulagern, zu migrieren, zu proliferieren und zu differenzieren [173-175].
Ihre rdumliche Architektur definiert die Gestalt des neuen Gewebes [175]. Ein Ma-
terial, aus welchem ein Scaffold hergestellt werden soll, muss biokompatibel und
darf nicht toxisch sein [173, 176].
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Um praktische Anwendung zu finden, sollten die Scaffolds leicht handhabbar,
kosteneffizient, leicht in verschiedenen Formen herstellbar und lange lagerfihig
sein [173, 175, 176].

Die Scaffolds miissen poros sein, um den Zellen die Md&glichkeit zu geben, in den
Scaffold zu migrieren und den Transport von Nahrstoffen und Metaboliten zu
ermoglichen [157, 177, 178|. Zusétzlich miissen die Scaffolds weitere Vorausset-
zungen beziiglich Porositdt und Interkonnektivitdt der Poren erfiillen und iiber
die notwendige Porengrofse verfiigen, um die Zellen in ihrer Entwicklung unter-
stiitzen zu konnen [168, 174, 179|. Eine Definition der Begriffe findet sich in
Tabelle 3.

Tabelle 3: Grundbegriffe zu Scaffolds

Begriff Bedeutung Lit.

Poren Hohlrdume der Scaffoldstrukturen [180]

Porositét Verhéltnis der Hohlriume zum gesamten |[180]
Volumen

Interkonnektivitdt Verbindungen zwischen den Poren [181] [182]

Die erforderliche Porengréfse wird vom Durchmesser der Zellen in Suspension be-
stimmt [26]. Wenn die Zellen grofer sind als die Poren, kénnen diese nicht in
das Geriist eindringen. Somit kann {iber die Porengrofe das Zellwachstum be-
stimmter Zellen gefordert bzw. ausgeschlossen werden [179, 183]. Die Porengrofe
muss ausreichend sein, um die Proliferation und Differentiation der Zellen nicht
zu behindern [21]. Dies muss vor allem bei der Verwendung von Preadipozyten
beachtet werden, welche wihrend der Differentiation zu Adipozyten Lipide ein-
lagern und somit deutlich grofer werden [184].

Zellen kénnen in Scaffolds mit hoher Porositit gut einwachsen, wiahrend niedrige
Porositat die Proliferation der Zellen unterdriickt und zur Aggregation der Zellen
fithrt [167]. Sowohl die Porositét als auch die Interkonnektivitit sind notwendig,
um beispielsweise den Transport von Nahrstoffen durch den Scaffold zu gewahr-
leisten [26, 185, 186]. Zusitzlich haben sie einen Einfluss auf das Einwachsen des
Gewebes und auf dessen Vaskularisierung [185, 186]. Die Interkonnektivitit kann
iiber Mikroporen gewéhrleistet werden, allerdings sollten diese mindestens 30 pym
durchmessen, damit die Zellen gut einwachsen kénnen. Auch ist erst ab 30 um
der Austausch metabolischer Komponenten moglich [183, 186].

Um Gewebe regenerieren zu kénnen, miissen die Gewebeeigenschaften beriick-
sichtigt werden. Die mechanischen Eigenschaften des Scaffolds sollten zum Ge-
webe, welches regeneriert werden soll, passen, und der Scaffold muss ausreichend
stabil sein, um die zusammenziehende Kraft, welche wiahrend des Heilungspro-
zesses in vivo aufgebaut wird, aushalten zu konnen [26, 175].
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Auch die Degradationsrate sollte passend zum Aufbau des gewiinschten Gewebes
sein. Um zum Beispiel Knochenregeneration zu ermdoglichen, sollte ein Material
mindestens 3-6 Monate seine mechanische Stabilitat behalten und erst nach 12-18
Monaten vom Korper abgebaut sein [167].

2.2.3 Biokompatibilitit

Es gibt viele Aspekte, welche einen Einfluss auf die Biokompatibilitdt haben. Ei-
nige davon sind in Abbildung 18 schematisch dargestellt.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Einwirkungsmoglichkeiten auf die Zelle. Dabei
hat das Material sowohl Auswirkungen auf das Implantatwerkstiick als auch auf die Oberfliche
(orientiert an [30]).

Definiert ist die Biokompatibilitdt als die Fahigkeit eines Materials, angemes-
sen mit dem Koérper zu interagieren [30]. Unangemessene Reaktionen, welche ein
Material hervorrufen konnte, wiren beispielsweise toxische Reaktionen, Allergi-
en oder Krebs [187]. Beziiglich der Biokompatiblitét ist ein biostabiles Material,
welches lange im Korper verbleiben soll, anders zu bewerten als ein bioabbauba-
res Material. So sind biostabile Materialien darauf angelegt, die Interaktionen zu
minimieren, damit eine Langzeitverwendung mdoglich ist [29]. Die bioabbaubaren
Polymere dagegen degradieren im Laufe der Zeit, wodurch Degradationsprodukte
entstehen, welche wiederum mit dem Korper interagieren werden [29]. Damit die
Interaktionen moglichst harmlos sind, werden gerne bereits im Koérper vorhan-
dene Metaboliten, wie Milchsédure oder Glycolsdure, als Ausgangsstoffe fiir die
bioabbaubaren Materialien, in dem Fall bioabbaubare Polymere, genutzt [29].
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Die Biokompatiblitit kann durch die Untersuchung des umgebenen Gewebes ana-
lysiert werden. Sie kann zum Beispiel mittels Histologie, Rasterelektronenmikro-
skopie, Lichtmikroskopie und Réntgenmikroanalyse oder auch pathologisch un-
tersucht werden [29, 173, 188]. Weiterhin kann die Biokompatibilitéit mit in-vitro-
Tests {iberpriift werden. So kann zum Beispiel die Lebensfihigkeit (Viabilitét) der
Zellen mit Fluoresceindiacetat untersucht werden [189]. Fluoresceindiacetat fluo-
resciert nicht, kann aber durch intakte Zellmembranen diffundieren. In lebenden
Zellen wird es in Fluorescein umgewandelt, welches im Zytoplasma verbleibt und
griin fluoresziert [189, 190).

Zu den Materialeigenschaften, welche die Biokompatibilitit eines Implantats be-
einflussen, gehoren die Hydrophobizitit, die Degradation und die eventuell vor-
handenen Zusatzstoffe, wie Katalysatorriickstdnde [30]. Ausgepréigte Hydropho-
bizitdt eines Materials kann zu niedriger Zellbesiedelung, heterogener Verteilung
der Zellen in der Zellvorlduferstruktur (Scaffold) und langsamem Zellwachstum
fithren [191]. Die Degradationsrate sollte vorzugsweise passend zur Regeneration
des Gewebes und somit dem Ersatz des Scaffolds durch natiirliches Gewebe sein
[58, 176]. Wenn der Scaffold zu frith abgebaut wird, kann seine mechanische Sta-
bilitét verringert werden, was zum Versagen des Scaffolds fiihren kann [176]. Die
Entstehung von sauren Abbauprodukten kann die Zellmigration behindern [58].
Der Einfluss von Katalysatoren wie Zinn(II)-2-ethylhexanoat wurde in mehren
Studien untersucht. Dabei zeigte sich ein Unterschied, ob der Katalysator wih-
rend des Tests im Polymer gebunden bleibt [192] oder direkt ins Zellmedium
gegeben wird [112]. Bleibt der Katalysator im Polymer gebunden, kann kein ne-
gativer Einfluss auf die Zelle festgestellt werden [192]. Wird der Katalysator dage-
gen direkt ins Zellmedium gegeben, wurde gezeigt, dass Zinn(IT)-2-ethylhexano-
at ab 123 ppm fiir humane Endothelzellen bzw. 26,1 ppm fiir Mausefibroblasten
giftig ist [112]. Oberflacheneigenschaften wie Rauhigkeit, Topologie und Oberfli-
chenenergie sind korreliert und beeinflussen gemeinsam die Reaktion des Korpers
auf das System [193]. So beeinflusst zum Beispiel die Topologie der Matrix die
Form, die Polaritdt und die Proliferation der Zellen [194]. Die Oberfléchenener-
gie hat einen Einfluss auf die Adsorption der Proteine und der Zellen [193|. Auf
die Oberflichenrauhigkeit reagieren Zellen unterschiedlich [195], so bevorzugen
Osteoblasten eher rauhere Oberflichen, wahrend Fibroblasten die glatten Ober-
flichen préferieren [196].

Zu den Einflussfaktoren des Implantatwerkstiickes gehoren die Kristallinitét bzw.
mogliche Kristallbildung und die Poren [30]. Bei der Degradation werden zuerst
die amorphen Bereiche abgebaut, danach die kristallinen, sodass kristalline Riick-
stdnde entstehen kénnen [197-199|. Im Fall von Poly(Lactid) kénnen bis zu 6 Jah-
re bis zur volligen Auflosung dieser Kristalliten im Korper vergehen [200]. Diese
konnen auch noch nach Jahren zu Fremdkorperreaktionen wie Schwellungen fiih-
ren [201]. Uber die Porositiit und die Porengroke haben die Poren einen Einfluss
auf die Biokompatibilitdt. Mikroporen verbessern die Zellanlagerung [202|. Eine
zu geringe Porositédt unterdriickt die Zellproliferation [180].
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Je nachdem, welche Zellen verwendet werden sollen, werden unterschiedliche Po-
rengrofen benotigt [203]. Dabei gilt, zumindest bei der Verwendung von Osteo-
blasten, 100 um als die minimale Porengréfe, um zum Beispiel Sauerstoff- und
Néhrstoff-Transport und Zellwanderung gewéhrleisten zu konnen [180].

2.3 Herstellung poroser Polymerstrukturen
2.3.1 Methoden zur Herstellung pordser Strukturen

Es gibt verschiedene Methoden, um Materialien mit definierten Poren herzustel-
len. So konnen sie durch Phasenseperation, das Herauslosen eines Porenbildners
(Porogen), durch Aufschaumen oder Bildung geeigneter Mikrostrukturen entste-
hen [168]. Einige Methoden sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Bei der Verwendung eines Porenbildners zur Porenherstellung wird meist Salz
[204, 205|, teilweise aber auch andere Materialien, wie Paraffin [206], Eis [173]
oder Zucker [26] als Porogen ausgewihlt. Der Porenbildner wird zu einer Poly-
merlosung gegeben. Die Kombination wird entweder in eine Form (meist eine
Petrischale) gegeben und das Losungsmittel verdampfen gelassen [205] oder das
Losungsmittel wird durch Gefriertrocknung entfernt [207]. Abschlieftend wird der
Porenbildner herausgelost und der Scaffold zum Beispiel im Vakuumofen getrock-
net [205].

Bei der Temperatur-induzierten Phasenseperation (TIPS) wird das Po-
lymer in einem [178, 202| oder zwei Losungsmitteln [208, 209] gelost und die
Mischung durch Abkiihlung phasensepariert. Werden zwei Losungsmittel verwen-
det, handelt es sich um eine Fliissig-Fliissigphasenseparation [168], wenn nur ein
Losungsmittel verwendet wird, um eine Fest-Fliissigphasenseparation. Durch das
Abkiihlen wird das homogene System thermodynamisch instabil und separiert,
um die freie Energie des Systems zu reduzieren, in mehrere Phasen. Dabei ent-
steht eine polymerreiche und eine polymerarme Phase [168]. Nach Entfernen der
polymerarmen Phase verfestigt sich die polymerreiche Phase|[168].

Bei wasserloslichen Grundstoffen, wie Kollagen, konnen die Scaffolds auch per
Gefriertrocknung entstehen [184, 210|. Dazu wird eine wissrige Suspension
des Ausgangsmaterials angefertigt, die Mischung wird eingefroren und die Eis-
kristalle werden an der Gefriertrocknung sublimiert. Meist wird Collagen durch
die Zugabe von einem Vernetzer wie Glutarylaldehyd vernetzt [211].

Ein anderer Ansatz zur Porenbildung ist das Schiumen mit Gas. Dafiir werden
feste Polymerscheiben in einen Autoklav gegeben und unter hohem Druck wird
ein Gas, Kohlenstoffdioxid, Stickstoff oder Helium zugeleitet [204]. Spéter wird
der Druck auf Umgebungsdruck reduziert. Dadurch sollen Gasblasen innerhalb
des Polymers gebildet werden, die bei Verfestigung aus dem Polymer zur Bildung
von Poren fithren [212]. Bei dieser Methode wird aufgrund der Benutzung von
Polymerscheiben kein Losungsmittel benétigt [204].
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Der Ansatz kann durch die Zugabe eines Porenbildners erginzt werden, um gro-
fere Poren herzustellen [204, 213]. Eine andere Moglichkeit besteht darin, gasbil-
dende Substanz, wie zum Beispiel Natriumbicarbonat, zum Polymer zu geben.
Eine nicht zu starke Sdure sorgt dann fiir die Gasbildung. Allerdings fiihrt dies
durch das Aufsteigen des Gases, bedingt durch den Dichteunterschied, hiufig zu
nicht porésem Boden und hochporésem oberen Bereich [181]. Es kénnen Scaffolds
mit einer Porengrofe bis 100 pm hergestellt werden [183)].

Héufig wird das Herauslosen eines Porenbildners mit anderen Methoden zur Po-
renherstellung kombiniert, dies dient zumeist dazu die Porengrofie zu vergréfiern,
die Porositiat und Interkonnektivitét zu steuern und zu verbessern [212, 214, 215].
So wird zum Beispiel TIPS mit dem das Herauslosen eines Porenbildners kom-
biniert, in einem Fall wurde so ein Scaffold aus Poly(Glycolid-DL-Lactid) mit
75-400 pm Porengrofe und bis zu 95% Porositét hergestellt [216].
Elektrospinnen verwendet Hochspannung um nanofibrése Scaffolds herzustel-
len. Eine Polymerlsung, hiufig mit Hexafluoroisopropanol (HFIP) als Losungs-
mittel [217], wird durch eine feine Diise gedriickt. Elektrische Spannung (100-
500 %) sorgt dafiir, dass die Oberflichenspannung iiberwunden wird und eine
schmale Faser (Polymerjet) entsteht. Die Fasern werden auf einer Gegenelektrode
gesammelt [218] [219]. Das Losungsmittel verdampft, bevor der Polymerjet auf
die Gegenelektrode auftrifft. Die Fasern werden durch Parameter wie die Konzen-
tration und die Viskositat der Losung, und das Molekulargewicht des Polymers in
ihrer Struktur beeinflusst. Es entstehen nanofibrése, mikroporose Strukturen [60].
Mittels Elektrospinnen konnen Scaffolds hergestellt werden, die der nanofibrosen
Struktur der natiirlichen extracelluldren Matrix sehr dhnlich sind [220]. Nachtei-
le des Elektrospinnen sind die Schwierigkeit, 3D-Strukturen herzustellen, meist
werden Polymermatten hergestellt, und dass entstehende Poren zu klein sind
[221]. Eine Moglichkeit, 3D-Strukturen herzustellen, ist das Zusammenschmelzen
einzelner Matten zu einem 3D-Konstrukt [221]. Die Porengréfe kann unter Ver-
wendung von Salzpartikeln erh6ht werden [220].

Aktuell aufstrebende Techniken beinhalten das Drucken der Scaffolds. Dabei
gibt es verschiedene Techniken wie 3D Freiformen (Solid-free form - SFF), oder
auch Stereolithographie. Dafiir wird zunéchst ein CAD-Entwurf (CAD = computer-
aided design) erstellt, welcher gedruckt wird. Fiir den SFF-Prozess wird eine
diinne Polymerschicht (0,05-0,15 mm) auf einen Kolben aufgetragen. Dort wo die
Struktur entstehen soll, wird mittels Tintendruckkopf organisches Losungsmittel
aufgetragen. An den Stellen wird das Polymerpulver gelost und verklebt infolge-
dessen. Das Losungsmittel dient als Verbinder. Wenn eine Schicht fertig gedruckt
ist, wird der gesamte Prozess wiederholt. Das 3D-Objekt entsteht durch das Sta-
peln mehrerer diinner 2D-Schichten [222] [223]. Eine dhnliche Methode ist die Ste-
reolithographie, bei welcher fliissiges, photopolymerisierbares oder vernetzbares
Monomer durch Ultraviolet-Laser ausgehdrtet wird und wiederum schichtweise
die gewiinschte Form entsteht [183] [25].
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Eine weitere Drucktechnik ist das Schmelzschichten (Fused deposition mode-
ling, FDM), bei dem schichtweise Fasern gedruckt werden, dafiir wird das Poly-
mer mithilfe eines speziellen Gerites halbgeschmolzen extrudiert [224]. Es gibt
die Moglichkeit, in einem Scaffold unterschiedliche Poren zu drucken, indem man
schichtweise die Fasern/Druckorientierung wechselt. Auch kann der Faserdurch-
messer durch Variation der Druckgeschwindigkeit variiert werden [225].

Das Drucken der Scaffolds bietet die Moglichkeit, kontrollierbare Kanal- und Po-
rengrofen einzustellen. Die Kanéle sind vollstindig interkonnektiert und in ma-
chen Fillen, wie beim FDM, wird kein Losungsmittel bendtigt [25, 224, 226].
Dennoch haben auch die Druckmethoden einige Nachteile. Die Grofe und Ge-
stalt der Poren ist durch die Druckdiisen bestimmt, und teilweise ist es schwierig,
kleine Poren oder Poren mit komplexen Geometrien (wie Kugeln) herzustellen
[227]. Bei FDM kann zwar schichtweise die Porengestalt oder auch die Faserdi-
cke gedndert werden, dies geht aber nicht kontinuierlich und gleichméfig iiber
den gesamten Scaffold [225]. Zusétzlich kénnen nicht alle Polymere gedruckt wer-
den und teilweise, zum Beispiel bei FDM, werden hohe Temperaturen benétigt
[27, 183]. Bei anderen Methoden, wie beim Lasersintern, ist es problematisch,
tiberschiissiges Pulver aus der Struktur zu entfernen [27].
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Tabelle 4: Uberblick iiber verschiedene Verfahren der Scaffoldherstesllung

Vorteil (+)

Name Beschreibung Nachteil (-) Lit.
Teynpera— Verwendung zweier
turin- Fliissigkeiten: Losungs-
duzierte 119518 i LOSUUBST L einfache Methode [208]
Phasense mittel und nicht 16send, Kleine P 100 143
Hses Poren entstehen durch ~ M SO Toren um pm
paration Phasentrennun
(TIPS) &
; . [228]
Poren entstehen durch + Porengrofle durch Porenbildner 1207]
Porogen- Porogen: meist Salz, steuerbar 1206]
herauslosend seltener Eis, Paraffin, - teilweise keine interkonnektierten 1229]
Zucker, u.a. Poren 1230]
Gasschiu Einleiten von Gas. Ver- + kein Losungsmittel notig [204]
e ] wendung gasbildender - ungleichméfige Verteilung der [212]
Materialien und Sdure  Poren [181]
Erzeugung diinner Fa- . -
Elektro- sern durch Hochspan-  morp hO.IOgISCh dem natiirlichen [60]
. ECM &ahnlich
spinnen nung, Sammlung auf 21 Kleine Poreneréfen [158]
Gegenelektrode &
+: reproduzierbar
: Schichtweises Drucken, + Porengréfe genau einstellbar [222]
Freiform N . B
(SFF) Losungsmittel als Ver- - teure Gerite [223]
binder der Schichten - teilweise schwierig komplexe Po- [227]
ren herzustellen
+ reproduzierbar, Porengrofie ge-
nau einstellbar
+ vollstdandige Interkonnektiert-
Schmelz- . . .
. Schichtweises Drucken heit
schichten von Fasern hohe Temperatur bendtigt [225]
(FDM) ) P &
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3 Ziel und Strategie

Das Ziel der Arbeit ist die Herstellung von bioabbaubaren Implantaten (Scaffolds
und Wachstumskammern) fiir die regenerative Medizin. Dafiir sind verschiedene
Schritte notwendig:

e Herstellung bioabbaubarer Polymere als Ausgangsstoffe unter Verwendung
biokompatibler Monomere und Katalysatoren

e Herstellung von Scaffolds und Wachstumskammern aus den Polymeren

e Untersuchung der Scaffolds in Bezug auf Morphologie, mechanische Eigen-
schaften und Biokompatiblitéit

e Anwendung der Scaffolds in Zelleinwachstumstests, hier mit Praadipozyten
und periodontalen Ligamentfibroblasten

Herstellung biokompatibler Polymere

Bioabbaubare Implantate (Biomaterialien) kénnen aus synthetischen oder natiir-
lichen Polymeren hergestellt werden. Natiirliche Polymere bestehen zum Beispiel
aus den biokompatiblen Monomeren Kollagen, Fibrin und Chitosan [231]. Zur
Herstellung der synthetischen Polymere eignen sich unter anderem e-Caprolac-
ton, Lactid oder auch Glycolid. Sowohl Glyolid als auch Lactid bestehen aus, im
Korper bereits vorhandenen Metaboliten [3].

Zur Herstellung der Biomaterialien wurden synthetische Polymere (aliphatische
Polyester) gewdhlt. Diese synthetischen Polymere bieten gegeniiber natiirlichen
Biopolymeren drei Vorteile: hohere Kontrolle iiber die mechanischen Eigenschaf-
ten, bessere Verarbeitbarkeit und vor allem kaum immunologische Probleme [232,
233.

Damit entsprechen sie bereits einigen Eigenschaften, welche Materialien erfiillen
miissen, um als hochwertige Biomaterialien bezeichnet zu werden. Dazu kommt
noch die Notwendigkeit, dass sie eine geeignete Lebensdauer haben und einfach
sterilisierbar sein sollten [44]. Die aliphatischen Polyester Poly(e-Caprolacton),
Poly(DL-Lactid) und ihre Copolymere werden diesen Vorgaben gerecht. So ru-
fen sie grofstenteils nur geringe Entziindungsreaktionen hervor [29, 35, 234]. Sie
sind gut verarbeitbar, da sie in organischen Lésungsmitteln, wie Tetrahydrofuran
und Dioxan, 16slich sind [35, 235] und mittels verschiedener Methoden weiter-
verarbeitet werden konnen [236]. Zusétzlich sind die Polymere von der FDA fiir
den biomedizinischen Einsatz im Menschen zugelassen [173, 185|. Eines der we-
nigen Probleme ist die Sterilisation, da iibliche Methoden wie Autoklavieren die
Polymere schidigt [237]. Aus diesem Grund wurde es angestrebt die fiir die Zell-
versuche geplanten Scaffolds steril herzustellen.
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Fiir die ringdffnende Polymerisation der Polyester wurden verschiedene Kataly-
satoren untersucht. Der Standardkatalysator Zinn(II)-2-ethylhexanoat hat zwar
einige Vorteile wie gute Loslichkeit und hohe Effektivitdt [100], allerdings auch
Nachteile. So beschrinkt die FDA aufgrund seiner Zytotoxizitit den Zinnanteil
in kommerziellen, fiir den medizinischen Gebrauch bestimmten Polymeren auf
20 ppm. Auch ist es schwer Zinn(II)-2-ethylhexanoat aus den Polymeren zu ent-
fernen [111, 112, 114]. Deshalb ist es sinnvoll, ihn durch alternative Katalysatoren
Zu ersetzen.

Um Polymere in der Biomedizin einsetzen zu kénnen, miissen alle verwendeten
Bestandteile biokompatibel sein. Daher wurden Katalysatoren, die ein physiologi-
sches, also bereits im Korper vorhandenes Metall enthalten, zur Untersuchung in
Betracht gezogen. Ausgewihlt wurden somit Alkali- (Natrium), Erdalkali- (Cal-
cium) und Eisensalze.

Enzyme bilden daneben eine Méglichkeit, um metallhaltige Katalysatoren und
daraus resultierende Probleme vollstindig zu vermeiden [118]. Zusétzlich kata-
lysieren sie unter schonenden Bedingungen unter 100°C und konnen sowohl in
reinen Monomerpolymerisationen (Bulkpolymerisationen) als auch in Losungs-
mitteln eingesetzt werden [118, 238, 239|. Daher wurde beschlossen auch ver-
schiedene Enzyme auf ihre Tauglichkeit als Katalysatoren fiir die ring6ffnende
Polymerisation von aliphatischen Polymeren zu testen.

Um fiir die Geweberekonstruktion einsetzbar zu sein, miissen die Polymere ein
ausreichend hohes Molekulargewicht besitzen. Es sollte mindestens 15 T% betra-
gen [240]. Poly(e-Caprolacton) mit einem Molekulargewicht von 15 2% kann zum
Beispiel verwendet werden, um Implantatstrukturen zu drucken [240]. Aus diesem
Grund wurden hohe Monomer:Katalysator:Initiator-Verhéltnisse (|M]:[C]:|1]) ge-
wihlt, um ein hohes Molekulargewicht erreichen zu kénnen [115, 241].

Um als gute Katalysatoren zu gelten, miissen Alternativkatalysatoren die Mog-
lichkeit bieten, gezielt ein bestimmtes Molekulargewicht herzustellen; sie sollen
Nebenreaktionen vermindern, reproduzierbare Ergebnisse liefern und leichte Zu-
ginglichkeit und Robustheit bieten |95, 100, 242|.

Die Auswirkung unterschiedlicher [M]|:[C]:[I]-Verhiltnisse auf das Molekularge-
wicht sollte untersucht werden, um die Herstellung eines bestimmten Molekular-
gewichts zu ermoglichen.

Zinn(IT)-2-ethylhexanoat katalysiert nicht nur die ringéffnende Polymerisation,
sondern auch Umesterungen [80], was besonders bei hoher Temperatur auftritt
[243]. Die alternativen Katalysatoren sollten auch im Hinblick auf die eventuelle
Verringerung dieser Nebenreaktion hin iiberpriift werden. Es wurden kommerziell
erhiltliche Systeme gewidhlt, um die leichte Zugénglichkeit der Katalysatoren zu
gewihrleisten.
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Um kontrollierte Polymerisationsbedingungen zu erreichen, wird zusatzlich ein In-
itiator benotigt [244-246]. Das ausgewihlte weite Spektrum an Initiatoren (siche
Tabelle 5) ermoglicht es, den Einfluss der Initiatoren analysieren zu kénnen. Das
Spektrum erstreckt sich von Wasser iiber einfache Alkohole wie Isopropanol bis
zu aromatischen Alkoholen, beispielsweise Benzylalkohol.

Tabelle 5: Fiir die Polymerisationen verwendete Initiatoren

Substanz weitere Bedeutung

Wasser Polares Losungsmittel
Isopropanol einfacher Alkohol
Benzylalkohol Standardinitiator

Allylphenol Modellverbindung fiir Tyrosin

Propargylalkohol Alkingruppeneinfiihrung
Azidopropanol Azidgruppeneinfiihrung
Azidohexanol Azidgruppeneinfithrung

Benzylakohol wurde als Vergleichsinitiator gewahlt, weil er der meistgenutzte In-
itiator fiir die ring6ffnende Polymerisation ist und daher als Standardinitiator
bezeichnet werden kann [245, 247, 248|.

Mit Benzylalkohol kann keine funktionelle Gruppe in das Polymer eingefiihrt wer-
den, dies wire allerdings interessant um eine weitere Modifikation des Polymers
zu ermoglichen. So wurden Azidoalkohole und Propargylalkohol als weitere zu
betrachtende Initiatoren ausgewéhlt. Initiatoren mit einer Azidogruppe fiihren
diese in das entstehende Polymer ein. Somit kann das entstehende Polymer, zum
Beispiel mittels der Click-Reaktion, weiter funktionalisiert werden [82]. Propar-
gylalkohol fiihrt eine Alkingruppe ein, welche ebenfalls die Funktionalisierung
mittels der Click-Reaktion ermoglicht |82].

Eine weitere interessante Funktionalisierungsmoglichkeit ist das Herstellen von
Protein-Polymerhybriden. Somit ist es interessant zu iiberpriifen, ob Tyrosin ein
moglicher Initiator fiir die ring6ffnende Polymerisation sein kann, dafiir wurde
Allylphenol als Modellverbindung gewéhlt. Wenn sich Allylphenol als wirksamer
Initiator erweist, liefert dies wichtige Anhaltspunkte, um Protein-Polymerhybride
herzustellen.
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Herstellung der Scaffolds und Wachstumskammern

Das Ziel war, fiir die Herstellung von Scaffolds eine einfache, reproduzierbare Me-
thode zu entwickeln.

Die Porengrofe der Scaffolds muss ausreichend grof sein, sodass die Zellen durch
den Scaffold wandern und zum Beispiel bei Priaadipozyten auch differenzieren
konnen. Gleichzeitig miissen sie aber auch hinreichend klein sein, damit die Zel-
len durch den Kontakt zu Nachbarzellen zur Differenzierung stimuliert werden
[249]|. Durch die Kombination von Mikro- und Makroporen kann man beiden
Anforderungen gerecht werden: Makroporen, welche die Migration vereinfachen,
und Mikroporen, die fiir die notige Ndhe zwischen Nachbarzellen und somit fiir
Stimulation sorgen.

Daher soll die Methode die M&glichkeit bieten, Scaffolds mit Makro- und Mikro-
poren herzustellen. Mittels Drucktechniken wie selektivem Lasersintern sowie der
Schmelzschichtung (FDM: Fused Deposition Modeling) [168, 224, 250] kénnen
Scaffolds mit vollstdndiger Interkonnekvitit hergestellt werden. Diese Verfahren
bedingen jedoch den Zugang zu entsprechenden Gerdten und kénnen Kombinatio-
nen aus Mikro- und Makroporen nur schwer realisieren [225]. Viele der Methoden
benotigen auferdem hohe Temperaturen, um die Polymere verarbeiten zu kénnen
[226].

Einfache Verfahren der Scaffoldherstellung, welche keine aufwendigen technische
Gerite benotigen, sind beispielsweise die temperaturinduzierte Phasenseparation
[251] und das Herauslosen eines Porenbildners [204]. Beide Methoden gelten als
einfach und reproduzierbar [207, 252-254]. Keine davon ermdglicht jedoch fiir
sich genommen, eine Kombination von Makro- und Mikroporen herzustellen.

Die Methoden wurden daher in der vorliegenden Arbeit kombiniert, um Scaffolds
mit Mikro- und Makroporen einfach und reproduzierbar herstellen zu kdnnen.
Die temperaturinduzierte Phasenseperation fiihrt zu Mikroporen in den Wanden
zwischen den Porogenporen. Dies verbessert gleichzeitig die Interkonnektivitéit
der Scaffolds, welche sonst bei der Porogenherauslosenden Methode schwierig zu
kontrollieren ist und teilweise als unzureichend angesehen wird [255].

In der Literatur werden vereinzelt Wachstumskammern beschrieben, die den
Scaffold und das darin wachsende Gewebe vor mechanischen Stress zu schiitzen
[169, 170]. Jedoch bestehen diese aus nicht bioabbaubaren Materialien und bedin-
gen somit eine weitere Operation, um sie wieder zu entfernen und das Gewebe an
den passenden Ort zu transplantieren [169, 170, 256]. Eine Wachstumskammer,
die sich im Korper abbaut, vermeidet diese Operation und erméglicht die Rege-
neration des Gewebes vor Ort. Bioabbaubare Wachstumskammern herzustellen
war somit ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit.
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Untersuchung der Scaffolds und Wachstumskammern

Die Morphologie eines Scaffolds hat grofen Einfluss auf Zelladhision, Migration,
Proliferation und Differenzierung der Zellen [257]. Zur Morphologie gehéren die
Porositét, die Porengréfe und die Interkonnektivitit [257]. Um die Morphologie
zu untersuchen, wurde die Lichtmikroskopie und die Rasterelektronenmikroskopie
(REM) als Methoden ausgesucht, weil sie sich erginzende Informationen bieten.
Unter dem Lichtmikroskop gibt die unterschiedliche Helligkeitsverteilung durch
die unterbrochenen Polymerbereiche des Scaffolds ein gutes Indiz fiir die Inter-
konnektivitdt. Die Auflosung des Lichtmikroskops ist jedoch nicht hoch genug,
um kleinere Poren oder die Mikroporen zu untersuchen. Daher wurde die Mor-
phologie mithilfe der dafiir weit verbreiteten Rasterelektronenmikroskopie (REM)
genauer analysisert [174, 257].

Neben der Morphologie haben auch die mechanischen Eigenschaften der Scaffolds
haben einen Einfluss auf die Zellen. Sie sollten denen des regenerierenden Systems
moglichst dhnlich sein [160, 258] und ausreichen, um den im Koérper auftretenden
Kompressionskréften zu widerstehen [259]. Um die mechanischen Eigenschaften
der Scaffolds und Wachstumskammern zu untersuchen, wurden Kompressionsver-
suche mit dem MTS Bionix als Testmethode herangezogen.

Zelleinwachstumstests

Eine wichtige Anwendung fiir Scaffolds und Wachstumskammern ist die Regene-
ration grofsvolumiger Gewebeschiden.

Um sicherzugehen, dass die Scaffolds fiir die Nutzung in der regenerativen Medi-
zin geeignet sind, muss ihre Zellkompatibilitit mittels Zelltests analysiert werden.
Dafiir wurden primar Priadipozyten genutzt.

Priaadipozyten kénnen im Gegensatz zu Adipozyten (Fettzellen) noch prolife-
rieren, konnen Ischdmie (Mangeldurchblutung) leichter aushalten als diese und
lassen sich leicht aus dem subkutanen Depot oder auch wihrend Bauchoperatio-
nen gewinnen [21]. Sie sind somit die idealen Zellen zur Regeneration fehlender
Fettgewebemasse und werden bei den meisten Strategien zur Brustrekonstruktion
angewandt [21, 249|.

Die Scaffolds sollten zusétzlich in Hinblick auf ihre Verwendbarkeit fiir die Zahn-
geweberekonstruktion untersucht werden. Periodontale Ligament Fibroblasten
sind die wichtigsten Zellen im periodontalen Ligament, dem weichen Gewebe,
welches die Zahnwurzel und den Knochen bedeckt [260]. Dies macht sie zu ge-
eigneten Zellen fiir die periodontale Regeneration [261]. Und somit der richtigen
Zelllinie, um die Scafffolds auf ihre Verwendbarkeit in der Zahngeweberekonstruk-
tion hin zu iiberpriifen.
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Weiterhin ist es interessant die Praadipozyten und Fibroblasten zu vergleichen,
weil die undifferenzierten Priadipozyten den Fibroblasten morphologisch sehr
dhnlich sind [21].

Die Zellkompatibilitiat der Scaffolds sollte durch Zelleinwachstumstests analysiert
werden. Dabei sollte besonderes Augenmerk auf den Einfluss der Makroporengro-
fse gelegt und untersucht werden wie die Zellen auf die Mikroporen reagieren.

Ziel: Herstellung bioabaubarer Implantatwerkstoffe

Méglichst biokompatible Katalysatorsysteme ———  Polymere

Implantatwerkstoffe

Zahngewebekonstruktion Scaffolds Wachstumskammer

I Fettgeweberekonstruktion | |

Periodontale Ligament Preadipozyten

Fibroblasten
Ahnliche GréRe und ‘ Untersuchungen ‘

Morphologie }

PorengréRe Morphologie Mechanische Test

T

Interkonnektiertheit Porositat

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Themen und Strategien der Dissertation.
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4 Neue Katalysatoren fiir die ringoffnende Poly-
merisation

4.1 Variationsmoglichkeiten der Reaktionsansitze

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen neue Ansétze fiir die Synthese von
Biopolymeren via ring6ffnender Polymerisation entwickelt werden. Dabei héngt
die Eignung eines Katalysators fiir die ring6ffnende Polymerisation von einer Viel-
zahl weiterer Reaktionsparameter ab. Aus diesem Grund wurden diese Parameter
gemak der Abbildung 20 variiert. Ziel war es, Katalysatoren zu finden, die unter
moglichst vielen Reaktionsbedingungen Polymer mit einem von der Anwendung
geforderten Molekulargewicht liefern.

Ein wesentlicher Faktor bei der ringéffnende Polymerisation ist die Reaktions-
temperatur. Der iibliche Temperaturbereich fiir Polymerisationen mit Zinn(II)-
2-ethylhexanoat liegt im Bereich um 140°C, weshalb die Katalysatoren zunéchst
bei 140°C miteinander verglichen wurden. Niedrige Reaktionstemperaturen kon-
nen fiir die Verwendung biologischer Molekiile niitzlich sein. Aus diesem Grund
wurden Polymerisationen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Als Reaktionsmedium kann entweder Losungsmittel, oder das Monomer an sich
dienen. Bei niedrigeren Temperaturen kann der Einsatz von Lésungsmittel loh-
nenswert sein. Losungsmittel bei Polymerisationen um 140°C einzusetzen ist pro-
blematisch, weil der Siedepunkt géngiger Losungsmittel darunter liegt (Toluol
111°C, Dioxan 101°C, Chloroform 61°C [262]).

Als herzustellende Polymere wurden Poly(e-Caprolacton), Poly(DL-Lactid) und
Copolymere ausgewéhlt, die Griinde werden im Folgenden erldutert.
Poly(e-Caprolacton) ist gut 16slich, degradiert langsam in 2-4 Jahren (abhingig
vom Molekulargewicht) und besitzt schon bei niedrigen Temperaturen eine gute
Formbarkeit [35].
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Untersuchte Parameter bei der

Katalysatorbewertung
Temperatur Monc|>mere
[ —l l Reaktionsmedium

2140°C  Raumtemperatur | E_Caprolacton

DL-Lactid Copolymere

(Kapitel 4.1) (Kapitel 4.2) (Kapitel 4.1.1.1 (Kapitel (Kapitel Ohne Mit
und 4.2) 4.1.1.2, 4.1.1.3) Lésungs- Lésungs-
4.2.1.3) mittel mittel

(alle Kapitel  (Kapitel
aufler 4.2.1)  4.2.1)

Katalysatoren Verhaltnisse:
l l l Variation des

Zinn(ethyl hexanoat) ~ Enzyme Calcium/Natrium- Eisenkatalysatoren l

(Kapitel 4.1) (Kapitel Katalysatoren (Kapitel 4) Monomer- Initiator-
4.1.1.1 i
) (Kapitel 4.1.1.1, 4.1.1.3) Anteils Anteils
(Kapitel 4) (Kapitel 4.2.1,
4.2.2)

Abbildung 20: Ubersicht iiber die variierten Parameter bei der Untersuchung der Polymere. In
kursiv stehen die Kapitel, in welchen der jeweilige Parameter behandelt wird.

Das Monomer e-Caprolacton ist eine Fliissigkeit und ermoglicht somit bei Raum-
temperatur sowohl Polymerisationen ohne Losungsmittel als auch Polymerisatio-
nen mit Lésungsmittel. Losungsmittel konnen einen Einfluss auf die Polymerisa-
tionen von e-Caprolacton haben, sodass es interessant ist, Losungsmittelpolyme-
risationen zu analysieren.

DL-Lactid ist ein Feststoff. Um somit Poly(DL-Lactid) ohne Losungsmittel her-
stellen zu konnen, miissen die Reaktionen oberhalb seines Schmelzpunktes bei
122-126°C durchgefiihrt werden. Bei Raumtemperatur wird ein Loésungsmittel
benotigt.

Copolymere haben einen anderen Degradationsverlauf als die reinen Polymere
und erlauben die Integration von Glycolid. Poly(Glycolid) ist in organischen Lo-
sungsmitteln praktisch unloslich und schwer analysierbar [263], wohingegen 16s-
liche, Glycolid enthaltende, Copolymere herstellbar sind.

Bei den Reaktionen um 140°C dient Zinn(IT)-2-ethylhexanoat als Vergleichskata-
lysator. Bei den Reaktionen, die bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurden, wur-
de Zinn(IT)-2-ethylhexanoat nicht beriicksichtigt, weil dieser Katalysator bei der
Temperatur nicht effektiv katalysiert (beziiglich der Polymerisation von Zinn(II)-
2-ethylhexanoat bei Raumtemperatur siehe Anhang Seite 198). Eisenkatalysato-
ren wurden dagegen bei hohen Temperaturen und bei Raumtemperatur unter-
sucht.

Raumtemperaturpolymerisationen erméglichen die Einfithrung temperaturlabiler
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Gruppen wie Azide und somit die Initiation mit Azidoalkoholen. Auch sind sie
interessant im Hinblick auf "Griine Chemie", wobei besonders Polymerisationen
ohne Losungsmittel in dieser Hinsicht von Interesse sind [264], weshalb darauf das
Hauptaugenmerk gelegt wurde. Wenn auf Losungsmittel verzichtet wird, wird bei
der Reaktion weniger Abfall verursacht, was eine der Hauptforderungen bei der
"Griinen Chemie" ist [264, 265]

In (fast) allen Polymerisationen wurden Monomer, Katalysator und ein Initia-
tor verwendet, in Einzelfillen wurde auf den Initiator verzichtet. Das Verhéltnis
[Monomer]|:[Katalysator|:[Initiator] (]M]:[C]:[I]) hat einen Einfluss auf das Mole-
kulargewicht [115, 241]. Hiufig wird der Initiator in einem Uberschuss zum Ka-
talysator angewendet, zum Beispiel 2-facher oder 5-facher Uberschuss [266, 267|.
Unterschiedliches Molekulargewicht wird durch Variation des Monomeranteils er-
reicht [80, 140]. Eine andere Moglichkeit ist die Variation des Initiatoranteils [268].

4.1.1 Polymerisationen bei 140°C oder hdher

Es wurde {iberpriift, welche Eisen- und (Erd)alkalikatalysatoren tauglich sind,
um fiir die regenerative Medizin geeignete Polymere herzustellen. Dafiir miissen
Polymere mit einem Molekulargewicht von mindestens 15 % synthetisiert wer-
den konnen. Um die Katalysatoren beziiglich des erreichbaren Molekulargewichts
zu vergleichen, wurden fiir moglichst viele Polymerisationen die gleichen Be-
dingungen gewéhlt. Diese waren |[Monomer|:|Katalysator|:[Initiator| ([M]:|C]:[I])
2000:1:2, Benzylalkohol als Initiator und 140°C als Reaktionstemperatur. Als Re-
aktionsendpunkt wurde der Zeitpunkt gewéhlt, zu dem keine mechanische Riihr-
barkeit mehr gegeben war.

Dieses Schema wurde durchbrochen, wenn sich diese Bedingungen als ungeeignet
fiir den Vergleich der Katalysatoren erwiesen. So hatten Vorversuche gezeigt, dass
Alkali- und Erdalkalikatalysatoren mit steigendem Monomer- zu Katalysatorver-
héltnis niedrigeres Molekulargewicht ergeben und schon ab [M]:[C]:[I] = 500:1:2
keine effektiven Katalysatoren mehr sind. Aus diesem Grund wurde fiir sie das
Verhéltnis [M]:[C]:[I] = 100:1:2 zum Vergleich mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat ge-
wahlt.

Bei den Enzymen konnte [M]:[C] = 2000:1 beibehalten werden. Allerdings wéren
140°C zu hoch fiir die Polymerisation mit Enzymen, aus diesem Grund wurde
hierfiir 60°C gewihlt. Die Temperatur, bei der Enzyme im Hochstfall eingesetzt
werden konnen, hingt von der Konformationstabilitdt der Proteine ab [269]. Die
optimale Reaktionstemperatur der meisten Lipasen liegt um 60°C [270)].

Fiir die effektivsten Katalysatoren wurde untersucht, ob durch Variation des Mo-
nomeranteils das Molekulargewicht beeinflusst wird.

Die Wirksamkeit der Katalysatoren wurde fiir unterschiedliche Monomere analy-
siert.
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Bei e-Caprolacton und DL-Lactid wurden drei verschiedene Modifikationen von
Eisenbromid bei verwendet, um zu iiberpriifen, ob der Oxidationszustand einen
Einfluss auf das Molekulargewicht hat. So wurden Eisen (III)bromid, Eisen(II1I)bromid
mit Ascorbinséure und Eisen(IT)bromid miteinander verglichen.

Uberwiegend 140°C
|
Hergestellte Polymere

|

PCL PLA

Copolymere
| ]
[Mli[clil'l—l [M:LCI:N PCLLA PLGA  PCLGA
2000:1:2 100:1:2 2000:1:2 2000:1:2  2000:1:2 2000:1:2
| | 1000:1:2
100:1:2
Sn(Oct), Enzyme Fe(Kat.) Sn(Oct), Ca-/Na(Kat.) Sn(Oct), Fe(Kat.) sn(Oct), Fe(Kat.) Sn(Oct),
(60°C) Ca(Kat) Fe(Kat.)

Ca(Kat)
Ascorbin-  FeCl; / Fe(ClO,),:
sdurezugabe Variation von [M]

Sn(Oct), Fe(Kat.)
Ca(Kat)

Abbildung 21: Ubersicht iiber die untersuchten Polymerisationen bei 140°C.

4.1.1.1 Polymerisation von e-Caprolacton

Zunichst wurden die Katalysatoren beziiglich ihrer Effektivitit fiir die Polyme-
risation von e-Caprolacton untersucht.

Das oben erwidhnte Schema ([Monomer|:[Katalysator|:[Initiator| ([M]:[C]:[I]) =
2000:1:2, 140°C) musste sowohl bei den (Erd)alkalikatalysatoren und bei den En-
zymen durchbrochen werden. Bei den (Erd-)Alkalikatalysatoren wurde das Ver-
héltnis [M]:[C]:[I] = 100:1:2 gewihlt. Die mittels Enzymen katalysierten Reak-
tionen wurden bei 60°C durchgefiithrt. Dabei wurde fiir die Lipase aus Candida
antarctica (CALD) das Verhéltnis [M]:|C]:[I] = 2000:10wt%:1 und bei der Lipase
aus Thermomyces lanuginosus (TLL) [M]:|C|:[I] = 2000:15%:1 genutzt.

Die Polymerisation fiihrt zu einem Viskositdtsanstieg, als Reaktionsendpunkt
wurde der Zeitpunkt genommen, zu dem keine mechanische Riihrbarkeit mehr
gegeben war.

Katalysatorsysteme, welche unter diesen Umsténden weniger als 15 % ergaben,
wurden nicht beriicksichtigt. Polymere mit einem Molekulargewicht unter 15 %
sind fiir die Anwendung in der regenerativen Medizin nicht geeignet [240)].
Ascorbinsidure kann zum einen den Katalysator reduzieren, zum anderen das Mo-
nomer durch Ubertragung eines Wasserstoffes aktivieren. Dies kann zur Initiie-
rung der Polymerisation fiihren. Es wurde iiberpriift, ob auf diesem Weg durch
Zugabe von Ascorbinsidure das Molekulargewicht beeinflusst wird.
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Tabelle 6: Polymerisation von e-Caprolacton bei 140°C beim Verhaltnis [M]:[C]:[I] = 2000:1:2.
Vergleich unterschiedlicher Katalysatoren. Es wurde das maximal erreichte Molekulargewicht
und in Klammern das Durchschnittsmolekulargewicht angegeben. Abkiirzungen: CALb = Li-
pase aus Candida antarctica, TLL = Lipase aus Thermomyces lanuginosus, BnOH = Benzyl-
alkohol, Asc. = Ascorbinsidure, Ausb. = Ausbeute, E = Effizienz, * = nicht bestimmt.

Katalysator Initiator Zeit Ausb. Mw Mn PDI E
) (B (%) (o)
Sn(Oct), BnOH 13 77 155,0 (104,4) 87,6 (56,8) 1,8 388
Fe(Ill)citrat Glucose 168 46 72,5 (49,3) 30,7 (21,5) 2,2 %
FeBrs, Asc. BnOH 72 52 59,2 (33,7) 25,5 (17,2) L9 *
FeCl; BnOH 25 76 47,5 (35,8) 25,2 (17,7) 2,1 19
Fe(NOs)s, BnOH 72 74  458(27,2) 20,1 (144) 19 *
Asc.
Fe(NO3);  BnOH 24 70 40,1 (29,4) 18,0 (14,5) 2,0 1.6
FeCl;, Asc. BnOH 46 62  393(23,1) 17,7(11,1) 19 *
Fe(acetat) BnOH 103 83 33,84 (28,7) 17,4 (14,9) 1,9 *
FeBr, BnOH 24 45  324(203) 21,6 (132) 16 14
TLL BnOH 7 2,9 28,8 (15,6) 16,3 (9,0) 29 41
Fe(ClO4)3, BnOH 2 78 31,7 (24,6) 17,2 (13 0) 1,9 159
Asc.
FeBr; BnOH 32 68 27,4 (23,6) 18,6 (15,2) 1,6 0,9
Fe(ClO4); BnOH 25 83  235(19,9) 12,1 (11,5) 17 117
CALb BnOH 3 45 224 (19,6) 12,1(10,6) 19 75
Fey(SO4);  BnOH 24 70 21,8 13,2 1,7 09
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Abbildung 22: Vergleich der Effektivitdt der Metallkatalysatoren bei der Polymerisation von
e-Caprolacton bei 140°C und dem Verhéltnis [M]:[C]:[I] = 2000:1:2. Der Katalysator, mit dem
das hochste Molekulargewicht erreicht werden konnte, steht oben und die Katalysatoren sind
in Reihenfolge des abnehmenden Molekulargewichts (Mw) sortiert. Mit den Enzymen wurden
bei 60°C polymerisiert, als Verhiltnisse wurden bei CALb (Lipase aus Candida antarctica)
[M]:[C]:[T] = 2000:10wt%:1 und bei TLL (Lipase aus Thermomyces lanuginosus) [M]:[C]:[I] =
2000:15wt%:1 verwendet.

Abbildung 22 und Tabelle 6 zeigen die Ergebnisse der Polymerisationen. Die
Tabelle 6 ist, ebenso wie folgende Tabellen, in Reihenfolge absteigenden Mo-
lekulargewichts (Mw) sortiert. Zinn(II)-2-ethylhexanoat ergibt mit bis zu 155
% das hochste Molekulargewicht. Das zweithochste Molekulargewicht (72 %)
wurde mit Eisen(III)citrat und Glucose als Initiator erreicht. Allerdings ist es
bei der Verwendung von Glucose als Intitiator, im Gegensatz zu Benzylalkohol,
moglich, dass mehrere Polymerketten von einem Initiator initiiert werden und
somit konnen Verzweigungen im Polymer vorkommen. Die Polymerisation mit
Eisen(III)citrat und Benzylalkohol als Initiator erreichte nur 6 % und wurde so-
mit nicht aufgefiihrt. Dies ist ein Hinweis, dass Glucose mehrere Polymerketten
initiiert hat.

~—
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Beziiglich der mit Benzylalkohol initiierten Reaktionen erreicht Eisen(III)bromid
mit Ascorbinsiure mit 59 ~% 7 das hochste Molekulargewicht der eisenkatalysierten
Reaktionen (siche Tabelle 6) Um die Katalysatoreffizienz zu vergleichen wurde
ausgerechnet, wie viel 9 sich pro Stunde ergeben.

Zinn(IT)-2- ethylhexanoat ergibt 38,8 % pro Stunde und ist somit der effizi-
enteste Katalysator (siehe Tabelle 6) Der effizienteste Elsenkatalysator ist Ei-
sen(L1I)perchlorat mit Ascorbinsdure, womit bis zu 15,9 % pro Stunde errelcht
werden. Ohne Ascorbinsiure ist Eisen(III)perchlorat rnlt bis zu 11,7 L weni-
ger effektiv, aber immer noch deutlich besser als die anderen Eisenkatalysatoren.
Andere Eisenkatalysatoren erreichen hochstens 2 & pro Stunde. Die Enzyme
sind relativ effektiv: mit CALb werden 7,5 l pro Stunde erreicht und mit TLL
4.1 % pro Stunde. Polymerisationen mit TLL fiihren jedoch zu sehr niedriger
Ausbeute (2,9%), bei CALD liegt sie mit 45% im mittleren Bereich.

Die Ergebnisse legen eine gewisse Bevorzugung von Eisen(II)bromid gegeniiber
von Eisen (IIT)bromid nahe. Mit Eisen(II)bromid kann hoheres Molekulargewicht
erreicht werden, jedoch erhélt man mit Eisen (I1I)bromid Polymere mit einem ho-
heren durchschnittlichen Molekulargewicht. Folglich konnen mit Eisen (IT)bromid
zwar hohere Spitzenwerte erreicht werden, reproduzierbarer sind jedoch die Po-
lymerisationen mit Eisen(III)bromid. Somit kann nicht von einer Bevorzugung
einer Oxidationsstufe gesprochen werden. Die Zugabe von Ascorbinsidure zu Ei-
sen(IIT)bromid fiihrt zu einem hdherem Molekulargewicht.

Ascorbinsdurezugabe fithrt nicht nur bei Eisen(III)bromid, sondern groktenteils
auch bei den anderen Katalysatoren zu einem hdéheren erreichbaren Molekular-
gewicht und zu einer hoheren Effizienz (sieche Tabelle 6. Einzige Ausnahme ist
Eisen(IIT)chlorid. Eine Erklirung fiir die unterschiedliche Wirkung von Ascor-
binsaure, ist die Stabilitdt der bei einem Austausch der Liganden entstehenden
Gegenionen.

Im Fall einer weichen Lewisbase wie Perchlorat ist der Austausch des Liganden
gegen einen Alkohol (harte Lewisbase) energetisch giinstig und wird mehrmals
stattfinden (siehe Abbildung 23 a). Ist jedoch der Ligand eine harte Lewisba-
se, wie im Fall von Chlorid, wird dieser Austausch seltener stattfinden, da er
energetisch nicht begiinstigt ist (siehe Abbildung 23 b).
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Abbildung 23: Alternative Ubergangszustinde bei Benutzung von Ascorbinséure.

Ascorbinsiure kann als Sdure dem Monomer ein Proton iibertragen und es so
aktivieren. Die Monomere kénnen Eisen konjugieren. Bei Verwendung von Ascor-
binsdure konnen die Monomere vom Eisen und von der Ascorbinsdure aktiviert
werden. Im Fall der weichen Lewissdure stehen zwei Alkohole in unmittelbarer
Umgebung des Eisens zur Verfiigung, somit kann der Eisenkatalysator zwei Po-
lymerketten gleichzeitig katalysieren. Auf diese Weise kann héheres Molekularge-
wicht als ohne Ascorbinsiure erreicht werden.

Im Fall von Katalysatoren mit harten Lewissduren ist dagegen nur nur ein Alko-
hol am Eisen gebunden. Folglich kann der Katalysator nur ein Monomer direkt
polymerisieren. Das durch die Ascorbinsidure aktivierte Monomer wird dagegen
durch einen freien Alkohol initiiert. Somit wird in diesem Fall die Polymerisation
durch die Ascorbinsiure katalysiert. Es entsteht eine Konkurrenzsituation, wel-
che das Molekulargewicht erniedrigen kann.

Zur weiteren Analyse empfehlen sich Eisen(III)bromid mit Ascorbinsdure, weil
damit bei Initiaton mit Benzylalkohol das hdchste Molekulargewicht erreicht
wurde. Weiterhin Eisen(III)chlorid und Eisen(III)perchlorat, weil dies die effi-
zientesten Katalysatoren sind (siche Tabelle 6)

Bei Eisen(III)perchlorat und dem néchst effizientesten Eisenkatalysator Eisen(IIT)-
chlorid wurde untersucht, ob sich das Molekulargewicht durch Erhéhung des
Monomer- zu Katalysatorverhiltnisses erhohen lasst. Wie bei den vorherigen und
folgenden Reaktionen wurde als Reaktionsendpunkt der Zeitpunkt gewihlt, zu
dem keine mechanische Riihrbarkeit mehr gegeben war.

Bei Eisen(III)perchlorat fiihrt eine Erhohung des Monomer- zu Katalysatorver-
héltnisses, abgesehen von einem Ausreiffer beim Verhdltnis [M]:[C|:[I] = 4000:1:2,
zu einer Erhohung des Molekulargewichts. Bei Eisen(IIT)chlorid dagegen lésst sich
kein Trend feststellen; das hochste Molekulargewicht ergibt sich bei [M]:[C]:[I] =
2000:1:2. Die Ausbeute ist bei allen Reaktionen mit mindestens 70% ziemlich
hoch (siehe Tabelle 7).
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Tabelle 7: Polymerisation von e-Caprolacton bei 140°C beim Verhéltnis [M]:[C]:[]] = x:1:2
und Benzylalkohol als Initiator. Untersuchung des Einflusses der Erhohung des Monomer- zu
Initiatorverhéltnisses bei Eisen(IIT)chlorid und Eisen(III)perchlorat.

Katalysator [M]  Zeit (h) Ausb. (%) Mw (£%) Mn (£2) PDI

FeCls 1200 3 76 73 154 18
Fe(ClO4); 1200 120 83 14,1 7.6 1.9
FeCl; 2000 22 7 35,8 17,7 21
Fe(ClO4); 2000 25 78 235 12,1 1,9
FeCl; 1000 88 71 27 8 14.9 19
Fe(ClO4); 4000 95 87 14,1 7.9 18
FeCl; 6000 88 71 27 8 14.9 1.9
Fe(ClO4); 6000 3 71 31,9 12.4 2.6
FeCl, 3000 52 81 17.4 9.5 18
Fe(ClOL); 8000 2 90 30,8 14,8 2.1

Um auch die Alkali- und Erdalkalikatalysatoren mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat ver-
gleichen zu konnen, wurden einige Polymerisationen im Verhéltnis [M]:[C]:[T] =
100:1:2 durchgefiihrt. Hohere Verhéltnisse ergaben bei den (Erd)alkalikatalysatoren
niedrigeres Molekulargewicht.

sn(Oct)
CaH2
ca(oH)2 I

Katalysator

NaOH

o 5 10 15

Molekulargewicht (kg /mol)

W Vernaitnis [ 10001 2]

Abbildung 24: Vergleich der Effektivitdt der Katalysatoren beziiglich der Polymerisation von
e-Caprolacton bei 140°C und dem Verhéltnis [M]:[C]:[I] = 100:1:2.

Das erreichte Molekulargewicht ist bei allen Katalysatoren relativ niedrig, auch
bei Zinn(IT)-2-ethylhexanoat werden bei diesem Verhéltnis nur 22 % erreicht
(sieche Abbildung 24). Eine Erklarung dafiir ist, dass Zinnkatalysatoren auch sehr
effizient Umesterungen katalysieren [271]. Wenn bei hoherem Monomer- zu Ka-
talysatoranteil die ringdffnende Polymerisation die bevorzugte Reaktion ist, wih-
rend es bei niedrigerem Monomer- zu Katalysatoranteil die Umesterung ist, er-
klart dies das niedrige Molekulargewicht.
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4.1.1.2 Polymerisation von DL-Lactid

Im Fall der Polymerisation von DL-Lactid wurde untersucht, ob die Oxidations-
zahl des Katalysators einen Einfluss auf das erreichbare Molekulargewicht hat.
Dazu wurden e-Caprolacton mit Eisenbromid in der Oxidationstufe II und III
und unter Zugabe von Ascorbinsdure polymerisiert. Es wurden die in Abbildung
25 gezeigten Ergebnisse erhalten.

Katahyeatoren

Molekulargewicht (kg/mod)

Abbildung 25: Vergleich der Polymerisation von DL-Lactid mit Eisenkatalysatoren und
Zinn(IT)-2-ethylhexanoat bei 140°C und dem Verhéltnis [M]:[C]:[I] = 2000:1:2.

Tabelle 8: Polymerisation von DL-Lactid bei 140°C beim Verhéltnis [M]:[C]:[I] = 2000:1:2 und
Benzylalkohol als Initiator. Einfluss der Oxidationszahl auf die Polymerisation. Es wurde das
maximal erreichte Molekulargewicht und in Klammern das Durchschnittsmolekulargewicht an-
gegeben.

Katalysator Zeit (h) Ausb. (%) Mw (£2) Mn (2£) PDI
Sn(Oct), 20 83 07,1 (55,3) 44,4 (40,7) 1,7
FeBry 48 80 66,1 (40,3) 36,0 (21,8) 1,9
FeBrs 24 24 19,9 (15,0) 12,5 (9,9) 1,5
FeBry, Asc. 37 80 18,4 (13,8) 11,7 (89) 1,5

Zinn(II)-2-ethylhexanoat erreicht auch bei der Polymerisation von DL-Lactid bei
140°C mit 97 % das hochste Molekulargewicht.Das Polymer mit dem zweit-
hochsten Molekulargewicht 66 -4 kann mit Eisen(II)bromid als Katalysator
hergestellt werden. Dagegen konnen mit Eisen(IIT)bromid als Katalysator nur
Polymere mit einem Molekulargewicht bis zu 18 % synthetisiert werden. Im Ge-
gensatz zu den Polymerisationen von e-Caprolacton zeigt sich bei DL-Lactid eine
Bevorzung von Eisen(II)bromid. In der Literatur wurde eine vollige Inaktivitét
von Eisen(III)komplexen beziiglich der Polymerisation von L-Lactid beschrieben
[141]. Dies konnte nicht bestétigt werden.

Die Zugabe von Ascorbinsédure fiihrt bei der Polymerisation von DL-Lactid mit
Eisen(I1T)bromid sowohl zu einer Verringerung des Molekulargewichts als auch

der Ausbeute (siche Tabelle 8).
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Dies liasst darauf schlieffen, dass im Gegensatz zu e-Caprolacton nur ein DL-
Lactid-Monomer an den Eisenkatalysator koordinieren kann, wodurch sich eine
Konkurrenzsituation zwischen der Aktivierung des Monomers durch das Eisen
und durch Ascorbinsédure ergibt. Dies verringert das Molekulargewicht.

4.1.1.3 Herstellung von Copolymeren

Abgesehen von den reinen Monomeren wurden auch Monomermischungen zu Co-
polymeren polymerisiert. Dabei wurde groftenteils [M]:[C]:[I] = 2000:1:2 beibe-
halten, ebenso wurde weiterhin Benzylalkohol als Initiator verwendet.

Zunichst wurden Copolymere aus e-Caprolacton und DL-Lactid untersucht. Bei
den reinen Polymeren hatte sich Eisen(III)bromid als effektiver fiir die Polymeri-
sation von e-Caprolacton als fiir die Polymerisation von DL-Lactid erwiesen. Bei
den Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) -Copolymeren wurde iiberpriift, ob dies
auch bei den Monomermischungen zu beobachten ist.

Bei dem Copolymer im Verhiltnis 50:50 wurde wiederum der Einfluss der Oxi-
dationszahl von Eisenbromid untersucht. Dazu wurden Eisen(II)bromid und Ei-
sen(IIT)bromid als Katalysatoren genutzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 26
dargestellt.

snioct] [

Katalysator

Eizen(ll)bromid —

00 100 200 300 400 500 00 TOO 200 900 1000
Molelkulargewicht [kg/maol)

Abbildung 26: Vergleich der Tauglichkeit der Katalysatoren, bei einer 50:50 Mischung aus e-
Caprolacton und DL-Lactid, bei 140°C und dem Verhéltnis [M¢;]:[M1q]:[C]:[I] 1000:1000:1:2.

Tabelle 9: Polymerisation von DL-Lactid und e-Caprolacton im Verhéltnis 1:1 bei 140°C im
Verhéltnis [M¢]:[MLa]:[C]:[I] = 1000:1000:1:2 und Benzylalkohol als Initiator. Es wurde das
maximal erreichte Molekulargewicht und in Klammern das Durchschnittsmolekulargewicht an-
gegeben.

Katalysator Zeit (h) Ausb. (%) Mw (££) Mn (2£) PDI

Sn(Oct), 4 87 02.6 (50.7) 479 (31.5) 1.9
Fe(OAc), 24 49 85,7 46,7 1.8
FeBr, 48 65 31,3 (26,1) 13,5 (12,8) 2,3
FeBr, 24 48 26,5 (25,5) 12,6 (12,6) 2,1
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Auch bei Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) im Verhéltnis 50:50 erweist sich Ei-
sen(II)bromid als effektiverer Katalysator als Eisen(IlI)bromid. Jedoch ist das
Molekulargewicht ungefdhr in dem Bereich des erreichten Molekulargewichts, wel-
ches bei der e-Caprolacton-Polymerisation erreicht wurde. Dies zeigt, dass DL-
Lactid die Polymerisation nicht zu inhibieren scheint.

Einen weiteren Hinweis auf die Bevorzugung von Katalysatoren mit der Oxida-
tionszahl 11 zeigt sich fiir Eisen(II)acetat. Eisen(Il)acetat ergibt mit 85 £ ein
fast so hohes Molekulargewicht, wie mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat erreicht wer-
den kann. Eisen(IT)acetat wurde in der Literatur bereits als guter Katalysator fiir
L-Lactid beschrieben [144, 272|. Mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat kénnen Polymere
mit einem Molekulargewicht bis zu 92 % hergestellt werden. Auch die Ausbeute
ist mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat am hochsten und die Reaktion verlauft schneller
als bei den Eisenkatalysatoren (siche Tabelle 9).

Die Polymerisationen einer Mischung aus e-Caprolacton und DL-Lactid im Ver-
héaltnis 80:20 wurden bei 140°C und bei 160°C durchgefiihrt. Die Polymerisatio-
nen bei 140°C ergaben mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat ein Molekulargewicht von
111,7 %. Dagegen konnte nur mit einem der Eisenkatalysatoren, ndmlich Goe-
thit, einem Eisenmineral aus der Mineralklasse der Oxide und Hydroxide, aus
dieser Monomermischung Polymer mit einem Molekulargewicht iiber 15 % her-
gestellt werden. Abgesehen von Benzylalkohol wurde bei diesen Polymerisationen
auch Allylphenol (AIOH) als Initiator verwendet. Abbildung 27 zeigt das Ergeb-
nis.

Molekulargewicht (kg /maol)

Abbildung 27: Vergleich der Eignung der Katalysatoren zur Polymerisation einer 80:20 Mi-
schung aus e-Caprolacton und DL-Lactid, bei 140°C unter Verwendung von Benzylakohol oder
Allylphenol als Initiator.

Allylphenol erweist sich als schlechter Initiator fiir Zinn (I1)-2-ethylhexanoat. Mit
Allylphenol ergibt sich ein deutlich niedrigeres Molekulargewicht als mit Benzyl-
alkohol (siche Abbildung 27). Es ist kaum hoher als das mit Goethite unter diesen
Umsténden erreichte.
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Tabelle 10: Polymerisation von Lactid und e-Caprolacton im Verhéltnis [M¢y]:[Mq]:[C]:[I] =
1600:400:1:2 bei 140°C. Es wurde das maximal erreichte Molekulargewicht und in Klammern
das Durchschnittsmolekulargewicht angegeben.

Katalysator Initiatior Zeit Ausb. Mw Mn PDI
) %) (L) (22)

Sn(Oct)q Benzylalkohol 19 79 111,7 (66,2) 46,1 (31,7) 1,5

Sn(Oct)q Allylphenol 25 74 29,4 (20,4) 12,6 (9,8) 1,5

Goethite Allylphenol 72 49 21,9 13,3 2,3

Weitere Polymerisationen von e-Caprolacton und DL-Lactid im Verhéltnis 80:20
wurden bei 160°C durchgefiihrt. Bei der Temperatur ergaben mehr Eisenkataly-
satoren iiber 150 4 (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Vergleich der Effizienz der Katalysatoren bei der Polymerisation einer 80:20
Mischung aus e-Caprolacton und DL-Lactid, bei 160°C und dem Verhaltnis [Ml]:[Ma]:[C]:[1]
1600:400:1:2.
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Tabelle 11: Polymerisation von DL-Lactid und e-Caprolacton im Verhéltnis 80:20 bei 160°C im
Verhéltnis [M¢q]:[M,]:[C]:[1] 1600:400:1:2 und Benzylalkohol als Initiator.

Katalysator Zeit Ausb. (%) Mw (£2) Mn (££) PDI

Su(Oct)s 54 76 ZTR R VA
FeBrj 96 77 32,4 18,0 1.9
FGQ(SO4)3*HQO 96 95 29,1 15,4 1,9
Fe(NOs)s 17 53 20,2 13,1 1,5
CaH, 19 40 19,1 12,5 1,5
Fe(C10,)s 21 50 17,2 10,6 1,6

Eisen(I1T)bromid erméglicht bei dem Monomerverhéltnis ([Mcl]:[Mpa] = 80:20)
hoheres Molekulargewicht als mit purem DL-Lactid, purem e-Caprolacton oder
dem 50:50 Copolymer. Dies lasst darauf schliefen, dass die hohere Temperatur
einen positiven Einfluss auf die Eisenkatalysatoren, zumindest auf Eisen (IIT)bromid
hat. Auch Calciumhydrid profitiert von der Temperaturerhéhung. Bei 140°C
konnten mit Verhéltnissen oberhalb von [M]:|C]:[I] = 500:1:2 nur Oligomere her-
gestellt werden. Dagegen wurden bei 160°C beim Verhéltnis 2000:1:2 Polymere
mit dem Molekulargewicht von 19 % hergestellt. Dagegen ergibt sich bei 160°C
mit Zinn(IT)-2-ethylhexanoat ein deutlich niedrigeres Molekulargewicht als bei
140°C. Dies diirfte wiederum daran liegen, dass Zinn(II)-2-ethylhexanoat auch
Umesterungen katalysiert (vgl. Seite 50), was das Molekulargewicht vermindert
[80]. Hohere Temperaturen verstirken die Umesterung [243]. Dafiir ergibt sich
mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat eine héhere Ausbeute als mit den Eisenkatalysato-
ren, auker im Fall von Eisen(III)bromid (siehe Tabelle 11).

Als weitere Monomermischung wurden e-Caprolacton und Glycolid im Verhéltnis
75:25 polymerisiert. Dabei ergaben sich die in Abbildung 29 gezeigten Ergebnisse.

Katalysator

W PLGA (75/25) Polymerisation be

2 A
48000

10,0 2000 3.0 400 200 [=LH N 00

Malekulargewicht (kg/mol)

Abbildung 29: Vergleich der Verwendbarkeit der Katalysatoren zur Polymerisation einer 75:25
Mischung aus e-Caprolacton und Glycolid bei 140°C.
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Nur mit Zinn(IT)-2-ethylhexanoat und Goethit ergaben sich Polymere, welche
ein Molekulargewicht iiber 15 % hatten und somit eventuell fiir die Anwendung
in der Geweberekonstruktion eingesetzt werden kénnten. Mit den Eisenkataly-
satoren ergeben sich, im Gegensatz zu Zinn(IT)-2-ethylhexanoat, relativ niedrige

Ausbeuten von hochstens 42% (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Polymerisation von e-Caprolacton und Glycolid im Verhéltnis 75:25 bei 140°C im
Verhaltnis [Mc¢q]:[Mgyy|:[C]:[T] 1500:500:1:2.

Katlysator Initiator Zeit (h) Ausb. (%) Mw (%) Mn (£2) PDI

Su(Oct)y  BnOH 21 73 122 3318
Goethit keiner 96 18 27,4 13,1 2,3
FeCl, BnOH 21 49 12,0 5,2 2.1
Fe(NOs); BnOH 21 33 5.4 3,2 18

Es wurden auch Copolymere ohne e-Caprolacton und zwar eine Monomermi-
schung aus DL-Lactid und Glycolid hergestellt. Poly(DL-Lactid-co-Glycolid)im
Verhéltnis 75:25 DL-Lactid zu Glycolid ist ein im Bereich der Geweberekonstruk-
tion hdufig genutztes Polymer [207, 273]. In dieser Arbeit wurde fiir Zinn(II)-
2-ethylhexanoatund die Eisenkatalysatoren Benzylalkohol als Initiator verwen-
det. Die mit Calciumhydrid katalysierte Reaktion wurde mit Wasser initiiert.
Eisen(III)perchlorat, Eisen(II)acetet und Calciumhydrid ergaben Polymer mit
einem Molekulargewicht fiber 15 2% (siehe Abbildung 30).

Katalysator

W PLGA (75/25) Polymerisation be

140°C

00 150 2000 300 4000 20,0 B0 700

Malekulargewicht (kg/mol)

Abbildung 30: Vergleich der Effektivitit der Katalysatoren, bei einer 75:25 Mischung aus DL-
Lactid und Glycolid, bei 140°C.
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Tabelle 13: Polymerisation von DL-Lactid und Glycolid im Verhéltnis 75:25 bei 140°C. Abkiir-
zungen: BnOH = Benzylalkohol, Monomer = M, Lactid = La, Glycolid = Gly.

Katalysator Initiator [Mp.|:[May|:  Zeit Ausb. Mw Mn PDI
(CH W ) () ()
Sn(Oct), BnOH 1500:500:1:2 16 85 63,2 25,1 2,5
Fe(OAc), BnOH 750:250:1:2 48 68 33,2 20,6 1,6
CaH, H,0 75:25:1:2 24 78 231 143 16
Fe(ClOy)3 BnOH 750:250:1:2 24 78 18,9 14,7 1,8

Die Ausbeute ist bei allen Katalysatoren mit mindestens 68% ziemlich gut (sie-
he Tabelle 13). Der Unterschied im Molekulargewicht zwischen Zinn(II)-2-ethyl-
hexanoat und Eisen(II)acetat ist nicht grofs. Jedoch verlduft die Reaktion mit
Zinn(I1)-2 ethylhexanoat deutlich effizienter. Mit Zinn(IT)-2 ethylhexanoat erge-
ben sich fast 4 ~% pro Stunde mit Eisen(IT)acetat nur 0,7 % pro Stunde.

4.1.1.4 Diskussion der Ergebnisse

Im Fall der Polymerisationen, die bei 140°C durchgefiihrt wurden, ging es darum,
die besten alternativen Katalysatoren zu Zinn(II)-2-ethylhexanoat herauszufin-
den. Es wurde nach Katalysatoren gesucht, welche ein moglichst hohes Moleku-
largewicht erzielen und moglichst effektiv sind. Wobei Effektivitit in Bezug auf
das erreichbare Molekulargewicht pro Stunde definiert wurde.

Um die Eignung der Katalysatoren fiir die ring6ffnende Polymerisation einschét-
zen zu kénnen, wurden bei moglichst vielen Reaktionen die gleichen Bedingungen
gewdhlt. So wurde iiberwiegend Benzylalkohol als Initiator und das Verhéltnis
IM]:|C]:|I] = 2000:1:2 verwendet.

In Bezug auf die Polymerisation von e-Caprolacton erwiesen sich Eisen (I1T)chlorid,
Eisen(IIT)bromid und Eisen(III)perchlorat als die effizientesten Katalysatoren.
Eisen(III)perchlorat zeigt bei der Polymerisation von e-Caprolacton bei 140°C
die hochste Effektivitit der Eisenkatalysatoren. Sie liegt bei iiber 10 :ng pro h,
wahrend mit den anderen Eisenkatalysatoren nur circa 2 l pro Stunde erreicht
werden konnen. Somit ist Eisen(IIT)perchlorat der efﬁmenteste Katalysator fiir
e-Caprolacton bei 140°C.

Das Molekulargewicht konnte bei der Polymerisation mit Eisen(III)bromid und
Eisen(I1T)perchlorat durch die Zugabe von Ascorbinsdure gesteigert werden. Da-
gegen verminderte Ascorbinsdure das Molekulargewicht bei der Katalyse mit Ei-
sen(I1T)chlorid. Eine mogliche Erklarung kann mit Hilfe des HSAB-Prinzip for-
muliert werden [274] zusammen. Bromid und Perchlorat sind weiche Lewisbasen,
wohingegen Chlorid hérter ist. Eisen(IIl) ist eine harte Lewissdure, ebenso wie
Alkohol eine harte Lewisbase ist. Die Kombination weich/weich oder hart/hart
begiinstigt eine Reaktion [275].
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Hier fordert dieses Prinzip den Austausch von Bromid und Perchlorat gegen Al-
kohol, wihrend dies bei Chlorid nicht der Fall ist. Somit ist der Austausch bei
Chlorid unwahrscheinlicher. Ascorbinsidure kann e-Caprolacton ein Proton iiber-
tragen und es so aktivieren. Das aktivierte Monomer kann ebenso wie das in-
aktive Monomer an Eisen koordinieren. Im Fall von Eisen(III)perchlorat und
Eisen(IIT)bromid sind direkt am Eisen mehrere Alkohole koordiniert. So kénnen
auch die durch Ascorbinsiure aktivierten Monomere mittels des Eisenkatalysa-
tors polymerisiert werden.

Dagegen muss das Ascorbinsiure-aktivierte Monomer im Fall von Eisen (IIT)chlo-
rid durch einen freien Alkohol initiiert werden. Somit wird es zu einer Konkur-
renzsituation kommen. Ein Teil der Monomere wird durch Eisen(IIT)chlorid kata-
lysiert und ein anderer durch Ascorbinsidure. Dies erklirt die Verminderung des
Molekulargewichts bei der Katalyse mit Eisen(III)chlorid.

Fiir die effektivsten Katalysatoren, Eisen(III)perchlorat und Eisen(III)bromid,
wurde iiberpriift, ob durch Erhéhung des Monomeranteils ein héheres Moleku-
largewicht erreicht werden kann. Dies ist bei Eisen(I1I)perchlorat in einem gewis-
sen Rahmen der Fall. Bei Eisen(III)chlorid hingegen ergibt sich beim Verhéltnis
[M]:[C]:[I] = 2000:1:2 das héchste Molekulargewicht. Die Neigung der unterschied-
lichen Katalysatoren, Alkohol zu binden, bietet eine Erklarung fiir das uneinheit-
liche Verhalten. So steigt das erzielte Molekulargewicht auch bei Eisen(III)chlorid
vom Verhéltnis [M]:[C]:[I] = 1200:1:2 zum Verhéltnis 2000:1:2 an, sinkt von dort
aus aber wieder. Mit zunehmendem Monomeranteil wird die Wahrscheinlichkeit
eines Zusammentreffens von Katalysator, Monomer und Alkohol zur Initiierung
der Reaktion geringer. Im Fall von Eisen(III)perchlorat wird dies deutlich spéter
auftreten als bei Eisen(IIT)chlorid, da mehr Alkohol direkt am Katalysator ko-
ordiniert ist. So tritt der Verdiinnungseffekt spiter als bei Eisen(III)chlorid auf.
Im Fall von e-Caprolacton konnte keine Bevorzugung einer Oxidationszahl des
Katalysators festgestellt werden. Dagegen bevorzugt DL-Lactid ebenso wie das
Copolymer aus DL-Lactid und e-Caprolacton im Verhéltnis 50:50 Eisenkatalysa-
toren mit der Oxidationszahl II. Bei reinem DL-Lactid konnte keine Verbesserung
des Molekulargewichts durch die Zugabe von Ascorbinsiure festgestellt werden.
Dies lasst darauf schliefen, dass bei DL-Lactid die Koordination des Monomers
an das Eisen nicht so gut funktioniert wie bei e-Caprolacton.
Zinn(I1)-2-ethylhexanoat ergibt hiufig htheres Molekulargewicht als die alterna-
tiven Katalysatoren. Jedoch zeigt es sich anfilliger beziiglich Nebenreaktionen.
Unter Umsténden, welche die Umesterung als Nebenreaktion verstérken (niedri-
ges Monomer- zu Katalysatorverhéltnis und hohe Temperatur 160°C), ergab sich
deutlich niedrigeres Molekulargewicht, wohingegen diese Umsténde bei den Ei-
senkatalysatoren und Calciumkatalystoren keinen negativen Einfluss haben. Die
Temperaturerhohung fiihrt bei diesen Katalysatoren statt dessen zu einer Erho-
hung des Molekulargewichts. Daraus kann man folgern, dass die Calicum- und
Eisenkatalysatoren weniger anfillig fiir Umesterungen sind als Zinn(IT)-2-ethyl-
hexanoat.
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Das Molekulargewicht der mit alternativen Katalysatoren hergestellten Copoly-
mere unterschied sich nur wenig vom Molekulargewicht der mit Zinn(II)-2-ethyl-
hexanoat-hergestellten Copolymere.

Mit den Eisenkatalysatoren konnen mit allen gewahlten Monomeren effektiv Po-
lymere mit einem Molekulargewicht oberhalb von 15 % synthetisiert werden.
Somit eignen sie sich, um Polymere fiir die regenerative Medizin herzustellen.
Auch in Bezug auf DL-Lactid und die Copolymere erwiesen sich Eisen(III)chlorid,
Eisen(III)bromid und Eisen(III)perchlorat als die effektivsten Katalysatoren. Sie
wurden folglich auf ihre Tauglichkeit fiir die Polymerisation bei Raumtemperatur

untersucht.

4.2 Variation der Reaktionsbedingungen
4.2.1 Losungsmittelreaktionen

Es wurden die Katalysatorsysteme untersucht, welche bei den 140°C-Reaktionen
am effektivsten waren: Eisen(III)bromid mit Ascorbinsdure, womit das Polymer
mit dem hochstem Molekulargewicht hergestellt wurde, sowie Eisen(III)chlorid
und Eisen(I1T)perchlorat, welche das héchste Molekulargewicht pro Stunde erga-
ben und somit die effizientesten Katalysatoren waren. Die durchgefiihrten Unter-
suchungen sind in Abbildung 31 zusammengefasst.

Die Zugabe von Ascorbinséure zu Reaktionen bei Raumtemperatur erwies sich in
Vorversuchen als nicht zielfithrend. Polymerisationen mit Eisen(III)bromid und
Ascorbinsidure als Katalysator von e-Caprolacton ergaben nur 6 % und mit Ei-
sen(11l)chlorid nur 3 4. Vermutlich liegt dies an der (bei Raumtemperatur)
schlechteren Loslichkeit von Ascorbinsiure in e-Caprolacton. Aus diesem Grund
wurde auf weitere Versuche mit Ascorbinsdure bei Raumtemperatur verzichtet.

Da e-Caprolacton eine Fliissigkeit ist, kann die Polymerisation mit oder ohne Lo-
sungsmittel erfolgen. Ein Argument fiir Losungsmittel ist, dass es die sonst statt-
findende Erh6éhung der Viskositéit der Reaktionen, wenn unterhalb des Schmelz-
punktes des entstehenden Polymers polymerisiert wird, verhindert. Zusétzlich
kann das Losungsmittel auch einen Einfluss auf die Polymerisationen von e-Cap-
rolacton haben, zum Beispiel beziiglich der Kinetik und des Molekulargewichts.

Somit wurde zunéchst {iberpriift, ob sich bei der Polymerisation von e-Capro-
lacton mit oder ohne Losungsmittel hoheres Molekulargewicht ergibt. Zuséatzlich
wurde der Einfluss des Loésungsmittels auf die Kinetik der Polymerisation be-
trachtet. Auferdem wurde tiberpriift, wie sich eine Variation des Initiatoranteils

auf das erreichbare Molekulargewicht auswirkt.
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Reaktionen bei 25°C:
Variation der Reaktionsbedingungen

l l

Losungsmittelpolymerisationen Bulkpolymerisationen

|

l_ Polymere ‘l

PCL PLA PCL
| | |
Untersuchte Parameter Untersuchte Parameter Untersuchte Parameter
| |
Variation von: Kinetik Variation von: |  Kinetik Variation von: Kinetik
| | |
(M] (1] (M] (M] (1]
Eisen(katalysatoren) Eisen(katalysator) Eisen(katalysatoren)
Lol
Fe(ClO,); Fe(Cl); Fe(Br), Fe(CIO,); Fe(ClO,); Fe(Cl); Fe(Br),

Abbildung 31: Ubersicht iiber die untersuchten Polymerisationen bei 25°C. Verwendete Abkiir-
zungen: [M] = [Monomer], [I] = [Initiator], PCL = Poly(e-Caprolacton), PLA = Poly(DL-Lac-
tid)

Auch bei der Polymerisation von DL-Lactid in Losungsmittel wurde die Kinetik
untersucht und iiberpriift, ob sich durch Erhéhung des Monomeranteils das Mo-
lekulargewicht erhohen lésst.

Bei den Bulkreaktionen wurde die Rolle der Initiatoren analysiert und dafiir ein
grofses Spektrum an Initiatoren von Wasser, iiber einfache Alkohole wie Isopropa-
nol bis zu aromatischen Alkoholen wie Benzylalkohol herangezogen. Um die M&g-
lichkeit zu bieten, die Polymere weiterzufunktionalisieren, wurden Azidoalkohole
und Propinol als weitere Initiatoren untersucht. Diese fithren eine Azidogruppe
bzw. eine Alkingruppe ein und bieten somit die Option, die Polymere mittels der
Clickreaktion funktionalisieren zu kénnen [276].

Bei den Initiatoren, welche das héchste Molekulargewicht ergeben, wurde ermit-
telt, ob dies durch Variation des Initiatoranteils weiter erh6ht werden kann.
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4.2.1.1 Losungsmittelpolymerisation von e-Caprolacton
Eisen(III)chlorid und Eisen(III)perchlorat haben sich in vorherigen Versuchen als
effektive Katalysatoren erwiesen und wurden folglich genauer untersucht. Als Mo-
nomer wurde zunéchst e-Caprolacton und Propagylalkohol als Initiator gewéhlt.
Dabei wurde ausgenutzt, dass niedrigere Temperaturen die Verwendung tempe-
raturlabiler Initiatoren, wie Propagylalkohol, erlauben. Es wurden Reaktionen
mit Losungsmittel (Tetrahydrofuran (THF)) und ohne Losungsmittel (Bulkreak-
tionen) miteinander verglichen (siehe Abbildung 32).

B Lasungsmittelreaktion

B Bulkreaktion

Molekulargewicht (kg /mol)

40:0:01:05 200-01:05
ien(llliperchlarat Eisenilll)perehborst Eizenl )} bramid |:'|-l|l:| jehbarid

Katalysater und Verhiltnis

Abbildung 32: Polymerisation von e-Caprolacton mit Propagylalkohol bei Raumtemperatur,
mit und ohne trockenem THF.

Bei einem Katalysator- zu Initiatorverhéltnis von [C]:[I] = 1:2 ergibt die Bulkreak-
tion das héhere Molekulargewicht. Bei einem Katalysator- zu Initiatorverhéaltnis
von [C[:[I] = 1:5 hingegen die Losungsmittelreaktion. Wenn mehr Initiator anwe-
send ist, konnen mehr Polymerketten gleichzeitig gestartet werden. Dies fiihrt zu
einer schnelleren Erhéhung der Viskositét.

Die Zugabe von Losungsmittel bewirkt, dass dieser Effekt geringer ausgepragt
ist als bei Reaktionen ohne Losungsmittel. Somit kann die schnellere Erhohung
der Viskositdt bei den Bulkreaktionen zu niedrigerem Molekulargewicht fiihren.
Die Ausbeute ist bei den Bulkreaktionen, aufer bei der Polymerisation mit Ei-
sen(I1T)chlorid, hoher als die der Losungsmittelreaktion (siehe Tabelle 14).

Die Ansatzgrofe ist ein weiterer Aspekt, welcher Einfluss auf das Molekularge-
wicht haben kann. Bei Eisen(III)bromid und Eisen(III)chlorid war die Ansatz-
grofke der Losungsmittelreaktion deutlich hoher als die der Bulkreaktion. Die Lo-
sungsmittelpolymerisationen von Eisen(IIT)bromid und Eisen(I1I)chlorid, wurden
gleichzeitig zur Uberpriifung der Kinetik der Reaktion genutzt. Um ausreichend
Polymer fiir die Analyse der einzelnen Proben zu haben, wurde dafiir die Ansatz-
grofe erhoht.
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Tabelle 14: Polymerisation von e-Caprolacton mit Propagylalkohol bei Raumtemperatur im
Vergleich mit und ohne trockenem THEF.

Katalysator [MJ:[CJ:[I] Zeit Ausb. Mw (%)  Mn (2%)  PDI
(h) (%)
Fe(ClO,)s, THF ~ 2000:1:2 24 17 15,1 9,5 1,5
Fe(ClO,)s 2000:1:2 20 83 23,5 (22,4) 154 (14,1) 1,6
Fe(ClO,)s, THF ~ 2000:1:5 24 83 294 21,8 1,3
Fe(ClO,)s 2000:1:5 22 90 222 16,5 1,3
FeBrs, THF 400:1:5 24 65 10,6 9,2 1,2
FeBrs 400:1:55 1,5 90 57 3,5 1,6
FeCl;, THF 200:1:5 24 96 19,7 (16,5) 11,5 (82) 24
FeCls 200:1:5 0,58 28 84 3,8 2,3

Um den Einfluss der Ansatzgrdfe zu analysieren wurde e-Caprolacton einmal in
geringer Ansatzgrofe (0,5 g), einmal in geringer Ansatzgrofe mit THF und einmal
in hoherer Ansatzgrofe (5 g) polymerisiert. Abbildung 33 zeigt die Ergebnisse.

LICH

Molekulargewicht (kg/mol)

Abbildung 33: Vergleich von unterschiedlichen Ansatzgrofen. Die Reaktionen wurden mit
[M]:[C]:[I] = 2000:1:1 und Propagylalkohol als Initiator durchgefiihrt.

Die Polydispersitdat der Bulkreaktionen ist mit 1,3 relativ niedrig, wihrend die
der Losungsmittelreaktion mit 3,3 sehr hoch ist. Der hohe Polydisperitdtsindex
(PDI) bei der Losungsmittelreaktion liegt wahrscheinlich an der hohen Verdiin-
nung des Monomers im Ldsungsmittel. Dadurch war es fiir die Polymerketten
unwahrscheinlicher, mehr Monomere zu finden, als dass sich an mehreren Stellen
neue Ketten bildeten.

Die Reaktion mit der groften Ansatzgréfe ergab mit 20 % das hochste Mole-
kulargewicht.

Um die Bulk- und Lésungsmittelpolymerisationen genauer zu analysieren wurden
Kinetikversuche durchgefiihrt. Hierfiir wurden wiederum Eisen(III)perchlorat, Ei-
senbromid und Eisen(IIT)chlorid als Katalysatoren ausgewéahlt. Es wurden Bulk-
reaktionen mit Reaktionen in trockenem THF als Losungsmittel verglichen.
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Tabelle 15: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen (IIT)perchlorat und Propagylalkohol im
Verhéltnis [M]:[C]:[I]= 2000:1:1 bei Raumtemperatur in verschiedenen Ansatzgrofen.

Ansatzgroke THE Zeit (h) Ausb. (%) Mw (£2) Mn (£2) PDI

mol
5g nein 18 58 20,0 15,8 1.3
05 g nein 18 90 14,4 11,1 1,3
0,5 ¢ ja 18 69 2.4 0,7 3,3

Bei Eisen(III)perchlorat ergaben sich die in Abbildung 34 aufgetragenen Ergeb-
nisse.

P
LA

h—_f'

=
L

10 *

Meolekulargewicht (kg/mol)
[
Molekulargewicht (kg/mol)

0 0 0,25 0,5 0,75 1
0 100 200 i
Zeit (h) Zeit (h)
4)3 THE a » Fe{CI04)2 THF b + Fe(Cl04)3 a Fe{CiO4)3a  * Fe(CIO4)3 b
FelCID4)3 ¢ ¢ FeCl04 d b) FelClO4)3¢c & Fe(Cl04)3 d

Abbildung 34: Kinetikreaktionen (Eisen(III)perchlorat, [M]:[C]:[I] = 400:1:5 und Benzylalko-
hol), dabei wurden Losungsmittelreaktionen (Punkte) und Bulkreaktionen (Rauten) miteinan-
der verglichen. a) Uberblick {iber Losungsmittelreaktionen und Bulkreaktionen. b) zur besseren
Ubersicht die Bulkreaktionen einzeln. Es sind jeweils unabhingige Reaktionen, welche mit a-d
gekennzeichnet sind.

Mittels Bulkreaktionen kénnen innerhalb kiirzerer Zeit Polymere mit einem ho-
heren oder dhnlich hohem Molekulargewicht wie mit der Lésungsmittelpolyme-
risation gewonnen werden (siehe Bildteil 34 a). Bei den Losungsmittelreaktionen
wachst das Molekulargewicht zunéchst relativ schnell, danach knickt der Verlauf
deutlich ab und miindet in einem Plateau. Die Kinetik der Bulkreaktionen zeigt
einen linearen Verlauf, was auf eine kontrollierte Reaktion schliefen lasst. Die Lo-
sungsmittelreaktionen wirken unkontrollierter. Das entstehende Plateau lasst dar-
auf schliefsen, dass nach einer gewissen Zeit die Riickreaktion eintritt und so das
Molekulargewicht nicht weiter steigen kann. Die ring6ffnende Polymerisation ist
eine Gleichgewichtsreaktion und die Riickreaktion wird um so wahrscheinlicher,
je weniger Monomer vorhanden ist. Bei den Bulkreaktionen dagegen steigt das
Molekulargewicht relativ linear an (sieche Abbildung 34 b).
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Obwohl alle Bulkreaktionen mit dem gleichem Verhiltnis angesetzt wurden, er-
gibt sich nicht bei allen Reaktionen der gleiche Reaktionsverlauf. Dies ldsst auf
gewisse Probleme mit der Reproduzierbarkeit schliefen. Das gleiche gilt fiir die
Losungsmittelreaktionen. Um eine Einschéitzung iiber die Effektivitit der einzel-
nen Katalysatoren bei Losungsmittelreaktionen geben zu konnen, wurden die Po-
lymerisationen mit Eisen(IIT)chlorid, Eisen(III)perchlorat und Eisen(III)bromid
miteinander verglichen (siehe Abbildung 35). Dabei wurde gleichzeitig untersucht,
ob die Initiatormenge einen Einfluss auf den Reaktionsverlauf hat.

Molekulargewicht (kg/maol)
Molekulargewicht (kg/mol)

[4] ! [ T | P iy
] 1L 11 200 ] £hn 1] o0 200

Zeit (h) Zeit (h)

a)-‘l Eisen|| !:Ill'llli-ll| Eisen[lilichlorid = Eisendl ‘-‘f'||v": hlcrat b) ® Eisengibromid & Eisenillijperchlarat = Eseni i) chlorid

Abbildung  35:  Kinetikreaktionen  (Eisen(III)bromid, Eisen(III)chlorid und  Ei-
sen(IlT)perchlorat), a)[M]:[C]:[I] = 400:1:5, b) [M]:[C]:[I] = 400:1:2. Benzylalkohol wurde
als Initiator genutzt, trockener THF diente als Losungsmittel und die Reaktionen wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt.

Beim Verhiltnis [M]:[C|:[I] = 400:1:5 zeigen alle Katalysatoren zunéchst einen
steileren Anstieg und miinden schlieflich in ein Plateau. Bei Eisen(III)perchlorat
wird dieses nach circa 29 h erreicht, bei Eisen(IIT)chlorid nach circa 50 h.

Im Fall von Eisen(IIT)bromid ist der anfingliche Anstieg flacher als bei den an-
deren Katalysatoren und es wird innerhalb der untersuchten Zeit kein eindeuti-
ges Plateau erreicht, wobei der Anstieg ab 50 h flacher wird. Eine Begriindung
fiir diesen verschiedenartigen Reaktionsverlauf der Eisenkatatalysatoren ist ver-
mutlich eine unterschiedliche Aktivitdat der Eisenkatalysatoren. Die ringoffnen-
de Polymerisation ist eine Gleichgewichtsreaktion, dabei wird die Riickreaktion
wahrscheinlicher, wenn weniger Monomer vorhanden ist. Der Anstieg, welcher bei
Eisen(I1T)perchlorat am steilsten ist, zeigt Eisen(III)perchlorat als, unter diesen
Umsténden, reaktivsten Katalysator. Folglich werden bei Eisen(IIT)perchlorat die
Monomere schneller verbraucht als bei den anderen Eisenkatalysatoren, was zu
einem fritheren Verschieben des Gleichgewichts hin zur Riickreaktion fiihrt. Ei-
sen(III)bromid dagegen ist deutlich unreaktiver, sodass auch die Riickreaktion
deutlich spéter eintritt.
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Wenn das Verhiltnis [M]:[C]:[I] = 400:1:2 verwendet wird, ergeben sich bei den
Reaktionen ein etwas anderer Reaktionsverlauf als bei als beim Verhéltnis [M]:-
[C]:[1] = 400:1:5. Uber Eisen(III)perchlorat ist es schwer ein Aussage zu treffen,
weil die Endwerte stark schwanken. Bei Eisen(III)bromid zeigen sich kaum Ande-
rungen im Reaktionsverlauf von [M]:[C]:|I] = 400:1:5 zu 400:1:2. Eisen(IIT)chlorid
zeigt bei [M]:[C]:[I] = 400:1:2 zu Beginn einen deutlich steileren Anstieg, welcher
spater als beim anderem Verhiltnis in ein Plateau miindet. Dies hangt vermutlich
damit zusammen, dass eine geringere Initiatormenge auch eine geringere Anzahl
von Polymerketten zur gleichen Zeit starten kann. Eisen(IIT)chlorid zeigt eine
mittlere Katalysatoraktivitit, sodass die Initiatormenge bei ihm einen groferen
Einfluss hat als beim reaktiverem Eisen(III)perchlorat oder dem unreaktiveren
Eisen (I1T)bromid.

4.2.1.2 Lo6sungsmittelpolymerisation von DL-Lactid

DL-Lactid ist ein Festkorper und kann somit unter seinem Schmelzpunkt nur in
Losungsmittel polymerisiert werden. Da sich Eisen(III)perchlorat als guter Kata-
lysator erwiesen hat, wurde er fiir die DL-Lactid-Polymerisationen als Katalysa-
tor ausgewahlt. Als Initiatoren wurden Propagylalkohol (Propinol) und Benzyl-
alkohol verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 36 zu sehen. In die Grafik
wurde zum Vergleich die Katalysatorbedingung, unter welcher Zinn(II)-2-ethyl-
hexanoat das hochste Molekulargewicht erreicht hatte, aufgenommen.
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Abbildung 36: Polymerisation von DL-Lactid mit Eisen(III)perchlorat als Katalysator und
Propagylalkohol als Initiator bei Raumtemperatur. Zum Vergleich wurde das Katalysatorsys-
tem, mit dem bei Zinn(II)-2-ethylhexanoat das hochste Molekulargewicht erreichte [M]:[C]:[I]
= 3000:1:2, Benzylalkohl und 140°C), mit aufgenommen.
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Tabelle 16: Polymerisation von DL-Lactid mit Eisen(IIT)perchlorat als Katalysator und Pro-
pagylalkohol als Initiator bei Raumtemperatur.Es wurde das hochste erreichte Molekularge-
wicht und in Klammern der Durchschnittswert angegeben.

Katalysator [M]:[C]:[]] Zeit  Ausb. Mw Mn PDI
Losungsmittel (h) (%) (22 (22

Fe(ClO,)5, THF  200:15 48 61 83,8 (63,5) 61,4 (43,1) 16
Fe(ClO,)s, THE  400:1:5 22 63 84,2 (66,8) 57,4(44,3) 1,6
Fe(ClO4)s, DMSO 1200:1:5 21 0,9 245.6 57.5 43

Tabelle 17: Polymerisation von DL-Lactid mit Eisen(IIT)perchlorat als Katalysator und Ben-
zylalkohol als Initiator bei Raumtemperatur. Zum Vergleich wurde das Katalysatorsystem,
mit dem bei Zinn(IT)-2-ethylhexanoat das hochste Molekulargewicht erreichte ([M]:[C]:[I] =
3000:1:2, Benzylalkohol und 140°C), mit aufgenommen. Es wurde das hochste erreichte Mole-
kulargewicht und in Klammern der Durchschnittswert angegeben.

Katalysator [IM|:[C]:[]] Zeit Ausb. Mw Mn PDI
Losungsmittel (h) (%) (122 (L2

SnOct, 140°C 3000:1:2 1,5 o6 115,1 59,5 1,9

SnOct, 140°C 2000:1:2 18 81 07,1 (70,2) 44,4 (40,7) 1,7

Fe(ClOy)s, THF  400:1:5 49 61 435 (41,00 21,7 (21,3) 1,9

Wie Abbildung 36 zeigt, konnen mit Eisen(III)perchlorat Polymere mit einem
doppelt so hohen Molekulargewicht erzeugt werden wie mit Zinn(II)-2-ethylhexa-
noat. Allerdings ist die Ausbeute in diesem Fall mit 0,9% extrem niedrig (siehe
Tabelle 16). Dies liegt wahrscheinlich an der Verwendung von Dimethylsulfoxid
(DMSO) als Losungsmittel. DMSO 16st DL-Lactid zwar ziemlich gut, Poly(DL--
Lactid) jedoch mit steigendem Molekulargewicht zunehmend schlechter.

Dies fiihrt zu einer Erhohung der Viskositdt im Laufe der Reaktion, welche
die Reaktion behindert und auch die hohe Polydispersitit erkldrt [128]. Wenn
THF als Losungsmittel verwendet wird, ergeben sich mit mindestens 49% deut-
lich hohere Ausbeuten. Dafiir ist das Molekulargewicht niedriger. Aber immer
noch vergleichbar zu dem hochstem Molekulargewicht, was mit Zinn(IT)-2-ethyl-
hexanoat erreicht werden konnte. Zuatzlich ist das Molekulargewicht bei den in
THF durchgefiihrten Reaktionen mit Propagylalkohol als Initiator héher als das
Durchschnittsmolekulargewicht von Zinn(IT)-2-ethylhexanoat unter den eingangs
erwihnten Standardbedingungen von [M]:[C]:[I] = 2000:1:2 und Benzylalkohol
als Initiator. Benzylalkohol als Initiator fiihrt zu einem niedrigeren Molekular-
gewicht (siehe Tabelle 17). Propagylalkohol kann iiber die Alkingruppe mit der
Carbonylgruppe des DL-Lactids koordinieren, was bei Benzylalkohol nicht mog-
lich ist. Dies erkldrt, warum mit Propagylalkohol ein hoheres Molekulargewicht
erreicht werden kann als mit Benzylalkohol.
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Um die Eisen(IIT)perchlorat-katalysierte Polymerisation von DL-Lactid genauer
zu untersuchen, wurde die Kinetik analysiert. Dabei diente Propinol, im Ansatz-
verhéltnis [M]:[C]:[I] = 400:1:5, als Initiator. Es ergaben sich die in Abbildung 37
dargestellten Ergebnisse.

=
Qo
o

80

60

40

20

Molekulargewicht (kg/mol)
o

0 20 40 60
Zeit (h)
400:1:5 Propagylalkohol

Abbildung 37: Kinetikreaktion der Polymerisation von DL-Lactid mit Eisen(III)perchlorat als
Katalysator und Propagylalkohol als Initiator bei Raumtemperatur.

Es wurden anfangs zu wenige Proben entnommen, was es schwierig macht, die
Kinetik genau zu interpretieren. Schon nach kurzen Reaktionszeiten zeigt sich
keine Anderung mehr. Ob es sich bei dem Datenpunkt bei 50 h um einen Aus-
reiffer handelt, ist ungeklart.

Das Plateau der Kinetikreaktion von DL-Lactid wird schneller erreicht als das
der Kinetikreaktionen von e-Caprolacton. Dies ldsst darauf schlieften, dass Ei-
sen(III)perchlorat fiir DL-Lactid ein effektiverer Katalysator ist als fiir e-Capro-
lacton.

Fiir diese These spricht auch, dass bei der Polymerisation von DI-Lactid héheres
Molekulargewicht erreicht wird als bei der Polymerisation von e-Caprolacton.

4.2.1.3 Diskussion der Ergebnisse

Die Losungsmittelreaktionen von e-Caprolacton ergeben etwas hoheres Moleku-
largewicht als die Bulkpolymerisationen. Eine Grund dafiir kann sein, dass bei
der Polymerisation im Losungsmittel keine Viskositdtserhohung auftritt. Eine
mogliche Ursache ist, dass bei den Polymerisationen in Losungsmittel teils mehr
Monomer verwendet wurde als bei den Bulkreaktionen, um Kinetikuntersuchun-
gen zu ermoglichen.
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Im Fall der Losungsmittelreaktion konnte durch Erh6hung des Initiatoranteils ein
hoheres Molekulargewicht erreicht werden. Dies war bei der Bulkreaktion nicht
der Fall. Eine Erklarung hierfiir wére, dass bei héherem Initiatoranteil mehr Po-
lymerketten gleichzeitig begonnen werden konnen als bei niedrigerem. Dies ver-
schérft bei der Bulkreaktion das Problem der Viskositatserh6hung. Dieses Pro-
blem tritt bei der Losungsmittelreaktion hingegen nicht auf.

Mit Losungsmittel verlauft die Molekulargewichtsentwicklung der Polymerisatio-
nen von e-Caprolacton zunédchst linear ansteigend und miindet schlieflich in ein
Plateau. Das Plateau wird wahrscheinlich durch das Einsetzen der Gegenreaktion
verursacht, welches mit abnehmender Monomermenge wahrscheinlicher wird. Die
ring6ffnende Polymerisation ist eine Gleichgewichtsreaktion: so konnen Katalysa-
toren auch die Gegenreaktion katalysieren. Der Zeitpunkt, zu dem dieses Plateau
erreicht wird, hingt von der Effektivitdt des Katalysators ab. So ist es bei Ei-
sen(III)perchlorat nach 29 h erreicht und bei Eisen(III)chlorid nach circa 50 h.
Folglich sollte mit jedem Katalysator zunéchst eine Kinetikreaktion durchgefiihrt
werden, um festzustellen, nach welcher Zeit sich das hochstmdégliche Molekular-
gewicht bei einer Polymerisation mit Losungsmittel erreichen ldsst.

Im Fall der Polymerisation von DL-Lactid mit Eisen(III)perchlorat kann ein dop-
pelt so hohes Molekulargewicht erreicht werden wie mit Zinn(II)-2-ethylhexano-
at als Katalysator. Allerdings war die Ausbeute mit 0,9% sehr niedrig. Jedoch
konnen mit Eisen(IIT)perchlorat, bei Benutzung von THF als Losungsmittel, auch
Polymere in guter Ausbeute (mindestens 45%) hergestellt werden, deren Mole-
kulargewicht dhnlich hoch ist wie das mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat maximal er-
reichte. Aufierdem ist es vergleichbar mit dem Molekulargewicht, welches von
Zinn(II)-2-ethylhexanoat unter den Standardreaktionsbedingungen [M]:[C]:[I] =
2000:1:2 erreicht wird. Auch bei der Polymerisation von DL-Lactid in Losungs-
mittel tritt nach einiger Zeit die Gegenreaktion auf und das Molekulargewicht
sinkt ab diesem Zeitpunkt wieder.

Die Bulkreaktionen verlaufen relativ schnell und werden im Laufe der Reaktion
fest, sodass die Gegenreaktion unwahrscheinlicher ist. Allerdings fiihrt eine zu
schnelle Reaktionszeit zu einem zu schnellem Anstieg der Viskositdt, wodurch
das Molekulargewicht eingeschrinkt werden kann.
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Dennoch konnen Polymere mit einem Molekulargewicht hergestellt werden, wel-
ches von den Losungsmittelreaktionen nicht oder erst deutlich spéiter als im Fall
der Bulkreaktion erlangt wird.

Eine Moglichkeit, mit der Bulkreaktion zu hoherem Molekulargewicht zu kom-
men, ist die Erhohung der Monomermenge. So ergab eine Polymerisation von 5 g
e-Caprolacton ein deutlich hoheres Molekulargewicht als eine Polymerisation von
0,5 g. Dieses Verhalten wurde bereits in der Literatur beschrieben. Als Erklarung
wurde ein verdnderter Hitzetransfer beziehungsweise verdnderte Wasseraufnahme
vorgeschlagen [129].

4.2.2 Genauere Untersuchung der Bulkreaktionen

Der Vergleich zwischen Losungsmittel- und Bulkreaktionen hat gezeigt, dass die
Bulkreaktionen gute Ergebnisse liefern. Es wurde teilweise in kiirzerer Zeit ein
héheres Molekulargewicht erreicht als bei den Losungsmittelreaktionen. Aus die-
sem Grund wurden die Bulkreaktionen genauer untersucht.

Eigene Vorversuche hatten gezeigt, dass Eisen(III)bromid, Eisen(IIT)chlorid und
Eisen(IIT)perchlorat auch bei Raumtemperatur die effektivsten Eisenkatalysato-
ren sind (vgl. Anhang auf Seite 196). Folglich wurden diese weiter untersucht.
Raumtemperaturreaktionen haben den Vorteil, dass man zum einen temperatur-
labile Reaktanden wie Azidoalkohole einsetzen kann. Zum anderen ergibt sich
die Moglichkeit, die Reaktion direkt mit tyrosinhaltigen Proteinen zu initiieren.
Die meisten Proteine denaturieren bereits bei Temperaturen von 50-60°C. Als
Modell fiir tyrosinhaltige Proteine wurde Allylphenol als Katalysator verwendet.
Allylphenol besitzt durch die phenolische Hydroxygruppe eine starke strukturelle
Ahnlichkeit zu Tyrosin als Bestandteil einer Peptidsequenz. Zusétzlich bietet die
Allylbindung die Méglichkeit einer Funktionalisierung, zum Beispiel mittels der
Thio-En-Reaktionen.

Eine Ubersicht iiber die ausgewihlten Katalysatoren, Initiatoren und Ansatzver-
héiltnisse bietet Tabelle 18. Es wurde analysiert, wie sich das Molekulargewicht
durch die Verwendung unterschiedlicher Initiatoren &ndert und ob es durch die
Anderung des Monomer- oder Initiatorverhéltnisses beeinflusst wird.

Tabelle 18: Die zur Polymerisation bei Raumtemperatur verwendeten Eisensalze, Initiatoren
und Verhéltnisse.

Katalysator Verhéltnis Initiator
Eisenchlorid 200:1:5 Wasser
Eisenbromid 400:1:5 Isopropanol
Eisenperchlorat 1200:1:5 Benzylalkohol
Allylphenol
Propagylalkohol
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Als Monomer wurde e-Caprolacton verwendet. Durch unterschiedlicher Ansatz-
verhéltnisse sollte iiberpriift werden, ob sich ein Trend in der Molekulargewichts-
entwicklung erkennen ldsst und ob dieser vom jeweiligen Katalystor und Initiator
beeinflusst wird.

Die Polymerisationen wurden in den Verhéltnissen [M]:[C]:[I] = 200:1:5, 400:1:5
und 1200:1:5 durchgefiihrt. Diese Verhéltnisse wurden gewéhlt, um Reaktionen
mit hohem Katalysatoranteil (200:1:5), mittlerem Katalysatoranteil (400:1:5) und
niedrigem Katalysatoranteil (1200:1:5) zu untersuchen.

Die Ergebnisse zeigen Abbildung 38 (Eisen(III)perchlorat), Abbildung 39 (Eisen(III)-
chlorid) und Abbildung 40 (Eisen(III)bromid) und die Tabellen: Eisen(III)perchlorat
19, Eisen(I1T)chlorid 20 und Eisen(IIT)bromid 21.

Eisen(IIT)perchlorat ergibt mit fast allen Initiatoren (aufer Propinol) mit stei-
gendem Monomer- zu Katalysatorverhéltnis ein steigendes (durchschnittliches)
Molekulargewicht (siehe Abbildung 38 a). Dies liasst auf eine kontrollierte Poly-
merisation schliefsen.
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Abbildung 38: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(IIT)perchlorat [M]:[C]:[I] = 200:1:5,
400:1:5 und 1200:1:5 mit unterschiedlichen Initiatoren bei Raumtemperatur: a) durchschnittli-
ches Molekulargewicht, b) maximales Molekulargewicht.

Das hochste Molekulargewicht erreicht Eisen(III)perchlorat mit Allylphenol beim
Verhiltnis [M]:[C]:[I] = 1200:1:5 mit 23,5 2L (siehe Abbildung 38 b). Bei der Ver-
wendung von Propinol als Katalysator ergibt sich keine Steigerung mit steigen-
dem Monomer- zu Katalysatorverhiltnis, sondern das Molekulargewicht bleibt
bei allen Verhéltnissen bei circa 12 %. Die Reaktionszeiten sind bei der Poly-
merisation mit Eisen(III)perchlorat als Katalysator allgemein kurz, die kiirzeste
Reaktionszeit (0,6 h) ergibt sich mit Wasser beim Verhéltnis [M[:|C]:[I] = 200:1:5,
die ldngste (20 h) mit Isopropanol beim Verhéltnis [M]:|C]:[I] = 1200:1:5.
Eisen(IIT)chlorid reagiert je nach Initiator unterschiedlich auf steigendes Mo-
nomer- zu Katalysatorverhéltnis. Im Fall von Wasser, Isopropanol und Benzyl-
alkohol steigt das Molekulargewicht, mit Propinol als Initiator bleibt das durch-
schnittliche Molekulargewicht wie bei Eisen(III)perchlorat nahezu konstant, mit
Allylphenol sinkt es (sieche Abbildung 43 a).
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Tabelle 19: Caprolactonpolymerisation mit Eisen(IIT)perchlorat und den Initiatoren Wasser
(H50), Isopropanol (i-PrOH), Benzylalkohol (BnOH), Allylphenol und Propagylalkohol (Pro-
pinol)) bei verschiedenen Verhéltnissen [M]:[C]:[I] bei RT. Es wurde jeweils das maximal erzielte
Molekulargewicht angegeben, in Klammern steht das Durchschnittsmolekulargewicht.

[M]:[C]:[T] Initiator t (h) Ausb. (%) Mw (22) Mn(-22) PDI
200:1:5  H,O 1,0 75 11,2 (8,4) 5,8 (2,9) 2,0
200:1:5  i-PrOH 1,0 80 15,4 (8,3) 8,9 (5,1) 1,6
200:1:5  BnOH 1,0 53 9,7 (8,0) 6,0 (4,0) 2.1
200:1:5  Allylphenol 0,78 75 18,0 (9,8) 12,4 (6,2) 1,6
200:1:5  Propinol 0,33 90 17,1 (12,0) 8,9 (6,2) 1,9
400:1:5  H,O 1,0 94 14,6 (10,6) 6.8 (5,3) 2.0
400:1:5  i-PrOH 1,5 86 10,8 (8,6) 6,9 (5,5) 1,6
400:1:5  BnOH 1,6 94 17,6 (12,2) 8,3 (6,6) 1,9
400:1:5  Allylphenol 9,0 95 18,7 (12,0) 8,0 (6,8) 1,7
400:1:5 Propinol 0,75 90 12,0 6,6 1,8
1200:1:5 H,0 15 84 18,0 (15,2) 12,5 (10,2) 1,6
1200:1:5 i-PrOH 20 92 19,7 (17,5) 13,6 (12,1) 1,5
1200:1:5 BnOH 11 91 17,0 (15,6) 10,3 (9,7) 1,6
1200:1:5  Allylphenol 7,8 95 23,5 (20,4) 16,3 (11,4) 1,9
1200:1:5  Propinol 1,0 48 16,4 (12,7) 12,3 (8,6) 1,6

Das hochste Molekulargewicht wird mit Propinol im Verhéltnis |[M]:|C|:[I] =
400:1:5 mit 28,7 % erreicht (siehe Abbildung 39 b). Dabei fillt dieser Wert
allerdings aus dem Vergleich raus, weil bei dieser Polymerisation eine héhere An-
satzmenge (5 g) verwendet wurde. Wie im Abschnitt 4.2.1.1 bereits beschrieben,
fiihrt eine Erhohung der Ansatzmenge zu einem hoherem Molekulargewicht. Die
Polymerisationen mit den anderen Initiatoren wurden allesamt mit einer An-
satzmenge von 0,5 g e-Caprolacton durchgefiihrt, sodass dort keine Abweichun-
gen dadurch entstehen. Das hochste Molekulargewicht (27,4 %) bei einem An-
satz mit 0,5 g e-Caprolacton wurde mit Alylphenol als Initiator beim Verhéltnis
[M]:[C]:[I] = 200:1:5 erhalten. Die Reaktionszeiten sind etwas lidnger als bei Ei-
sen(III)perchlorat, die schnellste Polymerisation (1,8 h) erfolgte mit Allylphenol
als Initiator beim Verhéltnis [M]:|C|:[I] = 400:1:5. Bei [M]:|C|:|I] = 200:1:5 fiihrt
die Initiation mit Benzylalkohol mit 25 h die langsamste Reaktion.
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Abbildung 39: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(III)chlorid [M]:[C]:[I] = 200:1:5,
400:1:5 und 1200:1:5 mit unterschiedlichen Initiatoren bei Raumtemperatur: a) durchschnittli-

ches Molekulargewicht, b) maximales Molekulargewicht

Tabelle 20: Caprolactonpolymerisation mit Eisen(IIT)chlorid und verschiedenen Initiatoren in
den Verhéltnissen [M]:[C]:[I] = 200:1:5, 400:1:5 und 1200:1:5 bei RT. Es wurde jeweils das
maximal erreichte Molekulargewicht angegeben, in Klammern steht das Durchschnittsmoleku-

largewicht.
Katalysator Initiator t (h) Ausb. (%) Mw (%) Mn (%) PDI
200115 H,0 2.0 93 123 (88) 9362 15
200:1:5  i-PrOH 20 94 18,4 (11,6) 14,9 (9,0) 1,3
200:1:5  BnOH 25 93 76 (72)  43(43) 13
200:1:5  Allylphenol 2.4 92 27,4 (23,2) 17,5 (15,8) 1,5
200:1:5  Propinol 15 41 158 (12,5) 13,6 (9,6) 1,5
400:1:5  HyO 20 93 98 (6,0) 77(42) 15
10015 -Profl 24 03 16,6 (10,2) 12,7 (7,3) 14
400:1:5  BnOH 157 75 167 (10.9) 119 (80) 1.6
400:1:5 Allylphenol 1,8 76 19,1 (13,3) 15,0 (10,2) 14
400:1:5  Propinol 13 89 28,7 (16,3) 20,4 (11,0) 1,6
1200:1:5  Hy0 19 91 136 (84)  76(2) 16
1200:1:5  i-PrOH 18 82 156 (10,8) 9.8 (7.6) 14
1200:1:5  BnOH 21 88 16,7 (11,6) 13,7 (9,0) 1,3
1200:1:5  Allylphenol 19 88 17,4 (11,0) 13,1 (7,9) 14
1200:1:5  Propinol 19 94 12,1 (11,5) 10,0 (8,8) 1,3



Eisen(IIT)bromid ergibt mit allen Initiatoren, bis auf Propinol, beim Anstieg
des Monomer- zu Katalysatorverhéltnisses von 200:1 auf 400:1, zunéchst stei-
gendes Molekulargewicht, dieses fillt jedoch bei Erh6hung von 400:1 auf 1200:1
wieder ab (siche Abbildung 40).
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Abbildung 40: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(IIT)bromid [M]:[C]:[I] = 200:1:5,
400:1:5 und 1200:1:5 mit unterschiedlichen Initiatoren bei Raumtemperatur: a) durchschnittli-
ches Molekulargewicht, b) maximales Molekulargewicht.

Propinol bewirkt durchgingig steigendes Molekulargewicht mit steigendem Mo-
nomer- zu Katalysatorverhiltnis. Zusétzlich ergeben Polymerisationen mit Pro-
pinol als Initiator mit 3 h bei [M]:[C]:[I] = 200:1:5 die kiirzeste Reaktionszeit und
auch bei den anderen Verhéltnissen ist die Reaktionszeit mit Propinol am nied-
rigsten. Abgesehen von den Reaktionen mit Propinol, ergibt Wasser im Verhaltnis
[M]:[C]:[T] = 400:1:5 (34 h) die schnellste Reaktionszeit. Die lingste Reaktions-
zeit (174 h) wird mit Isopropanol ebenfalls bei [M]:[C]:|I] = 400:1:5 erhalten. Bei
diesem Verhéltnis wird bei Initiation mit Allylphenol mit 28,7 mg das hochste
Molekulargewicht erreicht.
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Tabelle 21: Caprolactonpolymerisation mit Eisen(IIT)bromid, den Initiatoren (Wasser (H20),
Benzylalkohol (BnOH), Isopropanol (i-PrOH), Allylphenol und Propagylalkohol (Propinol)) in
verschiedenen Verhiltnissen [M]:[C]:[I] bei RT. Es wurde jeweils das maximal erreichte Mole-
kulargewicht angegeben, in Klammern steht das Durchschnittsmolekulargewicht.

Katalysator Initiator t (h) Ausb. (%) Mw (22) Mn (£4) PDI

mol

I
200:1:5 H,0O 79 86 8,7 (5,7) 6,9 (5,9) 1,8
200:1:5  i-PrOH 104 82 0.4 (8,3) 9.4 (5,9) 1,4
200:1:5 BnOH 79 82 6,8 (2,9) 5,9 (3,5) 2,0
200:1:5 Allylphenol 95 55 18,4 (10,0) 9,8 (5,5) 1,8
200:1:5 Propinol 3,0 65 3,0 0,9 3,2
400:1:5 H,O 34 85 8,7 (8,4) 6,0 (5,9) 1,4
400:1:5  i-PrOH 81 77 14,1 (9,1) 122 (65) 15
400:1:5 BnOH 130 73 19,8 (12,1) 12,9 (8,0) 1,6
400:1:5 Allylphenol 48 78 28,7 (14,8) 16,7 (8,7) 1,6
400:1:5  Propinol 12 78 10,6 (8,2) 9,2 (6,4) 1,4
1200:1:5  H,0 112 60 5,7 (3,9) 41 (2,7) 1,5
1200:1:5  i-PrOH 138 77 5.7 (4,2) 4.2 (2.8) 1,5
1200:1:5  BnOH 151 60 6.4 (3.6) 4,7 (2,6) 1,4
1200:1:5  Allylphenol 96 51 3,6 (2,7) 2,8 (2,6) 1,4
1200:1:5 Propinol 78 12 14,8 9.0 1.7

4.2.2.1 Optimierung der Ansatzverhiltnisse
Eisen(IIT)chlorid und Eisen(IIT)perchlorat erwiesen sich als die effektivsten Kata-
lysatoren. Aus diesem Grund wurde untersucht, welche Auswirkung eine Ande-
rung des Katalysator- zu Initiatorverhéltnis hat. Bei Eisen(III)perchlorat wurden
die folgenden Verhéltnisse [M]:[C]:[I] = 2000:1:X, mit X = 5, 2, 1 und 0,5 und
Allyphenol, Azidohexanol, Propagylalkohol und Benzylalkohol als Initiatoren un-
tersucht. Fiir Eisen(IIT)chlorid als Katalysator wurden die gleichen Verhiltnisse,
aber nur Benzylalkohol und Allylphenol als Initiatoren analysiert. Als Monomer
wurde e-Caprolacton verwendet.
Die Polymerisationen mit Eisen(III)perchlorat ergaben die in Abbildung 41 ge-
zeigten Werte, jede Polymerisation wurde durchschnittlich dreimal durchgefiihrt.
Es gibt kein Verhiltnis, welches bei allen Initiatoren das hochste Molekular-
gewicht ergibt, sondern es unterscheidet sich zwischen den einzelnen Initiatoren
(sieche Abbildung 41). Allylphenol ergibt bei einem 2:1 Verhéltnisse das hochste
Molekulargewicht. Dabei kann entweder der Katalysator im Uberschuss vorhan-
den sein, also [C]:|I] = 1:0,5, oder der Initiator |C]:|I] = 1:2. Im Fall von Azido-
hexanol bewirkt dquimolares Verhéltnis zwischen Katalysator und Initiator das
hochste Molekulargewicht. Weder bei Propargylalkohol noch bei Benzylalkohol
fiihrt ein bestimmtes Verhéltnis zu dem hochsten Molekulargewicht.
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Abbildung 41: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(IIT)perchlorat mit unterschiedlichen
Verhéltnissen und unterschiedlichen Initiatoren bei RT: a) Es wurde das maximal erreichte
Molekulargewicht aufgetragen, b) das durchschnittlich erreichte Molekulargewicht wurde auf-

getragen.

Tabelle 22: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(III)perchlorat mit unterschiedlichen
Verhiltnissen und unterschiedlichen Initiatoren bei RT. Es wurde das maximal erreichte Mole-
kulargewicht und in Klammern das Durchschnittsmolekulargewicht angegeben.

[IM[:[C]:[T] Initiator t Ausb. Mw Mn PDI
h) (%) () (5y)
2000:1:0,5 Allylphenol 40 63 38,8 (25,0) 28,9 (17,6) L0
2000:1:0,5 Azidohexanol 19 72 18,0 15,1 1,2
2000:1:0,5 Benzylalkohol 0,3 36 16,8 (14,5) 11,8 (9.6) 1.6
2000:1:0,5 Propinol 20 63 24,1 (224) 16,3 (129) 1.9
2000:1:1  Allylphenol 40 63 388 (25,0) 28,0 (17,6) 1.9
2000:1:1  Azidohexanol 21 64 37,3 (30,6) 27,9 (18,5) 1.8
2000:1:1  Benzylalkohol 19 42 20,3 (152) 13,6 (8,5) 19
2000:1:1  Propinol 18 74 200(172) 163 (134) 13
2000:1:2  Allylphenol 43 56 28,1 (19,2) 14,8 (10,0) 2.1
2000:1:2  Azidohexanol 23 50 295 (23,3) 20,0 (16,5) 14
2000:1:2 Benzylalkohol 20 37 25,0 (18,2) 14,7 (11,1) 1,7
2000:1:2  Propinol 34 68 323(23,1) 224 (151) 15
2000:1:5  Allylphenol 16 46 17,2 (14,1) 9,1 (8,3) 1,8
2000:1:5 Azidohexanol 16 83 23,0 (17,6) 13,7 (9,9) 1,9
2000:1:5 Benzylalkohol 8 89 21,0 (15,1) 11,1 (8,6) 1,7
2000:1:5  Propinol 23 87 204 (21,0) 218 (153) 14
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Im Fall von Benzylalkohol ist das durchschnittliche Molekulargewicht bei allen
Intiatorverhiltnissen dhnlich, wobei es bei zweifachen Uberschusses an Initiators
etwas hoher ist als bei den anderen Verhiltnissen. Bei Propargylalkohol ist dies
vergleichbar, wobei d&quimolares Vorhandensein von Initiator und Katalysator das
niedrigste Molekulargewicht ergibt.

Die hochste Effizienz, wiederum in % pro h definiert, zeigt Benzylalkohol. Um
die hochste Effizienz mit Benzylalkohol zu erzielen, ist [M]:[C]:[I] = 2000:1:0,5
das beste Verhéltnis ist. Dieses wies eine Effizienz von 48 % pro h auf. Aller-
dings wurden diese Ansétze nach spitestens 0,4 h fest, obwohl 5 g grofe Ansétze
gewahlt wurden, und es wurden héchstens 16,8 % erreicht.

Als ein Kompromiss aus moglichst hoher Effizienz und gleichzeitig moglichst ho-
hem Molekulargewicht erwies sich Azidohexanol. Dieser Initiator erreicht zwar
héchstens 1,4 % pro h, ist damit aber der zweiteffizienteste Initiator. Allylphe-
nol erreicht dagegen zwar dhnlich hohes Molekulargewicht, ist jedoch der ineffi-
zienteste Initiator, es werden héchsten 0,9 % pro h erreicht.

Bei Benzylalkohol, Azidohexanol und Benzylalkohol wurde {iberpriift, ob es mog-
lich ist, das Molekulargewicht zu erhéhen, indem das Monomer- zu Katalysator-
verhéltnis gesteigert wird. Dafiir wurden die Initiatorverhéltnisse genutzt, mit
welchen das hochste Molekulargewicht pro Stunde erreicht wurde. Es ergaben

sich die in Abbildung 42 gezeigten Ergebnisse.
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Abbildung 42: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(IIT)perchlorat bei RT. Es wurde
untersucht, ob durch Erh6hung des Monomer- zu Katalysatorverhéltnisses und den zuvor als
vorteilhaft herausgefundenen Initiator-, Verhiltnis- Kombinationen das Molekulargewicht ge-
steigert werden kann: a)Allylphenol, b) Azidohexanol, c) Benzylalkohol. Aufgetragen ist das
jeweils maximal erreichte Molekulargewicht.
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Tabelle 23: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(IIT)perchlorat. Es wurde untersucht, ob
durch Erh6hung des Monomer- zu Katalysatorverhéltnisses und den zuvor als vorteilhaft her-
ausgefundenen Initiator-, Verhéltnis- Kombinationen das Molekulargewicht gesteigert werden
kann. Es wurde das maximal erreichte Molekulargewicht und in Klammern das Durchschnitts-
molekulargewicht angegeben.

[M]:[C]:[1] Initiator ~ t (h) Ausb. Mw (2£)  Mn (%)  PDI
(%)
Azidohexanol 2000:1:1 40 63 388 (30,6) 289 (185) 1,9
Azidohexanol  4000:1:1 22 90 37,3 39,6 1,3
Azidohexanol  6000:1:1 96 90 36,6 25,8 1.4
Benzylalkohol 2000:1:2 20 37 25,0 (18,2) 14,7 (11,1) 1,7
Benzylalkohol 3000:1:2 20,5 38 20,2 (15,3) 13,1(10,3) 1,5
Benzylalkohol 8000:1:2 25 18 13,6 (8,3) 10,8 (6,5) 1,3
Azidohexanol 2000:1:1 21 64  37,3(30,6) 27,9 (18,5) 18
Allylphenol ~ 2000:1:0,5 40 63 38,8 (25,0) 289 (17.6) 19
Allylphenol  6000:1:0,5 135 51 36,3 (21,5) 22,5 (15,1) 1,7
Allylphenol 8000:1:0,6 135 51 33,7 19,8 1,7

Bei keinem der Initiatoren kann eine Erhéhung des Molekulargewichts durch Er-
héhung des Monomeranteils gezeigt werden, vielmehr fiihrt dies zu einer Vermin-
derung des Molekulargewichtes. Der Grund dafiir ist wahrscheinlich, dass mit
zunehmendem Monomeranteil ein Zusammentreffen von Monomer, Katalysator
und Initiator unwahrscheinlicher wird. Dieses wird aber bené6tigt, um die Reak-
tion zu starten.

Bei Eisen(I1T)chlorid wurde mit Benzylalkohol und Allylphenol als Initiator un-
tersucht, welches Katalysator- zu Initiatorverhdltnis am geeignetsten ist, um ho-
hes Molekulargewicht zu erhalten. Dabei wurden folgende Verhéltnisse betrachtet
[M]:[C]:[I] = 2000:1:X, mit X = 5, 2, 1 und 0,5. Es ergaben sich die in Abbildung
43 gezeigten Ergebnisse.

Tabelle 24: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(IIT)chlorid mit unterschiedlichen Ver-
héltnissen und unterschiedlichen Initiatoren bei RT. Es wurde das maximal erreichte Moleku-
largewicht und in Klammern das Durchschnittsmolekulargewicht angegeben.

Initiator IMJ:[CJ:]] ¢ (h) Ausb. (%) Mw (£%) Mn (£2) PDI
Benzylalkohol 2000:1:0,5 65 66 14,5 11,5 1,3
Benzylalkohol 2000:1:1 43 82 22,2 (16,9) 18,0 (10,6) 2,4
Benzylalkohol 2000:1:2 160 51 26,7 (19,3) 19,0 (8,1) 1,5
Benzylalkohol 2000:1:5 139 42 26,7 (19,3) 19,9 (8,1) 1,5
Allylphenol ~ 2000:1:0,5 161 57 29,2 19,1 1,5
Allylphenol 2000:1:1 43 72 39.0 25,7 1.5
Allylphenol ~ 2000:1:2 161 66 22,5 15,2 1,5
Allylphenol ~ 2000:1:2 139 90 22,1 (19,4) 13,8 (12,9) 1,5
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Abbildung 43: Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(III)perchlorat mit unterschiedli-
chen Verhéltnissen und unterschiedlichen Initiatoren bei RT. Es wurde das maximal erreichte
Molekulargewicht aufgetragen.

Eisen(IIT)chlorid zeigt dhnliche Tendenzen wie Eisen(III)perchlorat. Wieder fiih-
ren bei Allylphenol geringere Katalysator- zu Initiatorverhéltnisse zu héherem
Molekulargewicht und bei Benzylalkohol grofere. Dieses ist bei Eisen(I1T)chlorid
etwas stérker ausgepréigt als bei Eisen(III)perchlorat. Bei Allylphenol als Initia-
tor ist eine dquimolare Menge von Katalysator und Initiator am effektivsten. Im
Gegensatz zu Eisen(IIT)perchlorat, wo beide Vehrhéltnisse dhnliche Ergebnisse
gaben, ist [C]:[I] = 1:0,5 bei Eisen(III)chlorid deutlich besser als [C[:[I] = 1:2.
Die Polymerisationen mit Eisen(III)chlorid sind deutlich ineffizienter als die mit
Eisen(III)perchlorat und benétigen mindestens 40 h. Die hochste Effektivitét hat
Allylphenol im Verhéltnis [M]:[C]:[I] = 2000:1:1 mit 0,9 % pro Stunde. Weitere
Effektivitdtswerte wurden nicht berechnet, da die Reaktionszeiten so lang waren,
so dass groftenteils das Wochenende zwischen Anfang und Ende der Polyme-
risation lag, sodass nicht beurteilt werden kann, wann die Reaktion genau fest
geworden ist.

Um den Einfluss des Monomer- zu Initiatorverhéltnisses genauer zu untersuchen
wurden alle durchgefiihrten Reaktionen mit dem jeweiligen Initiator in eine Bezie-
hung von Monomer zu Initiator umgerechnet und in ein Diagramm eingetragen.
Im Fall von Eisen(III)perchlorat ergeben sich bei den oben genauer analysierten
Initiatoren die in Abbildung 44 aufgetragenen Werte. Jeder Initiator zeigt einen
eigenen Trend, teilweise erschweren Schwankungen die Interpretation.

Ein Trend konnte nur bei Betrachtung der durchschnittlich erzielten Molekular-
gewichter analysiert werden. Beim Vergleich des héchsten erzielten Molekularge-

wichts lasst sich kein Trend feststellen.
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Abbildung 44: Analyse des Einflusses des Monomer- zu Initiatorverhiltnis, bei Ei-
sen(IIT)perchlorat mit a) Allylphenol, b) Azidohexanol, c¢) Benzylalkohol und d) Propinol. Es
wurde das durchschnittliche Molekulargewicht aufgetragen.

Den deutlichsten Trend zeigt Benzylalkohol: Bis zum Verhéltnis [M]:[I] = 240 1
steigt das durchschnittliche Molekulargewicht, um anschliekend bei mit 15 -
auf einem Plateau zu enden. Propinol verhilt sich dhnlich, weist aber bis [M]: [I]
= 1000:1 und knapp 30 n’fu’;l eine gewisse Steigerung des durchschnittlichen Mo-
lekulargewichts auf. Im Verlauf von Azidohexanol stéren einige Ausreifser die
Analyse, prinzipiell nimmt das Molekulargewicht bis [M[:[I] = 4000:1 auf 40 %
zu und scheint dort auf ein Plateau zu miinden. Die Ausreiffer und auch der erste
Plateaupunkt wurden alle mit derselben Ansatzgréfie angesetzt: 2,6 g e-Caprolac-
ton, bei den anderen Punkten gingen auch Ansédtze mit kleineren oder groferen
Monomermengen ein. Da, wie weiter oben im Abschnitt 4.2.1.1 dargelegt wur-
de, die Ansatzgrofe einen Einfluss auf das Molekulargewicht hat, kénnte dies zu
den Schwankungen gefiihrt haben. Der Trend bei Allylphenol ist sehr schwer zu
beurteilen, da gerade bei niedrigem |M]|:[I] Verhiltnis sehr unterschiedliche Mo-
lekulargwichte erzielt werden. Grundsétzlich scheint das Molekulargewicht mit
steigendem Monomer- zu Initiatorverhiltnis zu wachsen und zwar bis [C]:[I] —
1600:1 auf circa 35 L.

Auch fiir die Polymerisation von e-Caprolacton mit Eisen(III)chlorid wurde die
Auswirkung einer Steigerung des Monomer- zu Initiatorverhéltnisses untersucht.
Abbildung 45 stellt die Ergebnisse bei der Initiaton mittels Allylphenol und Ben-
zylakohol dar. Die Kurvenverlauf mit Eisen(I1T)chlorid als Katalysator dhnelt
denjenigen der Polymerisationen mit Eisen(III)perchlorat. Benzylalkohol weist
auch hier ein Plateau auf, bei [M]:[I] = 400:1 und 19 *%. Die Ergebnisse bei Al-
lylphenol schwanken auch bei Eisen(III)chlorid am Anfang ziemlich stark danach
gibt es einen kurzen linearen Anstieg, wobei bei [M]:[I] = 2000:1 40 % erreicht
werden.
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Abbildung 45: Analyse des Einflusses des Monomer- zu Initiatorverhéltnis, bei Eisen(IIT)chlorid
mit a) Benzylalkohol und b) Allylphenol. Es wurden die durchschnittlichen Ergebnisse verwen-
det.

4.2.3 Diskussion der Ergebnisse der Polymerisationsvariationen

Bei Raumtemperatur lassen sich mit den Eisenkatalysatoren Polymere mit einem
Molekulargewicht bis circa 40 % herstellen. Zinn (I1)-2-ethylhexanoat katalysiert
dagegen bei Raumtemperatur nicht effektiv.

Im Rahmen der Dissertation wurden verschiedene Reaktionsansétze fiir die ring-
offnende Polymerisation von e-Caprolacton mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat bei RT
untersucht: mit purem Zinn(IT)-2-ethylhexanoat, bei Zugabe von Salzséure oder
mit Ascorbinsdure. Mit purem Zinn(II)-2-ethylhexanoat kann selbst bei einem
Monat Reaktionszeit kein Polymer gewonnen werden. Zusatz von HCI und Ascor-
binsdure ermdglicht eine Polymerisation, allerdings kénnen diese auch ohne Zinn(IT)-
2-ethylhexanoat e-Caprolacton bei Raumtemperatur polymerisieren, wenn auch
relativ ineffektiv. Die Kombination von Zinn(II)-2-ethylhexanoat und Ascorbin-
sdure ermoglicht die Herstellung von Poly(e-Caprolacton) mit einem Molekular-
gewicht von 7 % und ist somit die effektivste Moglichkeit mit Zinn(II)-2-ethyl-
hexanoat bei RT zu katalysieren (siehe Anhang Seite 198). Zinn(II)-2-ethylhexa-
noat katalysiert, indem es zunéchst in ein Alkoxid umgewandelt wird, dazu wird
ein protischer Alkohol benétigt [277], eventuell kann diese Umwandlung durch
Ascorbinsdure katalysiert werden, sodass sie bereits bei RT stattfinden kann.
Der effizienteste, alternative Katalysator ist Eisen(III)perchlorat. Eisen(III)chlorid
erreicht ebenfalls hohes Molekulargewicht, die Reaktionen verlaufen allerdings
langsamer. Mit Eisen(IIT)bromid kénnen ebenfalls Polymere mit relativ hohem
Molekulargewicht synthetisiert werden, allerdings brauchen die Reaktionen teil-
weise iiber 100 h Reaktionszeit.

Polymerisationen von e-Caprolacton mit Losungsmittel fiihrten gréfstenteils nicht
zu hoherem Molekulargewicht, als mit Bulkreaktionen erreicht werden kann. Dazu
tritt bei den Losungsmittelreaktionen das neue Problem auf, dass die Katalysa-
toren auch die Riickreaktion katalysieren kénnen. Der Zeitpunkt, ab dem die
Riickreaktion eintritt ist bei allen Katalysatoren unterschiedlich.
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Folglich muss man, bevor man Katalysatoren in der Losungsmittelpolymerisation
einsetzen kann, zuerst eine Kinetikreaktion durchfithren, um den besten Reakti-
onsendpunkt zu bestimmen.

Die Bulkreaktionen von Eisen(IIT)bromid sind so langsam, dass vermutet werden
kann, dass in der Zeit schon die Riickreaktion eintritt und dies das Molekularge-
wicht erniedrigt. Die Kinetikreaktion (vgl. Seite 64) zeigt jedoch, dass dies nicht
der Fall ist. Zusétzlich konnte insbesondere bei Eisen(III)bromid die Anwesenheit
von Wasser das Molekulargewicht niedriger machen. Initation mit Wasser fiihrt
bei Eisen(III)bromid zu deutlich kiirzerer Reaktionszeit als mit den anderen In-
itiatoren (siche Seite 74). Dies ldsst bei Eisen(III)bromid auf eine Bevorzugung
von Wasser schliefsen. Das mit, Wasser erreichbare Molekulargewicht ist kleiner
als das mit anderen Initiatoren mogliche. Eine parallele Polymerisation mit im
Reaktionsansatz vorhandenen Wasserspuren bewirkt somit ein niedrigeres Mole-
kulargewicht. Ein Indiz dafiir ist, dass bei Reaktionen, bei denen getrocknetes
Eisen(IIT)bromid benutzt wurde, hoheres Molekulargewicht entstand.

Eine weitere mogliche Erklarung fiir das geringere Molekulargewicht bei Reak-
tionen mit Eisen(IIT)bromid sind Nebenreaktionen des Bromids mit dem Alko-
hol, das Bromid koénnte die Hydroxygruppe substituieren und somit den Alkohol
deaktivieren. Der dafiir wahrscheinlichste Mechanismus ist eine SN;-Reaktion,
da fast alle verwendeten Alkohole (Isopropanol, Allylphenol und Benzylalkohol)
stabile Carbokationen bilden koénnen [278], wiirde nicht nur der Alkohol deakti-
viert, sondern auch der Katalysator geschwicht, weil daran die Hydroxygruppe
und somit eine schwache Abgangsgruppe verbleiben wiirde. Eine solche Neben-
reaktion verlangsamt die Reaktionsgeschwindigkeit. Bei Chlorid wire dies auch
moglich, allerdings ist weniger freies Chlorid vorhanden, da Chlorid eine schlech-
tere Abgangsgruppe als Bromid ist [279]. Perchlorat ist durch die delokalisierten
Doppelbindungen stabiler als Bromid und Chlorid und zusétzlich die weicheste
Lewisbase der Liganden, somit ist die Reaktion mit der harten Hydroxygruppe
des Alkohols fiir Perchlorat am ungiinstigsten [274, 275, 280)].

Die Katalysatoren reagieren unterschiedlich auf Erhéhung des Monomer- zu Ka-
talysatorverhiltnisses, dies ist zusiitzlich abhingig vom Initiator. Uberwiegend
fiihrt eine Erhohung des Monomer- zu Katalysatorverhéltnisses zu steigendem
Molekulargewicht. Dies gilt auch fiir Allylphenol als Initiator mit Eisen(III)bromid
und Eisen(III)perchlorat, jedoch nicht in Kombination mit Eisen(III)chlorid. In
dem Fall sinkt das Molekulargewicht mit steigendem Monomer- zu Katalysator-
verhéaltnis .

Ein Unterschied zwischen den Katalysatoren ist die unterschiedliche Abgangs-
gruppenqualitdt, welche bei Bromid, wie oben schon erwdhnt, héher ist als bei
Chlorid. Bei Zugabe von Allylphenol zu Eisen(I1I)perchlorat oder Eisen(I1I)chlorid,
sieht man ihn als blaue Schlieren in der Losung. Bei fiinffachem Uberschuss von
Allylalkohol kommt es zu einem Farbumschlag der Losung von gelb-orange zu
griin. Dies lasst auf eine Komplexierung des Eisens mit Allylphenol schlieffen und
somit auf einen Austausch der Liganden.
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Die Komplexbildung wurde auch mittels UV-VIS-Spektroskopie untersucht und
nachgewiesen (siche Anhang auf Seite 203). Dieser Austausch ist bei Bromid und
Perchlorat giinstiger als bei Chlorid, weil Chlorid eine hitere Lewisbase ist als die
beiden anderen Liganden. Kombinationen aus harten Sduren und harten Lewis-
basen sind bevorzugt [281]. Somit ergibt Austausch der weicheren Liganden durch
den harten Alkohol ein energetisch giinstigeres Produkt als bei Eisen(IIT)chlorid.
Der Austausch funktioniert somit bei Eisen(III)bromid und Eisen(III)perchlorat
fiir mehrere der Liganden, wihrend man bei Eisen(III)chlorid eher von einem ein-
zigem ausgetauschten Chlorid ausgehen kann, aufer wenn Allylphenol im starkem
Uberschuss ist.

Auch das Katalysator- zu Initiatorverhéltnis hat einen Einfluss auf das Moleku-
largewicht. Dieses ist wiederum vom Katalysator und Initiator abhéngig (siehe
Seite 79 und Seite 80). Bei Benzylalkohol und Propinol fiihrt die Steigerung des
Monomer- zu Initiatorverhéltnisses zunéchst zu einer Steigerung des Molekular-
gewichts dann zu einem Plateau. Eine Erklarung dafiir kénnte sein, dass zunéchst
durch héheres Monomer- zu Initiatorverhiltnis weniger Polymerketten gebildet
werden, welche somit hoheres Molekulargewicht erreichen kénnen. Ab einer vom
Initiator abhingigen Konzentration liegt dieser jedoch zu verdiinnt vor, als dass
er noch effektiv sein kann. Der Katalysator muss das Monomer aktivieren und
der Initiator dieses aktivierte Monomer zum Offnen des Monomers finden, damit
die Polymerisation starten kann. Es ist zu erwarten, dass dies mit zunehmendem
Verdiinnungsgrad unwahrscheinlicher wird.

Bei Azidohexanol und Allylphenol tritt die Ineffektivitéit des Initiators spéter ein
und steigendes Monomer- zu Initiatorverhéaltnis ldnger zu einem steigenden Mole-
kulargewicht. Dies sind auch die beiden Initatoren, bei welchen eine Griinfirbung
der Losung beobachtet wurde. Folglich werden diese Initiatoren mit dem Eisen
komplexieren, sie verbleiben somit in rdumlicher Ndhe des Katalysators. Die zu-
nehmende Verdiinnung ist daher erst dann problematisch, wenn das Katalysator-
zu Initiatorverhiltnis zu klein wird, als dass sich der Komplex bilden kann.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse der Polymerisationen
4.3.1 Katalysatoren

Gesucht wurde nach einem Alternativkatalysator fiir Zinn(IT)-2-ethylhexanoat.
Dieser sollte die folgenden Bedingungen erfiillen: nicht zytotoxisch, bei niedri-
ger Temperatur aktiv und Ermoglichung eines kontrollierten Reaktionsverlau-
fes. Untersucht wurden Katalysatoren aus den folgenden Kategorien: Enzyme,
(Erd)alkalimetallsalze und Eisensalze.

Enzyme sind nicht zytotoxisch und konnen die Polymerisation bei niedrigen
Temperaturen katalysieren [118]. Mit Enzymen als Katalysatoren konnten bio-
abbaubare Polymere mit einem Molekulargewicht von maximal 29% erreicht
werden, bei niedrigen Ausbeuten von hochstens 45%. Von den getesteten Enzy-
men ergaben die Lipasen aus Candida antartica und Thermomyces lanuginosus
die besten Ergebnisse. Die geringen Ausbeuten gepaart mit niedrigem Moleku-
largewicht sorgten dafiir, dass die Enzyme wihrend dieser Arbeit nicht weiter
vertieft untersucht wurden. Um zu besseren Ergebnissen zu kommen, miisste der
Temperatureinfluss weiter untersucht werden. Dieser hingt auch mit dem ver-
wendeten Initiator zusammen, sodass fiir jede Enzym-Initiatorkombination die
Optimumtemperatur gefunden werden muss (vgl. Anhang im Abschnitt 10.1.4).
Kinetikuntersuchungen haben gezeigt, dass auch Enzymreaktionen nach gewis-
ser Zeit einen Plateauwert erreichen, somit setzt, wie bei den Eisenkatalysato-
ren, nach einiger Zeit zuséitzlich die Riickreaktion ein (vgl. Anhang im Abschnitt
10.1.4).

Sowohl Calcium als auch Natrium sind physiologisch und somit im Koérper vorhan-
den [38]. Weder Natriumhydroxid noch Calciumhydroxid sind bisher fiir die ring-
offnende Polymerisation verwendet worden. Alkali- und Erdalkalikatalysato-
ren konnten e-Caprolacton zwar polymerisieren, effektiv jedoch erst bei 140°C.
Bei 70°C ergab sich nur eine geringe Ausbeute (Vergleiche Anhang Abschnitt
10.1.1.1). Das Molekulargewicht war mit maximal 20 mgl relativ niedrig, aber
vergleichbar zu dem Molekulargevvlcht das Zinn(IT)-2-ethylhexanoat bei dieser
Temperatur erreicht (16 mol)' Aufgrund der geringen Ausbeute wurden diese Ka-
talysatoren nicht weiter untersucht. Bei den Alkalimetallen ist von anionischer
Polymerisation auszugehen, was dazu fiihrt, dass die entstehende negativ gela-
dene Endgruppe in der Polymerkette liegende Carbonylgruppen angreifen kann.
Dies konnte auch der Grund fiir das niedrige erreichbare Molekulargewicht sein.
Ein weiterer Grund dafiir, dass nur relativ geringes Molekulargewicht erreicht
wurde, konnte sein, dass nur Wasser und Benzylalkohol als Initiatoren genutzt
wurden und auch die Initiatormenge nicht optimiert wurde. Wie die Polymerisa-
tionen mit Eisenkatalysatoren gezeigt haben, fiihren Benzylalkohol und Wasser
zu niedrigerem Molekulargewicht, als mit Propargylalkohol und Azidoalkohol er-
reicht werden kann.
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Diese Vermutung wird durch die Literatur bestatigt, wenn Diphenylmethanol an-
stelle von Isopropanol als Initiator verwendet wird, ergibt sich ein fast viermal so
hohes Molekulargewicht [148]. Die (Erd)alkalikatalysatoren haben Potential, weil
dieses jedoch geringer war als das der Eisenkatalysatoren, wurden sie in dieser
Arbeit nicht weiterverfolgt.

Eisen ist ein physiologisches Ion, wodurch sich Eisensalze als Katalysatoren an-
bieten. In dieser Arbeit wurden verschiedene Eisensalze wie Eisen(III)perchlorat
und Eisen(III)nitrat zum ersten Mal fiir die ring6ffnende Polymerisation heran-
gezogen. Eisen(III)perchlorat entspricht am besten den gestellten Anforderungen
als Alternativkatalysator fiir Zinn(IT)-2-ethylhexanoat: Eisen(III)perchlorat ist
nicht zytotoxisch, katalysiert auch bei Raumtemperatur, die Reaktionen verlaufen
kontrolliert und sind reproduzierbarer als die von Zinn(II)-2-ethylhexanoat (ver-
gleiche Abschnitt 23 und Anhang Abschnitt 10.1.3.1). Perchlorat alleine konnte
problematisch sein, da es die Aufnahme von Iodid in die Schilddriise hemmen
kann, allerdings kann man davon ausgehen, dass es in der geringen Konzentra-
tion, welche iiber das implantierte, bioabbaubare Biomaterial in den Korper ge-
langt, nicht problematisch ist [282]. Obwohl Perchlorat ein hohes Redoxpotential
hat, wird es praktisch unverédndert im Urin ausgeschieden [282], was auch fiir die
physiologische Unbedenklichkeit von Perchlorat spricht. Das Ziel, einen Alterna-
tivkatalysator fiir Zinn(II)-2-ethylhexanoat zu finden, war somit erfolgreich.
Unterschiedliche Eisensalze bzw. Eisenkomplexe weisen deutlich unterschiedliche
Aktivitdten auf.

Ein wichtiger Aspekt im Bezug auf die Aktivitit der Metallsalze ist ihre Los-
lichkeit. Dadurch, dass der Katalysator nicht gel6st vorliegt, ist seine reaktive
Oberflache zu klein um effektiv katalysieren zu kénnen.

Ein weiterer Aspekt ist die Reaktivitdt des Metalls an sich. Eine Moglichkeit zur
Erklirung der Aktivitdtsabstufungen der Katalysatoren ist das HSAB-Prinzip
von R. Pearson [274]. Es beruht auf der Einteilung von Molekiilen und Ato-
men in harte und weiche Lewisbasen oder Lewisduren. Harte Basen/Séuren sind
meist kleine, schwer polarisierbare Molekiile mit hoher Ladungsdichte. Weiche Ba-
sen/Séuren dagegen sind meist grof, leicht polarisierbar und besitzen eine niedri-
ge Ladungsdichte [283]. Um kontrolliert polymerisieren zu konnen ist es giinstig,
wenn ein Ligand des Metallsalzes durch einen Alkohol (bzw. dem Initiator) ersetzt
werden kann. Dann kann die Reaktionen nach einem Koordination-Insertations-
Mechanismus ablaufen (siche Abbildung 47). Dieser Austausch ist besonders
begiinstigt, wenn sich dadurch entweder eine Hart/Hart-, oder Weich/Weich-
Kombination ergibt. Zudem wird der Austausch begiinstigt, wenn das Metallsalz
vorher aus einer Hart /Weich-Kombination bestanden hat. Alkohol gehort zu den
harten Nukleophilen. Folglich ist die Kombination des Fet3 mit dem Alkohols
giinstig. Wie giinstig, hingt davon ab, wie hart oder weich der jeweilige Ligand
ist. Von den drei hauptsdchlich untersuchten Liganden C!~, Br~ und ClOj ist
Perchlorat der weicheste Ligand, Bromid mittel und Chlorid der harteste.
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Infolgedessen ist der Austausch von Perchlorat am giinstigsten, der von Chlorid
am ungilinstigsten.

Die Einstufung der Liganden von hart und nach weich sollte folglich eine Aktivi-
tatsabstufung ergeben.

£ <NO; <ClO,

Abbildung 46: Einteilung der Liganden in harte und weiche Lewisséuren, je heller der Hinter-
grund ist, desto weicher ist der Ligand. Diese Abfolge entspricht auch einer Aktivitatsabfolge.

F~ ist eine harte Lewisbase, Br~ und C!~ sind mittlere Basen, (ClO4); und
(NOs);5 weiche Basen (vergleiche Abbildung 46). Das korreliert relativ gut mit
der Katalysationsfihigkeit. Eisenfluorid katalysiert nicht, Eisenbromid und Eisen-
chlorid deutlich besser und Eisenperchlorat mit am besten. Auch Eisen(IIT)nitrat
ist zumindest bei hoherer Temperatur einer der besten Katalysatoren.

Die stirksten Bindungen bilden Kombinationen aus Hart-Hart und Weich-Weich,
bei Kombinationen aus Hart-Weich kommt es leichter zum Austausch |275]. Dar-
aus ergeben sich zwei Vorschlige fiir den Mechanismus, zum einen fiir Fille, in
denen ein Ligand durch Alkohol ersetzt werden kann, und zum anderen fiir Falle,
in denen dies ungiinstig ist, zum Beispiel weil das Metallsalz bereits ein harte-
Séure/harte-Base- oder weiche-Séure/weiche-Base-Paar bildet. Im einen Fall er-
gibt sich ein etwas abgewandelter Koordinations-Insertationsmechanismus (siehe
Abbildung 47). Im anderen Fall koordiniert das Metallsalz den Carbonylsauerstoff
und aktiviert somit den Carbonylkohlenstoff. Dieser kann im néchsten Schritt
durch einen freien Alkohol angegriffen werden. Folglich ergibt sich ein Monomer-
aktivierter Mechanismus (siche Abbildung 48).
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Abbildung 47: Mechanismusvorschlége fiir die Eisenkatalysatoren. Vom urspriinglichen Metall-
salz wird ein Ligand durch den Alkohol ausgetauscht und kann an das aktivierte Carbonyl-
Kohlenstoffatom koordinieren. Es ist folglich ein Koordinations-Insertationsmechanismus.
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Abbildung 48: Mechanismusvorschliage fiir die Eisenkatalysatoren. Das urspriingliche Metall-
salz bleibt erhalten, koordiniert und aktiviert ein Carbonyl-Kohlenstoffatom. Ein freier Alkohol
kann das aktivierte Kohlenstoffatom angreifen. Somit ergibt sich ein Monomer-aktivierter Me-
chanismus.
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4.3.2 Initiatoren

Mit Azidohexanol, Azidopropanol und Allylphenol wurden neue Initiatoren un-
tersucht, welche bereits bei Raumtemperatur zu guten Ergebnissen fiithren (siehe
zum Beispiel Tabelle 23 auf Seite 77). Die Azidoalkohole, ebenso wie Allylphe-
nol oder Propargylalkohol, konnen iiber 7-Orbitale der Allylbindung, Doppel-
oder Dreifachbindung mit dem Metallion des Katalysators oder auch mit einem
aktivierten Carbonylkohlenstoff koordinieren. Alle drei Initiatoren erlauben die
Synthese von Polymeren mit héherem Molekulargewicht als der Standardinitia-
tor Benzylalkohol, bei dem hochstens iiber den aromatischen Ring (welcher fiir
eine Koordination, wahrscheinlich rdumlich zu weit vom Metallion entfernt ist)
eine Interaktionsmoglichkeit gegeben ist. Daraus kann geschlossen werden, dass
eine Koordinationsmoglichkeit des Initiators mit dem Metall fiir die Katalye for-
derlich ist. Fiir Eisenkatalysatoren konnte bei Raumtemperaturpolymerisationen
eine Effektivitdtsreihenfolge der Initiatoren festgestellt werden: Allylphenol >
Azidohexanol > Propargylalkohol > Benzylalkohol > Isopropanol > Wasser. Da-
bei wurde die "Effektivitit" nach dem mit dem Initiator erreichbaren Moleku-
largewicht bewertet. Dieses reichte von 39 % bei Allylphenol mit Eisenchlorid
(IM]:[C]:[I] = 2000:1:1) bis 18 £ bei Wasser mit Eisen(I1I)perchlorat und dem
Verhéltnis ([M]:[C]:[I] = 1200:1:5).

Es ist davon auszugehen, dass der Initiator einen Einfluss auf den ablaufenden
Mechanismus hat. Bei Allylphenol und Azidohexanol fand ab fiinffachem Uber-
schuss an Initiator ein Farbumschlag der Reaktionslésung von gelb nach griin
statt. Dies zeigt, dass in diesem Fall der Initiator koordiniert und somit der
Koordination-Insertations-Mechanismus (vergleiche Abbildung 47) ablduft. Bei
Initiatoren, die nicht mit dem Metallsalz koordinieren, oder wenn der Austausch
eines Liganden durch den Initiator ungiinstig ist, ist von einer Polymerisation
nach dem Monomer-aktivierten Mechanismus (siche Abbildung 48) auszugehen.
Die beiden unterschiedlichen Mechanismen bieten einen Erklarungansatz, warum
je nach Initiator unterschiedliche Ansatzverhéltnisse vorteilhaft fiir die Polymeri-
sation sind. Bei den Initiatoren, die an das Metallsalz koordinieren und demzufol-
ge auch an das Carbonylkohlenstoffatom, wird nur ein Alkohol pro Katalysator
benotigt. Dagegen ist im anderem Fall der Initiator nicht direkt in rdumlicher N&-
he zum Carbonylkohlenstoffatom, sodass die Wahrscheinlichkeit eines méglichen
nukleophilen Angriffs des Alkohols durch Uberschuss an Alkohol erhsht werden
muss.
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4.3.3 Abschlieflfende Zusammenfassung

Aus allen Katalysatorkategorien (Enzyme, Alkali- Erdalkalisalze und Eisensal-
ze) wurden neue Katalysatorsysteme (bestehend aus Katalysator und Initiator)
untersucht. Es wurden noch nicht fiir die Polymerisation beschriebene Alkali-
und Erdalkalisalze (wie Natriumhydroxid) und bisher nicht untersuchte Eisensal-
ze (wie Eisen(III)perchlorat und Eisen(III)nitrat) verwendet. Zusétzlich wurden
neue Initatioren wie Allylphenol, Azidohexanol und Azidopropanol untersucht.
Enzyme bilden eine interessante Alternative zu Metallsalzen, da keine Probleme
durch Metallriicksténde bei der biomedizinischen Anwendung auftreten konnen.
Um jedoch hohes Molekulargewicht und héhere Ausbeute erreichen zu konnen,
miissen die Reaktionsbedingungen und Komponenten wie die Temperatur und
verwendete Intiatoren noch detaillierter untersucht werden.

Alkali- und Erdalkalisalze ergaben dagegen ein deutlich niedrigeres Molekularge-
wicht. Die geringen mit (Erd)Alkalisalzen erzielten Molekulargewichte kénnten
durch Optimierung der Reaktionsbedingungen verbesert werden, zum anderen
verlauft die Polymerisation mit diesen Katalysatoren anionisch, wodurch sich im
spateren Verlauf der Reaktion Umesterungen als signifikante Nebenreaktion er-
geben [36]. Calciumkatalysatoren eignen sich fiir Polymerisationen ab 70°C. Bei
dieser Temperatur wird ein mit Zinn(II)-2-ethylhexanoat vergleichbares Moleku-
largewicht erzielt (vgl. Anhang Seite 195).

Als am vielversprechendsten erwiesen sich die Eisensalze, mit denen teilweise
ein hohes Molekulargewicht erreicht werden kann. Unter den Eisensalzen erwie-
sen sich Eisen(I1T)chlorid und Eisen(III)perchlorat als die besten Kandidaten als
Katalysatoren fiir die ring6ffnende Polymerisation. Eisen(III)perchlorat erfiillt
dabei die aufgestellten Bedingungen fiir einen Alternativkatalysator zu Zinn(IT)-
2-ethylhexanoat (siche Abschnitt 3). Bei hohen Temperaturen um 140°C ergibt
Zinn(II)-2-ethylhexanoat bei der Polymerisation von e-Caprolacton zumeist ho-
heres Molekulargewicht, als mit den Eisenkatalysatoren erreichbar ist. Bei der
Polymerisation von DL-Lactid und Copolymeren kann jedoch auch bei Verwen-
dung von Eisenkatalysatoren und 140°C ein vergleichbares Molekulargewicht er-
zielt werden (vgl. Seite 51 und Seite 52). Thre Stérke zeigen Eisenkatalysatoren
bei niedrigeren Temperaturen, wo bei der Polymerisation von e-Caprolacton und
DL-Lactid relativ hohes Molekulargewicht in akzeptabler Zeit hergestellt wer-
den kann (vergleiche Seite 65 und 52). Zinn(II)-2-ethylhexanoat polymerisiert
bei niedrigeren Temperaturen dagegen nicht effektiv.

Die Polymerisationsfahigkeit der Katalysatoren korreliert mit dem HSAB-Prinzip,
dabei gilt, je weicher der Ligand des Eisensalzes ist, desto besser katalysiert er. So
katalysieren Eisen(III)chlorid, Eisen(III)bromid, wihrend Eisen(III)fluorid dazu
nicht in der Lage ist. Eisen(III)perchlorat ist, unter den untersuchten Reaktions-
bedingungen, der beste Katalysator.
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Mit Azidoalkoholen und Allyphenol wurden interessante neue Initiatoren in die
ring6ffnende Polymerisation eingefiihrt, die zu einem hohen Molekulargewicht
beitragen konnen. Die Einfiihrung von Initiatoren, welche an Eisen koordinieren
konnen, fiihrte zur Entwicklung von zwei abgewandelten Mechanismusvorschlé-
gen: Koordinativ-Insertations-Mechanismus, wenn diese Initiatoren koordinieren
konnen, Monomer-aktivierter Mechanismus, wenn dies nicht der Fall ist (siehe
Abbildung 47 auf Seite 47). Diese Mechanismen wiederum konnen einen Erklé-
rungsansatz fiir den unterschiedlichen Einfluss des Initiatoranteils auf die Polyme-
risation geben. Initiatoren, welche nicht koordinieren kénnen (wie Benzylalkohol),
ergeben mit hoherem Initiatoranteil hoheres Molekulargewicht. Initatioren, wel-
che koordinieren kénnen (wie Allylphenol), ergeben mit geringerem Initiatoranteil
hoheres Molekulargewicht. Dabei ist der Unterschied im erreichbaren Molekular-
gewicht bei Allylphenol und den Azidoalkoholen grofer als bei Benzylalkohol. Ei-
ne mogliche Erklirung dafiir ist, dass bei einem Uberschuss an Allylphenol oder
Azidoalkohol alle Eisenliganden durch die Alkohole ausgetauscht werden. Fiir die
Reaktion wird jedoch nur ein Alkohol pro Eisensalz benotigt. Moglicherweise sind
die vollstandig ausgetauschten Eisensalze weniger reaktiv als die Komplexe, bei
denen nur ein Eisenligand durch einen Alkohol ersetzt wurde.
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5 Scaffolds

5.1 Herstellung der porosen 3D-Scaffolds

Zur Anwendung in der regenerativen Medizin wurden aus den bioabbaubaren
Polymeren Gewebevorlduferstrukturen (Scaffolds) hergestellt. Diese bieten den
Zellen eine Vorlage hinsichtlich der Form des zu regenerierenden Gewebes, der
Proliferation und Differentiation. Dazu miissen sie poros, mit geeigneten Poren-
groke und die Poren interkonnektiert sein [168, 284, 285]. Die Anwendung von
Scaffolds in dieser Arbeit liegt im Gebiet des Aufbaus von Fettgewebe und Zahn-
gewebe (siehe Abschnitt 2.2.1 auf Seite 26). Die dazu benétigten Zelltypen (Prea-
dipozyten (Fettgewebe) und Fibroblasten (Zahngewebe)) gehoren mit 50 pm und
mehr zu den grofsten Korperzellen, sodass auch die Poren der Scaffolds entspre-
chend grofs sein sollten.

Es wurden verschiedene Methoden zur Porenherstellung getestet. Die ersten sahen
die Bildung poroser Filme vor. Bei ausreichender Dicke konnen daraus mehrere
kleine 3D-Scaffolds geschnitten werden, welche dieselbe Hohe wie der Film ha-
ben [286]. Zunéchst wurde der Temperatur-induzierte-Phasenseperationsansatz
(TIPS) untersucht [208]. Dafiir wurde Polymer in Dioxan gelost und dazu Was-
ser gegeben. Diese Mischungen wurden in eine Petrischale gegossen und jeweils
auf unterschiedliche Temperaturen, u. a. -20°C abgekiihlt. Es ergaben sich nur
diinne, ungleichmifige Filme. Bei den nichsten Versuchen wurde das Wasser
weggelassen, sodass es nicht, wie bei der Verwendung zweier Losungsmitteln zu
einer Fliissig-Fliissigphasenseperation kam, sondern zu einer Fest-Fliissigphasen-
seperation [206]. Doch auch so konnten nur diinne, ungleichméfige Filme erzeugt
werden.

Folglich wurde versucht, direkt 3D-Strukturen herzustellen. Als geeignete Form
wurden Zentrifugenrohrchen (von Carl-Roth) eingesetzt. Der untere Teil der Zen-
trifugenrohrchen entsprach in Gréfse und Form den bereits vorhandenen Wachs-
tumskammern aus Polycarbonat.

Wiederum wurde zunichst untersucht, ob mittels TIPS pordse 3D-Strukturen
hergestellt werden konnen. Die erhaltenen Strukturen waren zwar dreidimensio-
nal, jedoch lief sich keine ausreichende Porositit feststellen. Somit wurde der
Ansatz ohne Wasser mit purem Loésungsmittel, wie Dioxan, wiederholt. Die so
erzeugte 3D-Struktur wies jedoch keine ausreichend groften Poren auf.

Um die Porengrofe zu erhohen, wurde zu diesem Ansatz Salz (NaCl) als Po-
renbildner hinzugegeben. Damit ergab sich eine Kombinationsmethode aus TIPS
und dem Herausl6sen eines Porenbildners.

Es wurden verschiedene Losungsmittel getestet. Dichlormethan, wie es haufig
fiir Porogenansitze verwendet wird [287], erwies sich nicht als tauglich fiir den
gleichzeitigen TIPS-Ansatz, da hiermit die Mischung nicht gelieren kann.
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Dasselbe gilt fiir Tetrahydrofuran und Chloroform. Als geeignetes Losungsmittel
stellte sich Dioxan heraus.

Damit konnten pordse 3D-Strukturen hergestellt werden. Allerdings waren auch
hierbei die Poren noch etwas klein. Hinzu kommt, dass im Scaffold verbliebenes
Salz die Zellen durch osmotischen Stress schidigen kann. Zucker (Saccharose)
hingegen ist leichter 16slich und kann von den Zellen verstoffwechselt werden.
Aus diesem Grund wurden alle nachfolgenden Versuche mit Zucker durchgefiihrt.
Durch Sieben, gegebenenfalls kombiniert mit Zerreiben, konnte die gewiinsch-
te Kornungsverteilung des Zuckers und damit Porengrofe des Scaffolds erhalten
werden.

Es galt zunichst das passende Zucker- zu Polymer-Verhéltnis herauszufinden.
Bei nur geringem Uberschuss, das heifst 6 bis 9-fachem Uberschuss, sank der Zu-
cker in der Polymerlésung nach unten. Dies konnte mittels eines Vortexers zwar
vermindert aber nicht verhindert werden. Zu groker Zuckeriiberschuss, wenn die
Zuckerfiillhohe die Polymerlosung iibertraf, filhrte zu instabilen Scaffolds: Das
Konglomerat aus Zucker und Polymer (Vorlduferscaffold) zerbroselte nach dem
erstem Gefriertrocknen beim Herausnehmen aus dem Zentrifugenréhrchen. Ein
32-facher Gewichtsiiberschuss an Zucker beziiglich des Polymers erwies sich als
geeignet. Hiermit erreicht die Zuckerfiillhhe genau den Rand der Polymerldsung.
Diese Mischung wurde auf -15°C abgekiihlt, sodass sie erstarrte. Im Folgenden
wird dieser Vorgang "Gelieren" genannt. Beim Gelieren kommt es zu einer sicht-
baren Vergrokerung des Volumens der Polymerlosung, wodurch sich oberhalb des
Zuckers eine weifse Polymerschicht bildet. Die Ausbildung dieser Polymerschicht
ist vom Molekulargewicht abhingig. Ist das Molekulargewicht zu niedrig (bei
Poly(e-Caprolacton) unterhalb von 45 %), kommt es nicht zu einer Volumen-
vergrokerung und somit auch nicht zu einer Polymerschicht. Dafiir ist vermutlich
verantwortlich, dass ein hoheres Molekulargewicht zu einem hoherem molarem
Volumen fiihrt und somit ein Mol des Polymers mit héherem Molekulargewicht
mehr Platz beansprucht als ein mit geringerem Molekulargewicht. Dies wird,
wenn die Loslichkeit des Polymers in Dioxan durch das Abkiihlen der Mischung
nicht mehr gegeben ist, zu einer Ausbreitung des Polymers oberhalb des Zuckers
fithren. Die Ausbildung der Polymerschicht war ein eindeutiges Anzeichen dafiir,
dass das Gelieren abgeschlossen war. Die Mischung wurde in fliissigem Stickstoff
eingefroren und gefriergetrocknet.

Beim Gelieren kommt es zur Phasenseperation zwischen Polymer und Losungs-
mittel und somit zur Bildung der TIPS-Poren. Abgesehen davon ist das Gelieren
vor dem Einfrieren wichtig, da sich sonst an der Aufenseite des Scaffolds eine
diinne Haut bildet, die das nachfolgende Zellwachstum behindern wiirde. Diese
Aufenhaut entsteht vermutlich durch Adhésion des Polymers an die Gefafswand.
Durch das Gelieren nimmt die Adh#sion mit der Gefifwand ab und die Interak-
tion des Polymers mit dem Zucker und dem Losungsmittel zu.
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Eine mogliche Erklarung ist, dass beim Gelieren die Interaktion zwischen Poly-
mer, Losungsmittel und Zucker thermodynamisch giinstiger ist als die Adhéasion
an der Polymerwand des Zentrifugenréhrchens. Damit die Porenherstellung mit-
tels TIPS funktioniert, muss eine Temperatur gewihlt werden, bei der Dioxan
gefriert. Dies ist unter 11°C der Fall. Wenn das Zentifugenrohrchen in fliissigen
Stickstoff getaucht wird, kommt es zum Abbruch des Geliervorgangs. Geschieht
dies zu friih, ist die Adhésion des Polymer am Zentrifugenréhrchen noch zu grof
und es kann sich eine Aufenhaut ausbilden.

Nach dem Gefriertrocknen hat sich ein festes Konglomerat aus Zucker und Po-
lymer (Vorlduferscaffold) gebildet. Aus diesem wird der Zucker in destilliertem
Wasser extrahiert. Um das Extrahieren zu ermdglichen, wird die Polymerschicht,
die sich oberhalb des Zuckers gebildet hat, abgeschnitten. Der Prozess der Zu-
ckerextraktion kann durch Verwendung eines Ultraschallbades unterstiitzt und
beschleunigt werden. Falls sich trotz des Gelierschrittes die oben erwihnte Au-
fsenhaut auf dem Vorlauferscaffold gebildet hat, kann diese bei der ultraschall-
unterstiitzten Extraktion entfernt werden. Die durch den Ultraschall erzeugten
Vibrationen zerstoren die diinne Aufienhaut, sodass auch bei diesen Fillen, mit
ausreichend langer Extraktion im Ultraschallbad, ein offenporiger Scaffold ent-
steht.

Fiir die Extraktion wird das Becherglas mit den Scaffolds in das Ultraschallbad
gehingt und bestrahlt. Dabei darf das Ultraschallbad nicht im Dauerbetrieb ar-
beiten, da sonst das Wasser im Ultraschallbad und im Becherglas erhitzt wird
und dies die Scaffolds schidigt. Zu hohe Temperaturen fiihren zum Schrump-
fen der Scaffolds. Aus diesem Grund wurden die Scaffolds jeweils 30 Minuten
behandelt und dann das Wasser im Becherglas gewechselt. Diese Prozedur wur-
de mehrfach wiederholt. Wiahrend der Extraktion des Zuckers schwammen die
meisten Scaffolds an der Wasseroberflache. Scaffolds, die aus Polymeren mit zu
geringem Molekulargewicht hergestellt wurden, blieben hingegen am Boden des
Becherglases liegen. Sie zerfallen im Laufe der Extraktion.

Wihrend der Scaffoldherstellung gibt es zwei Hinweise darauf, ob das Ausgangs-
polymer ein fiir die Scaffoldherstellung ausreichendes Molekulargewicht besitzt:
1. ist es zu niedrig, bildet sich kein Polymerfilm oberhalb des Zuckers, 2. die Scaf-
folds schwimmen wéhrend der Extraktion nicht, sondern sinken auf den Grund
des Becherglases. Diese einfachen empirischen Beobachtungen sind fiir eine ein-
fache Vorausschau bei dem Experiment sehr hilfreich. Im Laufe der Experimente
wurde ein Mindestmolekulargewicht von 45 kg/mol fiir Scaffolds aus e-Caprolac-
ton ermittelt.

Abbildung 49 fasst die einzelnen Schritte des Scaffoldherstelungsprozesse zusam-
men. Da die Form der Scaffolds ausschlieflich von der Form des Geféfes abhingt,
konnen mit diesem Verfahren Scaffolds nahezu beliebiger Form hergestellt wer-
den.
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Abbildung 49: Schematische Darstellung der Scaffoldherstellung.

5.2 Eigenschaften der Scaffolds

Die Morphologie, die Porositét, die Interkonnektivitdt und die mechanischen Ei-
genschaften der Scaffolds wurden untersucht.

5.2.1 Bildanalyse der Poren

Es wurden Scaffolds in drei verschiedenen Porengréfsen hergestellt: 125-150 pum,
500-600 pm und 800-1250 pm. Als Ausgangsmaterialien wurden Poly(e-Caprolac-
ton) , Poly(DL-Lactid) und Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) verwendet (siehe
Tabelle 25).

Tabelle 25: Auflistung der Polymere, aus denen die genauer charakterisierten Scaffolds herge-
stellt wurden. Abkiirzungen: Poly(e-Caprolacton) = PCL, Poly-DL-Lactid = PLA, Poly(e-Cap-
rolacton-co-DL-Lactid) (Caprolacton:DL-Lactid = 80:20) = PCLLA, Zinn(II)-2-ethylhexano-
at = Sn(Oct)s
k k
Polymer Katalysator Mw (-*4) Mn (%) PDI

m

PCL Sn(Oct), 2242 113,1 2,0
PLA Sn(Oct), 115,11 59,5 1,9
PCLLA Sn(Oct), 1117 46,1 2.4

Mithilfe des Lichtmikroskops wurde zunéchst iiberpriift, ob die Poren im rich-
tigem Grofenbereich liegen. Dafiir wurden die Scaffolds in diinne Scheiben ge-
schnitten, mit dem Lichtmikroskop untersucht und photographiert (siehe Abbil-
dung 50).
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Wie der Mafsstab der Bilder zeigt, sind die Porengrofen im jeweils angestrebten
Grokenbereich. Die hellen Flecken entstehen dadurch, dass an diesen Stellen mehr
Licht durchscheint. Dies ist ein starkes Indiz dafiir, dass hier {ibereinanderliegende
und miteinander verbundene Poren liegen, die Poren sind also interkonnektiert.

Die Morphologie der Scaffolds wird nicht alleine durch die grofsen, durch den
Zucker entstandenen Makroporen beeinflusst. Auch in den Verstrebungen der
Poren sind Unterstrukturen erkennbar, diese stammen von Mikroporen, welche
im Verlauf der Phasenseperation generiert werden. Dabei zeigen sich schon bei
den Lichtmikroskopbildern Unterschiede in der Morphologie. Die Morphologie der
Scaffolds aus Poly(e-Caprolacton) (im Bild 50 die erste Reihe) und die der Scaf-
folds aus Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) (im Bild 50 die zweite Reihe) wirkt
sehr dhnlich. Die Mikrostruktur der Scaffolds wirkt gestreift, was auf gleichméfig
angeordnete eher rechteckige Mikroporen hindeutet.

Eine deutlich andere Morphologie weisen die Scaffolds aus Poly(DL-Lactid) auf,
die Mikrostruktur wirkt deutlich runder. Besonders bei den Scaffolds der Poren-
groke 800-1250 um erkennt man, dass die Verstrebungen der Poren aus schaumar-
tigen Strukturen bestehen. Um die Morphologie genauer zu analysieren, wurden
die Scaffolds mittels Raster-Elektronen-Mikroskopie untersucht. Die Elektronen-
mikroskopieaufnahmen erfolgten bei 0,5-0,7 kV ohne zusétzliche Bedampfung der
Scaffolds mit einem Edelmetall wie Gold. Diese Messmethode funktionierte bei
den Scaffolds mit den Porengréfsen 500-600 und 800-1250 pum hervorragend, dage-
gen weniger gut bei den Scaffolds mit Porengréfen um 125 pm. Bei diesen ergab
sich teilweise das Problem, dass die Auflosung bei der geringen Spannung nicht
ausreichte, um die Poren gut abbilden zu kénnen. Héhere Spannungen schéidigen
allerdings den Scaffold und sorgen zu schnell fiir einen Ladungsiiberschuss auf
der Probe, was zu erheblichen Bildartefakten und Verzerrungen fiihrt. Dies kann
bei einer Edelmetallbedampfung leichter vermieden werden. Jedoch konnte eine
gute Bilddarstellung erhalten werden, wenn eine gréfere Anzahl an Aufnahmen
durchgefiihrt wurde.

Die REM-Mikroskopiebilder bestétigen, dass die Porengrofie iiberwiegend in der
erwarteten Grofenordnung liegen.
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Die Poren der feinporigen Scaffolds sind bei jenen aus Poly(e-Caprolacton--
co-DL-Lactid) etwas kleiner als geplant. Sie sind eher knapp unter 100 pm
grofs, im Gegensatz zur geplanten Grofse von 125-150 pm. Die zuckergenerierten
Poren gehen teilweise ineinander iiber, sind also stark miteinander konnektiert.
Zusétzlich erkennt man bei allen Scaffolds Mikroporen. Diese sind vor allem zwi-
schen den 125 pum Poren sehr gut verteilt und wirken sehr homogen. Es findet
sich praktisch kein Bereich im 125 pm Scaffold ohne derartige Mikroporen. In
den Scaffolds mit den groferen Poren (500-1250 pm) gibt es dagegen Bereiche,
in denen weniger Mikroporen vorhanden sind, vor allem an jenen Stellen, die
vor der Extraktion die Grenzflichen zum Zucker darstellten. Das Polymermate-
rial zwischen den Zuckerporen, die "Verstrebungen", ist hingegen deutlich und
durchgehend durch Mikroporen strukturiert. Man kann davon ausgehen, dass die-
se Verstrebungsporen durch die Phasenseparation wihrend des Einfrierens von
Dioxan entstehen. Beim Abkiihlen des Dioxans wird das Polymer schlechter 16s-
lich, so dass Phasen mit hoherem und niedrigerem Polymeranteil entstehen, dieser
Zustand wird durch Einfrieren und anschliefendes Lyophilisieren fixiert. Direkte
Néahe zur Zuckeroberfliche als "Keim" sorgt wahrscheinlich fiir das Ausbleiben
der polymerarmen Phase, so dass statt der Mikroporen ein einheitlicher Polymer-
film auf den Zuckerkristallen entsteht. Deren Oberflichenstruktur spiegelt sich
dementsprechend teilweise in Lochern zu den Mikroporen wider. Sie erinnern an
die Mikroporen im 125 um Scaffold, die aufgrund des geringeren Platzes zwischen
den feinen Zuckerkristallen auch keine eigene geordnete Struktur aus zahlreichen
benachbarten Mikroporen ausbilden kénnen.

Die Offnungen zu den Mikroporen in den Grenzflichen der Zuckerporen sind
verhiltnisméfig heterogen, folgen jedoch oftmals der Struktur der Zuckerkristal-
le und liegen im Grofenbereich von circa 10 pm bis 100 pm (siehe Abbildung
51 d). Die grofen Grenzflichenporen sind rissformig und teilweise grof genug,
dass man durch sie in tiefergelegene Schichten auf weitere interkonnektiere Po-
ren sehen kann (siche Abbildung 51 e)). In den Verstrebungen der Zuckerporen
finden sich rechteckige, teilweise abgerundete Mikroporen, welche iiberwiegend
schlauchartig sind, also feste Grenzflichen haben. Dennoch finden sich auch in
diesen Poren einige kleinere Mikroporen (siehe Abbildung 51 f)). Grofenmifig
liegen die dioxangenerierten Mikroporen zwischen 10-100 pm, die meisten sind
im mittleren Bereich. Die gréfseren Mikroporen sind hiufig von diinnen Polymer-
fasern iiberspannt. Bei den 800-1250 pum Poren ergeben sich dieselben Strukturen
der dioxangenerierten Mikroporen wie in den 500 um Scaffolds.
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Abbildung 51: REM-Bilder der Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid)-Scaffolds, a)-c) zeigen einen
Uberblick iiber die Grofistruktur der Scaffolds: a) 125-150 pm, b) 500-600 xm und c) 800-1250
pm. Wihrend die Porengrofien bei den Scaffolds mit kleinen Porengrofen etwas kleiner sind
als gewiinscht, stimmen die Poren der anderen Scaffolds gut mit den gewiinschten Porengro-
fen iiberein. In allen Scaffolds erkennt man zusétzlich zu den groferen Poren eine Mikropo-
renstruktur, die fiir die Interkonnektierung sorgt. d)-f) zeigen verschiedene Ausprigungen der
Feinstruktur der Scaffolds: d) Grenzflichenpore, e) Blick durch eine Grenzflachenpore, f) Poren
auf den Verstrebungen der Zuckerpore
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Die Porengrofen der Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds liegen iiberwiegend im an-
gestrebten Grofenbereich (siehe Abbildung 52). Jedoch sind die gemessenen Po-
rengrofsen beim Scaffold mit den kleinen Poren etwas geringer als gewiinscht.
Sie betrugen iiberwiegend 30-60 pum, einzelne bis etwas iiber 100 ym. Bei den
500-600 pum Poren stimmt die gemessene Porengréfe mit der gewiinschten Po-
rengrofse iiberein, ganz selten sind kleinere zuckergenerierte Poren darunter. Die
an der Schnittfliche fiir die Mikroskopie messbare Porengrofe héngt neben der
Grofenverteilung der verwendeten Zuckerkristalle auch von deren anisotroper
Orientierung bei der Scaffold-Herstellung ab. Bei den Scaffolds mit 800-1250 pm
Poren sind die Poren ebenfalls in der gewiinschten Porengréfe mit vereinzelten
kleineren Poren.

In allen Scaffolds finden sich durch den parallelen TIPS-Ansatz zusétzlich ent-
stehende Mikroporen, welche fiir die Interkonnektivitdt der grofsen Zuckerporen
sorgen. In den 125-150 um Scaffolds weisen sie keine geordnete Struktur auf. Im
Falle der 500-600 pum Poren ergeben sich je nach deren Umgebung etwas unter-
schiedlich strukturierte Mikroporen (siche Abbildung 52 d-f)).

Die Mikroporen an der Grenzfliche der Zuckerporen sind bei den Poly(e-Cap-
rolacton)-Scaffolds kleiner, sie liegen iiberwiegend im Bereich 5-20 pm, einzelne
kénnen bis um 50 pm erreichen (siche Abbildung 52 d)). Rissférmige grofere
Grenzflichenporen, wie sie bei Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) vermehrt auf-
traten, sind bei den Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds sehr selten und werden von
Polymerfasern iiberspannt (siehe Abbildung 52 b)). Die dioxangenerierten Po-
ren sind iiberwiegend rechteckig, praktisch nie abgerundet. Die Mikroporen sind
unterschiedlich orientiert, konnen bis zu 200 pm groft werden, liegen aber iiber-
wiegend im Grofenbereich von 50-100 pm. Die Grenzflichen der Mikroporen sind
dicht mit relativ wenigen kleinen Poren.
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Abbildung 52: REM-Bilder der Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds, dabei zeigen a)-c) die Grobstruk-
tur der Scaffolds. Nominelle Porengréfien: a) 125-150 pm, b) 500-600 pm und ¢) 800-1250 pm.
Die Poren der feinporigen Scaffolds sind etwas kleiner als gewiinscht. Bei den anderen Scaffolds
stimmt die gemessene Porengroffe mit der gewiinschten Grofe iiberein. d)-e) zeigt die Fein-
struktur der 800-1250 pm Scaffolds: d) Grenzflichenporen e) Blick durch Grenzflichenpore,
f) Mikroporen auf den Verstrebungen der Zuckerporen
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Die Poren der Poly(DL-Lactid) -Scaffolds erreichen iiberwiegend die gewiinsch-
te Grofenordnung (sieche Abbildung 53 a)-c)). Teils kommen etwas kleinere Poren
hinzu, moéglicherweise durch entsprechende anisotrope Orientierung der Zucker-
kristalle bei der Herstellung. Wie bei den anderen Polymeren sind die Porengrofen
der feinporigen Poly(DL-Lactid)-Scaffolds mit circa 50-125 pum etwas zu klein.
Die Mikroporen sind strukturell unterschiedlich, abhingig davon ob es Grenz-
flichenporen sind oder sie sich in den Verstrebungen zwischen den Zuckerporen
befinden (siehe Abbildung 53 d-e)).

Wie bei den Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds treten kaum rissféormige und generell
weniger Mikroporen in der Grenzfliche der groken Zuckerporen auf. Die wenigen
vorhandenen Grenzflichenporen sind rund und iiberwiegend zwischen 40-50 pm
grofs.

Die dioxangenerierten Mikroporen in den Poly(DL-Lactid)-Scaffolds besitzen ei-
ne vOllig andere Struktur als die in den Scaffolds aus den iibrigen Polymeren. Die
Mikroporen der Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds weisen praktisch keine und die in
den Copolymer-Scaffolds nur relativ wenige Polymerfasern auf. Im Kontrast dazu
bestehen die durch TIPS generierten Mikroporen der Poly(DL-Lactid)-Scaffolds
vollstdndig aus diinnen Polymerfasern von iiberwiegen 10-20 pum Stérke. Teil-
weise finden sich Verdickungen mit bis zu 30 pm, vereinzelt sehr diinne Fasern
mit nur 5 pm. Sehr diinne Fasern treten bei den Scaffolds mit einer Porengro-
fse von 500 pum-600 pm haufiger auf als bei den Scaffolds mit Poren im Bereich
von 800um-1250 pm. Die Fasern bilden grofe, runde, kathedralenartige Hohl-
rdume, durch die man viel weiter in die Scaffolds hineinsehen kann, als bei den
anderen Polymeren. Die so, also durch TIPS, entstehenden Mikroporen kénnen
bis zu 200 pm grok sein, zumeist bei liegen sie bei 50-100 um (siehe Abbildung
53 f)). Im Gegensatz zu den Mikrostrukturen der Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds
und Poly(e-Caprolacton-co-DIL-Lactid)-Scaffolds gibt es somit in den Mikroporen
weniger groferere Polymerstrukturen, welche den Scaffold stabilisieren konnen.
Dies konnte eine Erkldrung fiir ein Problem sein, welches bei den feinporigen
Poly(DL-Lactid)-Scaffolds auftritt, ndmlich dass diese wihrend des Degradierens
deutlich einschrumpfen. Dieses Problem tritt bei den Scaffolds mit den gréferen
Poren nicht auf. Dies spricht fiir die Theorie, weil die Zuckerporen durch ihre
im Vergleich zu den Verstrebungen dichtere Struktur die Scaffolds stabilisieren
diirften.
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Abbildung 53: REM-Abbildungen der Poly(DL-Lactid)-Scaffolds, a)-c): Grobstruktur der Scaf-
folds: a) 125-150 pm, b) 500-600 pm und c) 800-1250 pm. In Analogie zu den anderen Polymeren
weisen auch bei Poly(DL-Lactid) bei den Scaffolds mit der Porengrofe 125-150 pm eine etwas
zu kleine Porengrofie auf. Bei den anderen Porengréfsen stimmt die gemessene Grofse gut mit
der gewiinschten Grdofe iiberein.

d)-f): REM-Bilder der Feinstruktur der 800 pum Poly(DL-Lactid) -Scaffolds: d) Mikroporen
an der Grenzfliche der Zuckerporen, e) Blick durch eine Grenzflichenpore, f) Poren auf den
Verstrebungen der Zuckerporen.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich die Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds
und die Poly(DL-Lactid)-Scaffolds am stérksten in ihrer Morphologie voneinan-
der unterscheiden. Die dioxangenerierten Mikroporen der Poly(e-Caprolacton)-
Scaffolds sind rechteckig und schachtartig (also von relativ festen Wénden umge-
ben), man kann von der Mikroskopie-Schnittfliche aus nicht weit in die Scaffolds
hineinsehen; es treten kaum Polymerfasern auf. Die Mikroporen bei Poly(DIL--
Lactid) dagegen bestehen aus einem bogenartigen Faserngeflecht, sind rund und
und formen tief einsehbare Hohlrdume. Die Copolymer-Scaffolds sind eine Mi-
schung aus beiden, wobei mehr strukturelle Ahnlichkeit zu Poly(e-Caprolacton)-
Scaffolds besteht. Die Mikroporen bestehen ebenfalls iiberwiegend aus schachtar-
tigen Strukturen. Im Gegensatz zu den Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds sind diese
jedoch nicht nur rechteckig, sondern teilweise abgerundet.

An den Stellen, an denen nach dem Gefriertrocknen Poren sind, waren davor
Losungsmittelkristalle. Eine mogliche Erklarung fiir die unterschiedliche Struk-
tur der Mikroporen ist eine unterschiedliche Loslichkeit der Polymere in Dioxan.
Wiéhrend der Kristallisation des Losungsmittels wird das Polymer aus den Lo-
sungsmittelkristallen vertrieben. Der Schmelzpunkt von Dioxan ist 11,8°C, somit
verlauft die Kristallisation des Losungsmittels bei Abkiihlung auf -18°C ziemlich
schnell. Bei schlechterer Loslichkeit, was bei DL-Lactid der Falls sein diirfte, wird
das Polymer aus dem Losungsmittel getrieben, solange das Losungsmittel noch
fliissig ist. Ks kommt somit zur Fliissig-Fliissig-Phasenseperation. Das Polymer
sammelt sich zwischen den Losungsmitteltropfen und bildet faserartige Struk-
turen. Durch die niedrige Temperatur verlduft der Prozess nicht bis zu einem
stabilen Zustand, sondern wird in einem instabilen (spinodalen) Zustand einge-
froren 288, 289|.

Dagegen bleiben die Polymere bei besserer Loslichkeit, wie Poly(e-Caprolacton) und
Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) , linger im Losungsmittel und die Phasentren-
nung geschieht erst durch die Kristallisation des Losungsmittel. Dies fiihrt zu
einer Fest-Fliissig-Phasenseperation, welche hiufig schachtartigen Strukturen er-
gibt [290-292].

Die iiberwiegende Ahnlichkeit der Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid)-Scaffolds zu
den Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds mit einigen Ahnlichkeiten zu den Poly(DL--
Lactid) -Scaffolds passt gut zu deren Zusammensetzung aus 80% e-Caprolacton
und 20% DL-Lactid. Zwischen Poly(e-Caprolacton) und Poly(DL-Lactid) sollte
es nicht zur Phasenseparation kommen, da Poly(e-Caprolacton) dafiir bekannt
ist, mit anderen Polymeren gut mischbar zu sein [36].

103



5.2.2 Porositidt und Interkonnektivitidt der Scaffolds

Die Porositat der Scaffolds wurde mit ImageJ analysiert. Dazu werden die Bil-
der in graumafstabgetreue Bilder umgewandelt, welche ImageJ analysieren kann.
Das porenbildende Material ist dabei durch dunklere Grauwerte gekennzeichnet.
Um den Anteil der Poren zu analysieren, gibt man den Grenzwert der zu be-
riicksichtigenden Grauwerte an und ImageJ bestimmt, wie hoch der Anteil am
gesamten Bild ist. Somit erhilt man die Porositdt der Scaffolds. Dafiir wurden je
Polymersorte mindestens 10 unterschiedliche Elektronenmikroskopie-Bilder aus-
gewertet und daraus der Durchschnitt gebildet.

Tabelle 26: Die mit ImageJ ermittelte Porositdt der Scaffolds. Abkiirzungen: Poly(e-Caprolac-
ton-co-DL-Lactid) = PCCLA, Poly(e-Caprolacton) = PCL, Poly(DL-Lactid) = PLA

Porengrofe
Polymer | 125-150 pm  500-600 pgm  800-1250 pum
PCLLA 87% 82% 84%
PCL 80% 82% 83%
PLA 73% 86% 88%

Die ermittelten Porosititen liegen alle in einer dhnlichen Grofenordnung um je-
weils 80-85%. Der geringste Wert ergab sich fiir die Poly(DL-Lactid) -Scaffolds
mit den 125-150 pum Poren, was am beschriebenen Schrumpfungsprozess liegen
diirfte, der die Scaffolds auch deutlich kompakter macht.

Zusétzlich wurden einzelne Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds mittels Rontgen-Mik-
rocomputertomografie (Mikro-CT) auf ihre Porositdt hin untersucht (sieche Ab-
bildung 54).

500 - 600 pm 800 - 1250 pm

Porosity — 65.4% Porosity —59.5%

Abbildung 54: Mikro-CT-Bilder von a) 500-600 pm-Scaffolds, b) 800-1250 pm-Scaffolds. Die mit
Mikro-CT bestimmten Porositéiten liegen deutlich unter den mit ImageJ bestimmten Werten.
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Es wurden deutlich geringere Positéten bestimmt: 500-600 pm (65,4%) und 800-
1250 pm (59,5%). Eine Erklirung dafiir kénnte sein, dass das Micro-CT die in den
Verstrebenden bestehenden Mikroporen nicht erfasst hat. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass sich die Porenstruktur der Scaffolds aufgrund des Al-
ters der Scaffolds verdndert. Die Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds mit 500-600 pm
Porengrofe waren zum Zeitpunkt der Messung schon anderthalb Jahre alt, der
800-1250 pm-Scaffold wahrscheinlich schon um die zwei Jahre. Jedoch konnten
fiir die Messungen keine neuen Scaffolds erstellt werden. Dass sich die Scaffolds
mit der Zeit verdndern und kompakter werden wurde bei den Poly(DL-Lactid)-
Scaffold, mittels dem REM beobachtet.

Die Interkonnektivitit der Scaffolds wurde durch Einspritzen des wasserloslichen
Farbstoffes Indigocarmin in die Mitte eines Scaffolds untersucht. Der Scaffold
wurde anschliefend in Wasser gegeben und iiberpriift, ob der Farbstoff austreten
kann, also durch den Scaffolds ins Wasser diffundieren kann. Dies passierte inner-
halb weniger Minuten. Durch Tupfen des Scaffolds auf saugfihigem Papier konnte
iiberpriift werden, ob der Farbstoff nicht ausschliefslich durch den verursachten
Einspritzkanal, sondern auch iiberall herausdiffundieren kann, was der Fall war.

5.2.3 Mechanische Eigenschaften

Die Scaffolds wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Raimund Jéger und Daniel
Ebel vom Fraunhofer IWM mechanisch getestet. Dafiir wurden Poly(e-Capro-
lacton)-Scaffolds in drei Porengrofen hergestellt: 125-150 pm, 500-600 pm und
800-1250 um. Da das abgerundete Ende der {iblicherweise hergestellten Form die
Messung verfilschen wiirde, wurden diese Enden abgeschnitten, sodass zylindri-
sche Scaffoldproben vermessen werden konnten.

Diese Scaffolds wurden mit einem servohydraulischen Testsystem (MTS Bionix)
auf ihre Belastbarkeit hin untersucht. Dabei wurden die Scaffolds kontinuierlich
(b mm/min) gestaucht. Der Kompressionsweg und die benotigte Kraft wurden
aufgezeichnet. Die gemessene Kraft wurde auf den Querschnitt der zylindrischen
Scaffoldprobe bezogen und die so ermittelte Spannung iiber die wahre Dehnung
(¢, Logarithmus des relativen Kompressionsweg bezogen auf die Ausgangslinge
der Probe) aufgetragen (sieche Abbildung 55).
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Abbildung 55: Mechanische Belastungsstest der Scaffolds: Auftragung der Spannung gegen die
Dehnung, bzw. Kraft gegen Kompression. Die meiste Kraft hielten die Scaffolds mit der kleinsten
Porengrofse aus, am weitesten gedehnt werden konnten die mit der grofsten Porengrofie. Die
Kurve kann in drei Phasen eingeteilt werden: I: elastischer Bereich, II: Kollapsplateau, III:
Verdichtungsregion, genaueres siehe Text. Die gestrichelte Linie stellt einen idealisierten Verlauf
einer solchen Messung dar.

Die gemessenen Spannungs-Dehnungkurven entsprechen dem Verlauf, welchen
man fiir offenporige, elastomere Schiume mit niedriger Dichte und interkonnek-
tierten Verstrebungen erwartet [174|. Die Kurve ldsst sich in drei Bereiche eintei-
len (siehe Abbildung 55): I elastischer Bereich, IT Kollapsplateau und I1T Verdich-
tungsregion [293]. Die Scaffolds konnten bis zu einem gewissen Kompressionsweg
bzw. der entsprechenden Kraft gestaucht werden, ohne dass sie geschidigt wur-
den (Phase I). Dies erkennt man am linearen Anstieg der Spannungs-Dehnungs-
Kurve. Im zweiten Bereich (Phase IT) werden die Verstrebungen gestaucht und
die Poren werden komprimiert, dabei lduft die Kurve in ein leichtes, etwas anstei-
gendes Plateau. Weitere Kompression fiihrt zum Kollaps der Poren im gesamten
Scaffold (Phase III), diese beginnt im Bereich des stdrksten Kurvenanstiegs. Die
Phasen im Diagramm wurden gendhert eingetragen, weil sie sich von Porengrofe
zu Porengrofe etwas unterscheiden. Die gestrichelte Kurve in Abbildung 55 stellt
einen idealisierten Verlauf einer solchen Messung dar.

Wann diese Phasen genau beginnen, hingt von der jeweiligen Porengrofe ab. Je
grofser die Poren desto weiter konnten die Scaffolds gestaucht werden, ohne dass
sie dabei geschidigt wurden. So geht die Phase I bei den Scaffolds mit den Po-
rengrofen 125 -150 pum bis circa € = 0,1, bei den Scaffolds mit den Porengréfsen
500 -600 pm bis circa 0,12, und bei den mit 800 -1250 pm bis circa 0,2.
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Die Phase IT und damit das Kompressionsplateau verlduft bei den Scaffolds mit
den kleinen Porengréfien bis circa e = 0,4, bei den mittleren Porengréfien bis circa
0,43 und den groken Porengrofen bis circa 0,45. Die Tests wurden nicht bis zu
einer irreversiblen Verformung der Scaffolds durchgefiihrt. Die Scaffolds erholten
sich nach einiger Zeit wieder und konnten in einem weiterem Test verwendet wer-
den.

Die Scaffolds mit den kleinsten Porengrofen halten den groften Druck aus. So
beginnt die Phase III der kleinporigen Scaffolds bei circa 23 kPa, bei den mittle-
ren Scaffolds sind es circa 17 kPa und bei den grofporirgen circa 9 kPa. Wahrend
bei der Kompression die Scaffolds mit groferen Poren einen lidngeren Kompres-
sionsweg unbeschidigt iiberstehen, werden sie bei gleichem aufgebrachten Druck
starker deformiert als die mit den kleineren Poren. Dies sieht man daran, dass
die Kurve im Spannungs-Dehnungs-Diagramm bei deutlich geringerer Spannung
nach oben abknickt.

5.3 Degradation der Scaffolds

Die Scaffolds miissen in der Lage sein, den Zellen so lange ein stabiles Geriist zu
bieten, bis das Gewebe regeneriert ist und keine Unterstiitzung mehr benotigt.
Um das Verhalten der Scaffolds widhrend der Regeneration des Gewebes beur-
teilen und ihren moglichen Anwendungszeitraum abschétzen zu kénnen, wurden
Degradationsversuche durchgefiihrt. Unterschreitet das Molekulargewicht bei der
Degradation bzw. bei der Anwendung im Korper einen fiir das jeweilige Poly-
mer spezifischen Wert, wird das Material instabil und der Scaffold zerféllt. Bis
zu diesem Punkt miissen die Scaffolds ihre Aufgabe als Gewebevorlauferstruktur
erfiillt haben. Es kann angenommen werden, dass die Degradation des Polymers
und damit die Abnahme des Molekulargewichts neben dem Polymermaterial auch
von den morphologischen FEigenschaften des Scaffolds, insbesondere der Poren-
groke und der Porositdt, abhidngig sind. Um eine solche etwaige Abhingigkeit
zu ermitteln, wurde die Verdnderung des Molekulargewichts von Scaffolds unter-
schiedlicher Porengrofse aus unterschiedlichen Polymeren iiber mehrere Wochen
gemessen und verfolgt.

Fiir die Degradationsexperimente wurden Scaffolds aus Poly(e-Caprolacton) (PCL),
Poly(DL-Lactid) (PLA) und Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) (PCLLA, 85:15)
auf ihre Degradationsgeschwindigkeit untersucht. Hierfiir wurden dieselben Po-
lymere genutzt, aus welchen auch die Scaffolds, deren Morphologie untersucht
wurde, hergestellt wurden (siehe Tabelle 25 auf Seite 94). Fiir die Untersuchung
wurden die Scaffolds, wie im Abschnitt 8.2.3.6 auf Seite 156 beschrieben, herge-
stellt.
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Zur Degradation wurden sie in isotonische Kochsalzlsung gegeben und in einem
Schiittelinkubator bei 37°C mit 250 rpm geschiittelt. Jede Woche wurde eine
Probe fiir GPC-Messungen entnommen. Néhere Details iiber den Ablauf der De-
gradationstests findet sich im Experimentalteil Abschnitt 8.2.3.8 auf Seite 157.
Im Fall der Scaffolds aus Poly(e-Caprolacton) ergab sich iiber 8 Wochen keine
bedeutsame Anderung im Molekulargewicht (siehe Abbildung 56).
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Abbildung 56: Untersuchung der Degradation von Poly(e-Caprolacton) durch Untersuchung
der Abnahme des Molekulargewichts mit der Zeit. a) Das Molekulargewicht der Scaffolds aus
Poly(e-Caprolacton) dnderte sich wiahrend des Degradationstestes kaum. b) Die Ausschnittver-
groferung lasst eine gewisse Abhéngigkeit von der Porengréfie vermuten, allerdings sieht man,
dass das Molekulargewicht stark schwankt.

Eine sehr geringfiigige Abnahme schien beobachtbar zu sein (siehe Abbildung 56
b), jedoch liegt die Verdinderung im Bereich des Messfehlers der GPC-Methode
[294].

Im Falle der Scaffolds aus dem Copolymer PCLLA (80/20) ergab sich eine
kurze Degradationszeit. Innerhalb von 8 Woche fiel das Molekulargewicht auf
40% des urspriinglichen Wertes (siehe Bild 57). Nach drei Wochen zerfielen zwei
von vier der Scaffolds mit den 800 um Poren. Die Scaffolds mit den 500-600 u
Poren begannen nach der 5. Woche zu zerfallen, es verblieb jedoch eine ausrei-
chende Anzahl an Scaffolds, um Messwerte von der 7. und 8. Woche zu erhalten.
Vergleicht man dies mit dem gemessenen Wert des Molekulargewichts, ldsst sich
darauf schliefsen, dass die Copolymer-Scaffolds instabil werden, wenn das Mole-
kulargewicht unter 40 % fallt.

Die Scaffolds mit den Porengréfsen 125-150 und 500-600 pum wurden annidhernd
gleich schnell abgebaut. Die Scaffolds mit dem groften Porendurchmesser von
800-1250 pm degradierten am schnellsten.

Zu erwarten wire eine direkte Abhéangigkeit der Degradationsgeschwindigkeit von
der Porengréfe, das heifst, je groker die Pore desto schneller degradiert der Scaf-
fold aufgrund des Fliissigkeitsaustauchs der Hohlraume. Hingegen muss beachtet
werden, dass viele kleine Poren zu einer groferen Angriffsfliche und diinneren
Porenwénden fiihren als wenige grofte Poren, was diesem Effekt entgegenwirkt.
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Abbildung 57: Untersuchung der Degradation von Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) . a) Ab-
nahme des Molekulargewichts mit der Zeit in Wochen, der Verlauf ist bei allen Scaffolds ziemlich
steil. b) Zeigt, wie viel Prozent des urspriinglichen Molekulargewichts noch vorhanden sind, nach
& Wochen fiel das Molekulargewicht auf 40% des urspriinglichen Werts.

Das Molekulargewicht der Scaffolds aus Poly(DL-Lactid) verringerte sich nicht
so schnell wie das Molekulargewicht des Copolymers, allerdings wurden die Scaf-
folds deutlich schneller instabil. Bei einem Abfall des Molekulargewichts auf unter
80 kg/mol waren die Scaffolds nicht mehr stabil und zerfielen im Laufe einer Wo-
che. Einen diesbeziiglich verstirkenden Effekt konnte die Rotation der Scaffolds
mit 250 rpm im Schiittelinkubater gehabt haben, welche die Struktur zuséatzlich
belastet.
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Abbildung 58: Untersuchung der Degradation durch Analyse der Abnahme des Molekularge-
wichts mit der Zeit. Poly(DL-Lactid) zeigte eine mittlere Degradationsgeschwindigkeit. Die
Scaffolds zerfielen ab einen Molekulargewicht unter 80 kg/mol.

Die Porengrofe hatte einen klaren Einfluss auf die Degradationsgeschwindigkeit
(siche Abbildung 58): die Scaffolds mit den kleinsten Porengréfien degradierten
am langsamsten, die mittleren Porengréfen resultierten in einer mittleren Degra-
dationsgeschwindigkeit, die grofiten Poren wiesen die schnellste Degradation auf.
Bei den Degradationsversuchen zeigte sich bei den Poly(DL-Lactid)-Scaffolds mit
der kleinsten Porengrofe ein deutliches Schrumpfen der Scaffolds.
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Dadurch diirfte die Diffusion durch das Scaffold und somit auch die Degradation
behindert worden sein.

Zusammenfassend kann ein Zusammenhang zwischen der Degradationsgeschwin-
digkeit und der Porengrofe festgestellt werden. Allerdings zeigt sich nicht bei
allen Polymeren derselbe Trend. Ebenso haben die zur Verfiigung stehende An-
griffsfliche und die Porositit einen Einfluss.

Um die Degradationsgeschwindigkeiten der einzelnen Polymere besser vergleichen
zu konnen, wurde das jeweilige Molekulargewicht in Prozent des urspriinglichen
Molekulargewichts umgerechnet. Trigt man dies fiir die verschiedenen Polymere
gemeinsam fiir eine ausgewahlte Porengrofe auf, erkennt man einen klaren Trend.
Poly(e-Caprolacton) wird am langsamsten abgebaut, Poly(DL-Lactid) schneller
und am schnellsten degradiert das Copolymer Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lac-
tid) (siche Abbildung 59).
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Abbildung 59: Poly(e-Caprolacton) wird am langsamsten degradiert, Poly(DL-Lactid) schneller
und Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) am schnellsten.

Insgesamt kann man festhalten, dass bei den Scaffolds aus Poly(e-Caprolac-
ton) die Anderungen des Molekulargewichts so gering waren, dass kein Unter-
schied in der Degradationsgeschwindigkeit zwischen den Scaffolds der verschiede-
nen Porengrofen festgestellt werden konnte. Auch an der Stabilitit der Scaffolds
anderte sich im Laufe des Versuchs nichts.

Bei Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) verringerte sich das Molekulargewicht
am schnellsten, die Scaffolds waren dennoch stabiler als jene aus Poly(DL-Lac-
tid)-Scaffolds. Es zerfielen nur einzelne Scaffolds im Laufe der Versuchszeit und es
standen zumindest von den 125 pm-Scaffolds und den 500 pm Scaffolds noch voll-
standige Scaffolds nach 7 Wochen als Probe zur Verfiigung, die 800um-Scaffolds
zerfielen im Laufe des Degradationsversuches. Daran erkennt man, dass die Po-
rengrofe einen Einfluss auf die Stabilitét der Scaffolds besitzt. Das kritische Mole-
kulargewicht erreichen die Scaffolds mit den gréfiten Poren am schnellsten, gefolgt
von den Scaffolds mit mittleren Poren und zum Schluss die feinporigen Scaffolds.
Dieser Trend gilt sowohl fiir das Copolymer, als auch fiir Poly (DL-Lactid) .
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Von den Poly(DL-Lactid)-Scaffolds waren die mittel- und grofporigen Scaffolds
nach spitestens sechs Woche zerfallen. Nur die geschrumpften feinporigen Scaf-
folds war nach 7 Wochen nicht vollstindig zerfallen. Somit sollte beim Einsatz
von Poly(DL-Lactid), die nicht bereits nach 7 Wochen zerfallen sein sollen, das
anfiangliche Molekulargewicht deutlich hoher als 100 % liegen.

5.4 Zelluntersuchungen
5.4.1 2D-Untersuchungen: Zellkompatibilitit

5.4.1.1 Grundlegendes des 2D-Zelltests

Mit 2D-Zellkompatibilitdtstests wurde iiberpriift, ob ein Material oder ein Kata-
lysator besonders gut fiir die Herstellung von Scaffolds geeignet ist. Abgesehen
von dem Katalysator haben unter anderem auch die mechanischen Eigenschaften
und die Nanorauigkeit einen Einfluss auf die Zellkompatibilitit (siehe Abschnitt
18). Diese werden jedoch beim Scaffold vollig anders sein als bei den hier ver-
wendeten beschichteten Glasplittchen und sind somit kein Gegenstand dieser
Untersuchung.

Um die Starke der verschiedenen Effekte zu untersuchen, wurden wn vitro Zell-
kompatibilitdtstests mittels eines 2D-Zellkultursystems durchgefiihrt.

Fiir das Zellkultursystem wurden Glasplattchen mittels Rotationsbeschichtung
(Spin-Coating) mit Polymerfilmen beschichtet. Als Kontrolle dienten unbeschich-
tete Glasplattchen. Die beschichteten und unbeschichteten Glasplattchen wurden
nach Desinfektion mit 70% Ethanol in Mikrotiterplatten (engl. microwell plate)
mit 6 Kavitdten (engl. well) gegeben.

Auf jedes Glasplattchen wurden Zellen einer Zelllinie aufgetragen. Dabei wurde
von jeder Variante, also pro Zelllinien-, Oberflichenkombination, drei Anséitze
angefertigt. Die Anzahl der gewachsenen Zellen wurde nach 2, 4, 7, 9 und 11 Ta-
gen gezahlt. Das Zahlen der Zellen wurde mittels einer Neubauerkammer, auch
Hamozytometer genannt, unter dem Lichtmikroskop durchgefiihrt. Dafiir miissen
die Zellen von der Oberfliche gelost werden. Das Zahlen ist folglich ein irre-
versibler Prozess. Dies fiihrte dazu, dass fiir jeden Tag ein komplettes Set von
allen Oberflichen/Zelllinienkombinationen in dreifacher Ausfiihrung angefertigt
werden musste. Was wiederum dazu fiihrte, dass von den humanen Priadipozy-
tenzelllinien, also den Vorlauferzellen der Adipozyten, in zwei Féllen nicht genug
Zellen zur Verfiigung standen, um die Experimente an allen Tagen durchzufiih-
ren. Aus dem Grund tragen zu der Zellwachstumsanzahl am Tag 11 nur zwei
Praadipozytenzelllinien bei.
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Untersucht wurden zum einen humane Praadipozyten, zum anderen primére Rat-
tenpriadipozyten. Die menschlichen Prdadipozyten wurden, im Einverstandnis
der Patienten, aus Fettgewebe, welches bei Bauchoperationen erhalten wurde,
isoliert. Dies wurde bei vier Patienten erfolgreich durchgefiihrt, sodass vier ver-
schiedene Zelllinien von humanen Préadipozyten zur Verfiigung standen. Bei den
Ratten wurde dhnlich vorgegangen und es standen fiinf Zelllinien, also Zellen von
fiinf Ratten, zur Verfiigung.

Die Versuche wurden in Kooperation mit der Uniklinik Tiibingen realisiert. Da-
bei wurden die Zellversuche von den medizinisch-technischen Assistenten (MTAs)
Ulrike Schmidt und Birgit Schreiner aus der Arbeitsgruppe "Vaskuldre Grundla-
gen'" von Prof. Dr. Dorothea Siegel-Axel durchgefiihrt.

Fiir die Analyse wurde jeweils der Durchschnitt aller Zelllinien inklusive der je-
weiligen Kontrollexperimente bestimmt. Dieser Wert wurde gegen die Zeit aufge-
tragen, um einen Eindruck vom Wachstum der Zellen iiber die Zeit zu erhalten
und beeinflussende Faktoren, wie des Katalysators oder dem Polymer, auf das
Zellwachstum bestimmen zu kénnen.

Die Analysen wurden mittels einfaktorieller ANOVA (Analysis of Variance) auf
ihre statistische Signifikanz iiberpriift. ANOVA ist eine Varianzanalyse, mit wel-
cher die Signifikanz bei mehr als zwei Stichproben bestimmt werden kann. Dabei
wurde ein p-Wert von 0,05 als signifikant angenommen. Der p-Wert beschreibt
die Wahrscheinlichkeit, mit der ein statischer Test einen statistisch signifikanten
Unterschied zeigt, obwohl keiner existiert. Damit bedeutet ein p-Wert von 0,05,
dass sich in 5% der Fille ein Unterschied zeigt, obwohl es eigentlich keinen gibt.

5.4.1.2 Humane Priadipozyten

Im ersten Versuchsteil ging es darum, den Einfluss des Katalysators und der Po-
lymere auf das Zellwachstum und somit die Zellkompatibilitdt zu analysieren.
Um die Analyse der Auswirkungen der unterschiedlichen Katalysatoren auf die
Zellkompatibilitdt zu ermdglichen, wurde jede Polymersorte in einem Fall mit
Zinn(IT)-2-ethylhexanoat katalysiert, in anderem Fall mit Eisenbromid oder Ei-
sen(III)perchlorat. Somit konnte die Zellkompatibilitdt von Eisenbromid und Ei-
sen(IIT)perchlorat mit der von Zinn(IT)-2-ethylhexanoat verglichen werden.

Es wurden drei verschiedene Polymere hergestellt und in den zwei Katalysator-
varianten analysiert: Poly(e-Caprolacton), Poly(DL-Lactid) und das 50/50 Cop-
olymer der beiden Monomere. Auf diese Weise konnten sowohl die Katalysatoren
als auch die Polymere verglichen werden.

Um einen Eindruck zu bekommen, ob es eine Polymer- oder Katalysatorkombina-
tion gibt, welche das Wachstum der Zellen im besonderem Mafe fordert oder ver-
mindert, wurde der Durchschnittswert des jeweiligen Zahltages gegen den Zahltag
aufgetragen (siehe Abbildung 60).
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Abbildung 60: Die durchschnittlichen Ergebnisse des 2D-Zelltests mit humanen Préadipozyten.
Dabei wurden Zellzahlen gegen die Zeit aufgetragen. Zu den am Tag 11 gemessenen Werten
tragen nur noch zwei Zelllinien bei.

Man erkennt, das die Zellen auf allen Polymer- Katalysatorkombinationen anné-
hernd gleich gut wachsen. Es ergeben sich sehr grofle Standardabweichungen, weil
die Zellen unterschiedliche Oberflachen bevorzugen. Dieses Verhalten ist typisch
fiir primére Zellen wie die humanen Praadipozyten und der Grund dafiir, dass
jeweils drei Kontrollexperimente von vier Zelllinien durchgefiihrt wurden, in der
Hoffnung, so zu statistisch signifikanten Ergebnisse zu kommen. Von zwei Zellli-
nien waren nicht genug Zellen vorhanden, um genug Oberflichen zu bewachsen,
um das Zellexperiment am Tag 11 durchzufiihren. Aus dem Grund tragen zu dem
Durchschnittswert am Tag 11 nur zwei Zelllinien bei. Aufgrund der unterschied-
lichen Vorlieben der Zelllinien fiir die unterschiedlichen Oberflichen wurde dieser
Tag bei den weiteren Analysen nicht mehr beriicksichtigt, da sonst die Eigen-
heiten der zwei Zelllinien iiberbetont worden wéren. Die verwendeten Polymere
werden in Tabelle 27 genauer charakterisiert.

Es wurde zunéchst fiir jedes Polymer einzeln iiberpriift, ob sich eine Vorliebe der
Zellen fiir einen Katalysatortyp zeigt (sieche Abbildung 61). Als Kontrollprobe
diente unbeschichtetes Glas. Es konnte jedoch bei keinem Polymer eine Vorliebe
der Zellen fiir einen Katalysator festgestellt werden. Die Zellen wachsen auf allen
Oberflachen gleich gut (ANOVA: p = 0,9) und auf den Polymeren ebenso gut wie
auf dem Kontrollglas.
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Tabelle 27: Die fiir die 2D-Zelltests mit humanen Préadipozyten eingesetzten Polymere. Ab-
kiirzungen: Poly(e-Caprolacton): PCL, Poly(DL-Lactid): PLA, Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lac-
tid) (50/50): PCLLA, nicht gemessen = n. g., durchschnittliches Molekulargewicht: Mw, Ei-

sen(IT)bromid: FeBr,.

Polymer Katalysator Mw %
Copolymer
PLA Sn(Oct)s 70
PLA FeBr, 48
PCL Sn(OCt)Q 80
PCL FeBry 34
PCLLA Sn(Oct)sy 90
PCLLA FeBr, 22
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Abbildung 61: Zellwachstum auf den 2D-Oberflichen, aufgetragen wurde die Zellzahl gegen die
Tage. Verglichen wurde jedes Polymer einzeln mit der Kontrolle. Auf den Polymeren wachsen
die Zellen dhnlich gut wie auf der Kontrolle (unbeschichtetes Glas). Die Zellen wachsen auf

allen Oberflichen vergleichbar gut.

114



Wenn man, um sich den reinen Katalysatoreinfluss anzusehen, aus allen Pro-
ben des gleichen Katalysators unabhéngig vom Polymer den Durchschnitt bildet,
erkennt man, dass es auch zwischen den Katalysatoren keinen signifikanten Un-
terschied gibt (siehe Abbildung 62) Bei den Polymeren ergibt sich ein &hnliches
Bild (vergleiche Abbildung 62 b)), wenn man sie unabhingig vom Katalysator
betrachtet.
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Abbildung 62: a) Einfluss des Katalysators auf das Zellwachstum, es wurden jeweils die Er-
gebnisse mit gleichem Katalysator zusammengefasst. Man erkennt, dass der Katalysator keinen
Einfluss hat. b) Ubersicht iiber das durchschnittliche Zellwachstum auf den Polymeren und
der Kontrolle. Die unterschiedlichen Oberflichen haben keinen signifikanten Einfluss auf das
Wachstumsverhalten der Zellen.

Die Zellen wachsen auf allen Polymeren &hnlich gut und auch vergleichbar gut
zur Kontrollkultur auf Glas (ANOVA(Oberflichen), p = 1).
Betrachtet man einzelne Zelllinien, erkennt man teilweise eine Vorliebe fiir be-
stimmte Polymere. Diese sind von Zelllinie zu Zelllinie verschieden. So kann eine
Zelllinie Poly(e-Caprolacton) bevorzugen, eine andere allerdings Poly(DL-Lac-
tid) oder das Copolymer aus e-Caprolacton und DL-Lactid.
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Fiir die Zelllinie V315 wurde iiberpriift, ob verschiedene Polymere zu signifikanten
Unterschieden im Zellwachstum fithren (siche Abbildung 63 a).Beim Vergleichen
der einzelnen Oberflichen ergaben sich die in Tabelle 28 aufgefithrten Werte. Auf
Poly(e-Caprolacton) wachsen die Zellen der Zelllinie V315 besser als auf Poly(DL-
Lactid), aber nicht signifikant besser als auf Glas oder Poly(e-Caprolacton-co--
DL-Lactid) (siehe Tabelle 28). Auf Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) wachsen
die Zellen besser als auf Poly(DL-Lactid).

V315 Palymerdurchschnitt V365 Polymerdurchschnitt
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|
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a) mPLA m PGl PCLLa kontrolle b) mPLA mPCL PCLLA Kontrolle

Abbildung 63: Wachstum einzelner Zelllinien auf unterschiedlichen Polymeren. a) Bei der Zell-
linie V315 zeigen sich signifikant unterschiedliche Wachstumsverlédufe auf den verschiedenen
Polymeren. b) Zelllinie V365 wéchst dagegen auf allen Oberflichen dhnlich gut.

Tabelle 28: Ergebnisse der Signifikanztests bei der Zelllinie V315.

p ‘ PLA PCLLA  Glas
PCL 0,008 0,3 0,2
PCLLA | 0,0496

Bei Zelllinie V365 (vergleiche Abbildung 63 b) ist der Unterschied zwischen den
verschiedenen Polymeren hingegen nicht signifikant (ANOVA: p = 0,6).

Daraus ergeben sich zur Auswahl des passenden Polymers fiir die Scaffolds zur
Geweberekonstruktion zwei Ansitze. Die erste Mdglichkeit ist, das Polymer mit
den passendsten mechanischen Figenschaften zu verwenden, welches zuséatzlich
vom Degradationsverlauf am besten zur Anwendung passt. Die andere Moglich-
keit wére, vor der Herstellung der Scaffolds von jedem Patienten zunéchst Zellen
zu entnehmen und damit 2D-Zelltests durchzufiithren. Auf die Art und Weise
konnte man das Polymer bestimmen, auf welchem die Zellen des Patienten am
besten wachsen. Allerdings sind selbst die Unterschiede bei einzelnen Zelllinien
teilweise sehr gering, so dass sich die Frage stellt, ob das Ergebnis den Aufwand
rechtfertigen wiirde.
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Folglich ist es moglich, das Polymer allein nach den gewiinschten Eigenschaften,
wie den mechanischen Eigenschaften oder der Degradationsgeschwindigkeit, aus-
zuwihlen. Beziehungsweise ist es moglich, den Katalysator zu nutzen, mit dem
sich das hohere Molekulargewicht ergibt.

5.4.1.3 Priadipozyten aus Ratten

Im zweiten Versuchsteil wurde der Fokus auf die unterschiedlichen Polymere,
Copolymere und ein Terpolymer gelegt. Die Polymere wurden {iberwiegend un-
ter Verwendung von Zinn(II)-2-ethylhexanoat als Katalysator hergestellt, nur in
einem Fall wurde Eisen(III)perchlorat eingesetzt. Dafiir wurde ein Polymer ge-
wahlt, welches im erstem Set nur durchschnittliche Ergebnisse ergeben hatte.
Um genauer zu untersuchen, ob unterschiedliche Polymere oder Co- oder Terpoly-
mere einen Einfluss auf das Zellwachstum haben, wurde eine zweite Versuchsreihe
durchgefiihrt. Es wurden primére Praadipozyten aus Ratten verwendet und da-
bei die in Tabelle 29 aufgefiihrten Polymere betrachtet.

Tabelle 29: Die Polymere, welche fiir die 2D-Zelltests mit aus Ratten gewonnenen Priadipo-
zyten eingesetzt wurden. Abkiirzungen: Poly: P, e-Caprolacton : CL, DL-Lactid: LA, Glycolid
= GA, nicht gemessen = n. g., durchschnittliches Molekulargewicht: Mw, Katalysator: C, Ei-
sen(IIT)perchlorat : Fe(ClOy4)s.

Polymer [CL]:[LA]:[GA] Katalysator — (Mw) 22

PCLLA  50:50:0 Fe(ClOy), 22
PCL 100:0:0 Sn(Oct)s 80
PLGA [0]:]75]:[25] Sn(Oct)2 50
PLGA [0180]:20]  Su(Oct), 39
PCLGA  [80]:[0]:[20] sn<oct)2 66
PCLLAGA [60]:[25]:[15]  Sn(Oct)s 53

Kontrolle reines Glas

Auch bei diesem Zelltest ergab sich auf allen Oberflichen ein sehr dhnliches Zell-
wachstum (siehe Abbildung 64). Dabei wurden wiederum die mit dem Hémozy-
tometer bestimmten, gemittelten Zellzahlen gegen die Zeit in Tagen aufgetragen.
Wie beim ersten Testteil kann kein signifikanter Unterschied zwischen den einzel-
nen Oberflichen festgestellt werden. Fast alle der getesteten Polymere enthalten
e-Caprolacton. Um zu iiberpriifen, ob ein bestimmter Anteil an Caprolacton im
Polymer besonders giinstig ist, wurden diese fiir die Rattenpriadipozyten geson-
dert verglichen (siche Abbildung 65).
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Abbildung 64: Das durchschnittliche Zellwachstum der Rattenpriadipozyten auf den beschich-
teten Glasoberflichen weist keine grofien Unterschiede auf.
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Abbildung 65: Vergleich des Zellwachstums auf den e-Caprolacton-haltigen Polymeren.

Dabei erkennt man, wie man bereits im Ubersichtsbild 64 gesehen hat, eine leichte
Bevorzugung von PCLLA. Auferdem scheinen die Zellen am schlechtesten auf der
reinen Poly(e-Caprolacton)-Probe zu wachsen. Insgesamt ergibt sich jedoch kein
statistisch signifikanter Effekt des e-Caprolacton-Anteils (ANOVA (Caprolacton-
haltig): p = 0,13). Vergleicht man jedoch die einzelnen e-Caprolacton-haltigen Po-
lymere untereinander, ergibt sich, dass auf Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) si-
gnifikant mehr Zellen wachsen als auf der reinen Poly(e-Caprolacton)-probe (ANO-
VA(PCLLA/PCL): p = 0,02). Der Vergleich der anderen caprolactonhaltigen
Polymere fiihrt nicht zu signifikanten Unterschieden, das heift, sie sind alle an-
ndhernd gleich gut fiir das Zellwachstum geeignet.
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PLGA wird sehr hiufig fiir Tissue-Engineering-Anwendungen genutzt. Haufig
wird 75% Lactid und 25% Glycolid verwendet [173, 295, 296|. Bei hoherem Gly-
colidanteil ldsst sich das Polymer zunehmend schlechter 16sen. Bei 50% Glycoli-
danteil ist es in organischen Losungsmitteln wie Chloroform kaum mehr zu l6sen.
Reines Polyglycolid lasst sich nur in hochfluorierten Losungsmitteln wie Hexafluo-
risopropanol 16sen.

Es wurden zwei verschiedene PLGA-Copolymere hergestellt, um herauszufinden,
ob es einen Grund dafiir gibt, dass in der Literatur meist PLGA (75/25) verwen-
det wird und nicht andere Zusammensetzungen, beispielsweise PLGA (80/20).
Es konnte keine Bevorzugung einer Copolymervariante gegeniiber der anderen
durch die Zellen gezeigt werden (ANOVA: p = 0,88, vgl. Abbildung 66).
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Abbildung 66: Vergleich des Zellwachstums auf zwei verschiedenen PLGA-Copolymeren (75/25)
und (80/20).

Abschliefsend lésst sich feststellen, dass der Einfluss der verschiedenen Polymere
auf das Zellwachstum sehr gering ist. Fiir die Anwendung bedeutet das, dass die
Polymere nach anderen Gesichtspunkten, wie den mechanischen Eigenschaften
oder auch der Degradationszeit ausgewahlt werden kénnen.

Einzig bei der Wahl zwischen PCLLA und PCL sprechen die Ergebnisse der Un-
tersuchungen mit den Rattenpriadipozyten fiir PCLLA.
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5.4.1.4 Differenzierung der Priadipozyten

Es wurde iiberpriift, ob die unterschiedlichen Oberflichen einen Einfluss auf die
Differenzierung der Praadipozyten haben. Praadipozyten differenzieren nur in
vivo, mochte man in vitro Differenzierung erreichen, muss Differenzierungsme-
dium zu den Zellen gegeben werden. Dieses enthilt unter anderem Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX), Cortisol und Indomethacin.

Die Zellen wuchsen wie bei den vorherigen Zellversuchen auf polymerbeschich-
tetem Glas bzw. unbeschichtetem Glas als Kontrolle. Die Oberflichen wurden
mit Olrot gefiarbt und in 4- und 10-facher Vergroferung fotografiert. Adipozyten
weisen durch das Anfirben der eingelagerten Fetttropfchen mit Olrot eine Rot-
farbung auf.

Bei den Tests wurde analysiert, ob die unterschiedlichen Substanzen (Polymere
oder Glas) oder Katalysatorriickstinde von der Herstellung der Polymere einen
Einfluss auf die Differenzierung der Priadipozyten haben.

Abbildung 67 zeigt die Ubersicht iiber die Ergebnisse von Zelllinie 1. Die Bilder
wurden bei 4-facher Vergroferung erstellt. Die Bilder wurden so sortiert, dass
Oberflachen, welche mit dem gleichen Polymer beschichtet wurden, untereinan-
der stehen. Die zinnkatalysierten Polymere sind mit a) gekennzeichnet, die eisen-
katalysierten Polymere mit b). Das einzeln stehende Bild zeigt die Glaskontrolle.
Die Préadipozyten sind langgestreckt, wiahrend die Adipozyten eine kugelige
Form besitzen. Als zusétzliches Unterscheidungsmerkmal dient das Anfarben der
in den Adipozyten eingelagerte Fetttrépfchen mit Olrot.

Auf den Oberflichen, welche mit Polymer beschichtet wurden, sind einige Adipo-
zyten zu sehen. Auf der Glasoberfliche dagegen erkennt man ausschlieklich Pra-
adipozyten. Zwischen den Polymeroberflichen gibt es aber kaum Unterschiede,
somit scheinen weder die Polymere noch die Katalystoren einen grofsen Einfluss
auf die Differenzierung der Zellen zu haben. Einzig auf dem Copolymer PCLLA
(¢)) scheinen sich mehr differenzierte Adipozyten zu befinden und es scheint somit
etwas besser geeignet zu sein als die anderen Oberflichen.
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5.4.1.5 Diskussion

Die 2D-Zellversuche legen nahe, dass weder der Katalysator noch das Polymer
in Kurzzeitexperimenten einen grofen Einfluss auf die Zellkompatibilitdt haben.
Dies passt zu Ergebnissen von M. Schappacher, welche humane Osteoprogeni-
torzellen auf Poly(e-Caprolacton)-beschichteten Glasplédttchen wachsen liefs. Die
Poly(e-Caprolacton)-Proben waren mit unterschiedlichen Katalysatoren synthe-
tisiert worden und es konnte keine Cytotoxizitit festgestellt werden [192].
Beziiglich der Polymersubstanzen liefs sich bei den Zellauszdhlungen der Ratten-
priaadipozyten feststellen, dass das Zellwachstum auf den Copolymer-Oberflichen
besser funktioniert als auf Poly(e-Caprolacton). Vergleiche der anderen Polymere
ergaben jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Aufgrund der kurzen Testdauer ist, aufer bei Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lac-
tid) (siehe Abbildung 59), nicht von einer beginnenden Degradation der Polyme-
re auszugehen. Folglich kamen die Zellen mit den Polymeren nur oberflichlich in
Kontakt. Es ist iberwiegend nicht davon auszugehen, dass Degradationsproduk-
te oder Katalysatorriickstédnde in die Losung gekommen sind. Eine Verldngerung
ware unmoglich gewesen, da bereits die Auszdhlungen am Tag 11 mit sinkenden
Zellzahlen zeigten, dass die Praadipozyten unter diesen Bedingungen nicht so
lange iiberleben koénnen.

Bei Poly(e-Caprolacton-co-DL-Lactid) ergibt sich jedoch innerhalb einer Woche
gewisse Degradation, so dass in dem Fall Degradationsprodukte in die Lésung
gekommen sein konnen. Dennoch kann man auch bei Poly(e-Caprolacton-co-DL-
Lactid) keine signifikante Vorliebe eines Katalysators beobachten. Aufgrund der
Kiirze der Zeit sind die 2D-Tests nur bedingt in der Lage gewebsrelevante Toxi-
zitdtseffekte abzubilden, sondern es wiirden eher akute Toxizitatseffekte deutlich
werden.

Bei den Differenzierungstests erwiesen sich die Polymere eindeutig dem puren
Glas iiberlegen. Die Polymere sind alle anndhernd gleich gut geeignet zur Dif-
ferenzierung der Priaadipozyten. Einzig auf dem Copolymer Poly(e-Caprolacton-
co-DL-Lactid) scheinen mehr Adipozyten zu sein und somit wirkt es geeigneter
zur Differentiation der Priadipozyten als die anderen Polymere.

Insgesamt empfiehlt sich PCLLA als interessanter Kandidat fiir die Rekonstruk-
tion von Fettgewebe.

122



5.4.2 3D-Untersuchungen: Einwachsverhalten der Zellen

Um die Scaffolds auf ihre Zelltauglichkeit zu testen, wurden Zelleinwachstums-
tests durchgefiihrt. Dabei wurden zwei verschiedene Zelllinien eingesetzt:

e Priadipozyten
e Periodentale Ligament Fibroblasten

Praadipozyten werden in der Rekonstruktion von Fettgewebe verwendet, peri-
odontale Ligament Fibroblasten in der Zahnmedizin. Diese beiden Zelltypen zu
vergleichen bietet sich an, weil Pridadipozyten den Fibroblasten morphologisch
sehr dhnlich sind, sie nehmen erst wihrend der Differenzierung Lipide auf und
werden zu den typischen runden Adipozyten [297].

Die Priaadipozyten wurden im Rahmen der Kooperation mit Dorothea Axel-Siegel
vom Universitatsklinikum Tiibingen von den Medizinisch-Technischen Assisten-
tinnen Birgit Schreiner und Ulrike Schmidt untersucht. Die periodontalen Liga-
ment Fibroblasten wurden von Susanne Proksch vom Universitétsklinikum Frei-
burg analysiert.

Fiir die Tests wurden Poly(e-Caprolacton)-Scaffolds mit unterschiedlichen Poren-
grofsen hergestellt. Bei den Praadipozyten wurden Scaffolds mit zuckergenerierten
Poren in der Grofe 125-150 pm und 800-1250 pm miteinander verglichen. Fiir
die Fibroblasten wurden Scaffolds mit Zuckerporen in den Grofen 150-250 pm
und 800-1250 pm verwendet.

5.4.2.1 Priadipozyten

Um die Zellkompatibilitit der Scaffolds zu testen wurden Viabilitédtstests mit
Fluoresceindiacetat durchgefiihrt. Fluoresceindiacetat ist ein unpolares, nicht fluo-
reszierendes Molekiil, welches durch Zellmembranen von lebenden Zellen diffun-
dieren kann [190]. In lebenden Zellen wird es durch zellinterne Esterasen in das
polare, griinleuchtende Fuorescein umgewandelt. Dieses verbleibt aufgrund seiner
Polaritét in den Zellen und firbt sie somit griin an [298]. Folglich lisst sich damit
iiberpriifen, ob die Zellen, welche auf dem Scaffold wachsen, leben oder nicht.
Fiir die Untersuchung wurden die Scaffolds in diinne Scheiben geschnitten. Als
Vergleich wurde das Zellwachstum direkt auf dem Zellkulturgefaft aus Polystyrol
getestet. Dabei zeigte sich, dass auf Polystyrol die Zellen deutlich weniger dicht
wachsen als auf dem Poly(e-Caprolacton)-scaffold, siche Abbildung 68.

Wie man allerdings auf Abbildung 68 auch erkennen kann, wuchsen die Zellen
zwar auf dem Scaffold, aber nicht in den Scaffold ein. Aufgrund der Hydrophobie
des Materials schwammen die Scaffolds anfangs auf dem Zellmedium. Teilweise
rutschten auch die Zellen durch die Poren des Scaffolds hindurch.
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Abbildung 68: Vergleich des Zellwachstums auf Polystyrol a) und einem Poly(e-Caprolacton)-
Scaffold b). Die Zellbesiedelung auf dem Scaffold ist deutlich dichter als auf dem Polystyrol.

Um ein Einwachsen der Zellen zu ermdglichen, wurden die Scaffolds bei den Fol-
geversuchen zunéchst in Zellmedium inkubiert. Erst nachdem die Scaffolds Zell-
medium aufgenommen hatten, wurden die Zellen auf die Scaffolds gegeben.

Es wurden verschiedene Porengrofien getestet:
e 125-150 pum
e 800-1240 pm

Der Scaffold mit den kleinen Porengrofen wird vollstindig von den Zellen be-
wachsen und zwar sowohl die Poren (Zucker und Dioxan-generiert) als auch auf
der Scaffoldoberflache (siehe Abbildung 69 a)). Das Zellwachstum in den M