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Zusammenfassung

Atherosklerose, eine systematische degenerative Erkrankung im Zusammenhang mit der
Bildung von Plaques in menschlichen GefaBen, bleibt die Hauptursache fiir Morbiditat
und Mortalitat im Bereich der kardiovaskularen Gesundheitsprobleme mit der Sterblich-
keitsrate von 55%. Die Implantation von Stents ist eine Ubliche Methode, verengte oder
verschlossene BlutgefaBe fir den Blutfluss zu 6ffnen. Sie hat das Risiko von Komplikati-
onen und Restenosen deutlich gesunken. Allerdings existiert noch keine wirksame The-
rapie zur Entfernung von atherosklerotischen Plagues in menschlichen GefaBen und die
Verengung der BlutgefaBe ist jedoch auch bei Stentimplantation immer noch ein medi-
zinisches Problem, dem mit der Beschichtung der Stents begegnet werden soll.

CARANAT zielt auf die Entwicklung, Charakterisierung und Untersuchung einer neuen
Generation von bioaktiven Stents ab, die in der Lage ist, mit dem Cholesterin der athero-
sklerotischen Plaque in einem menschlichen BlutgefaB zu interagieren und deren Abbau
und Verstoffwechslung auszuldsen. Das Ziel des Teilprojektes IKTS besteht darin, eine
chemische Funktionalisierung von Nanodiamanten (DND) zu entwickeln, die mit lipophi-
len organischen Gruppen den Abtransport von Cholesterin férdert. In Kooperation mit
den anderen Projektpartnern arbeitet IKTS an der Definition des Anforderungsprofils an
die Stentbeschichtung, Spezifikation und ihrer regelmaBigen Aktualisierung. Um das Ab-
bauverhalten der Stentbeschichtungen in vitro zu untersuchen, wird ein Konzept eines
experimentellen, modellbasierten Flssigkeitszirkulationssystems am Fraunhofer IKTS
entwickelt und angewendet. Die Stents werden unter isothermen und isobaren Bedin-
gungen und pulsierendem Stromungsprofil einer kinstlichen Korperflissigkeit ausge-
setzt.

Der Bericht stellt die wesentlichen wissenschaftlichen und technischen Ergebnisse aus

der Bearbeitung des Teilprojektes des Fraunhofer IKTS dar. Der Bericht bezieht sich auf
den Projektzeitraum 01.08.2021 — 31.07.2024.
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1 Darstellung der wichtigsten wissenschaftlich-tech-  ewgebnisse
nischen Ergebnisse

1.1 Aufgabenubersicht
Zu den Hauptaufgaben des IKTS im Verbundvorhaben gehort

* Im Arbeitspaket 3: Chemische Funktionalisierung von Nanopartikeln

* Chemische Funktionalisierung von DND entsprechend Funktionalisierungsschema
zum Abtransport von Cholesterin mit lipophilen organischen Gruppen

* Abscheidung organischer Riickstande mittels kovalenter Modifikation von Diazo-
niumsalzen

 Untersuchung der funktionellen Oberflachengruppen mit FTIR und thermogravi-
metrischer Analyse

* Kontaktwinkelmessung zur Bestimmung der Benetzbarkeit der Endbeschichtung

* Analytische Titration zur Bewertung der Oberflachenbelastbarkeit

* Untersuchung der Stabilitat der Beschichtungen und Kinetik der ND-Freisetzung
mithilfe von UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie, vitro-fluiddynamischen Tests,
SEM und dynamischer Lichtstreuung.

* Im Arbeitspaket 4: Entwicklung einer biologisch abbaubaren Stent-beschich-
tung mit eingebeteten Nanopartikeln (in Kooperation mit Konsortiumpart-
nern)

* Entwicklung von biologisch abbaubaren Kompositbeschichtungen auf der Basis von
Polylaktid (PLA) oder Polycaprolacton (PCL) und dem Einbau von funktionalisierten
DND

* Bestimmung einer geeigneten ND-Konzentration zur physikalisch-chemischen und
mechanischen Eigenschaftsoptimierung sowie zur gewUlnschten biologischen Akti-
vitat

* Vergleich der Eigenschaften der Beschichtungen in unterschiedlichen Konzentrati-
onen

* Herstellung der Proben in folgenden Schritten
- Entwicklung der Technologie fir die Herstellung von homogenen Kompositen

aus NP und Polymer unter Verwendung von Ultraschalldispersion

Auswahl der Parameter flr die Beschichtungsabscheidung (aerodynamische, ge-
ometrische Parameter, thermische Parameter (Heizen-Kihlen), um eine Beschich-
tung ohne Tropfen, mit guter Haftung und optimaler Dicke zu erreichen, Koffer-
damme, Inhomogenitaten und Delamination zu vermeiden, wahrend die homo-
gene Verteilung von NP im gesamten Volumen der Polymermatrix gewahrleistet
ist

- Untersuchung der physikalisch-chemischen Eigenschaften der Beschichtungen

* Optische Analyse zur Untersuchung der Stentpolymerzusammensetzung und auf-
getragenen Schichtdicke des Stent-Polymer-NP-Systems durch Licht- und SEM-Un-
tersuchungen

* Durchflihrung von Réntgenbild Strukturanalyse, FTIR-Spektroskopie, Thermogravi-
metrie, Differential-Scanning-Kalorimetrie, Prifung der Beschichtung nach Stent-
Deformation (Crimpen, Dilatation), sowie in vitro- und in vivo-Studien zur weiteren
Charakterisierung.
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* Im Arbeitspaket 5: Versuchsaufbau und Experimente zur Untersuchung der

in-vitro-Degradation

* Entwicklung und Anwendung eines experimentellen, modellbasierten Fllssigkeits-
zirkulationssystems zur Untersuchung des Abbauverhaltens der Stentbeschichtun-
gen in vitro

* Untersuchung der Stents in einer kinstlichen Korperflissigkeit (kinstliches Blut-
plasma, Hank's Balanced Salt Solution, Dulbecco's Modified Eagle Medium, Eagle's
Minimum Essential Medium) unter isothermen und isobaren Bedingungen und pul-
sierendem Strémungsprofil

* Durchflihrung von Mittel- und Langzeitexperimenten (bis zu 3 Monate) sowie be-
schleunigte Tests unter verschiedenen Belastungsfaktoren

* Periodische Probenentnahme aus dem fluidischen System fir eine detaillierte Bild-
analyse, Massenverlustuntersuchungen (gravimetrische Analyse) und Abschatzung
der wichtigsten Materialeigenschaften (chemische Verdnderungen, mechanische
Eigenschaften des gesamten Stents, Dicke der verbleibenden Beschichtung, Kristal-
linitatsgrad etc.) zur Uberwachung des Degradationsprozesses

* Einsatz von Energiedispersive Rontgenanalyse (EDX), Réntgenphotoelektronen-
spektroskopie (XPS), XRD, FTIR und Raman-Spektroskopie

* Durchflhrung von ICP-MS-Experimenten zur Untersuchung von chemischen Ver-
andrungen

* Korrelation zwischen den Ergebnissen der Degradationstests und die Untersuchung
des Plagueauflésungsvermdgen in AP6

* Erstellung von Degradationsprofilen der Stentoberflachen.

1.2 Stand der Arbeiten im Arbeitsplan IKTS

Alle Arbeiten haben einen guten Stand der Bearbeitung. Es bestehen gute Aussichten
innerhalb des verbleibenden Zeitraums die Bearbeitung des Projektes erfolgreich abzu-
schlieBen. In der nachfolgenden Tabelle (Abb. 1) sind die Arbeitspakete mit Status auf-
gelistet

Arbeitspaket Status
AP3 Chemische Funktionalisierung von Nanopartikeln abgeschlos-
sen
AP4 Entwicklung einer biologisch abbaubaren Stent-beschichtung mit abgeschlos-
eingebeteten Nanopartikeln sen

AP5 Versuchsaufbau und Experimente zur Untersuchung der in-vitro-De-  abgeschlos-
gradation sen

1.3 Beschreibung der Projektergebnisse in den Arbeitspake-
ten IKTS

1.3.1  Arbeitspaket 3: Chemische Funktionalisierung von Nanopartikeln
1.3.1.1 Verwendung von Nanopartikeln fiir biomedizinische Anwendungen

Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind nach wie vor die haufigste Todesursache weltweit (EU-
ROSTAT, 2009). Sie umfassen eine Vielzahl von Problemen, die das Kreislaufsystem be-
treffen; allein im Jahr 2016 gab es in der Europaischen Union 1,38 Millionen Todesfalle
im Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen, was 35,7 % aller Todesfalle
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Abb.1 Status der Bearbeitung

von Arbeitspaketen IKTS
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weltweit und 37,2 % in Deutschland entspricht (Wilkins et al., 2017). Die Mehrzahl der
Todesfalle steht im Zusammenhang mit der obstruktiven koronaren Herzkrankheit (KHK).
Die koronare Herzkrankheit ist die Verengung oder Obstruktion einer oder mehrerer Ko-
ronararterien die fur die Blutversorgung des Herzmuskels verantwortlich sind (Bowen et
al., 2016). Eine allmahliche Obstruktion der BlutgefaBe wird in der Regel durch Athero-
sklerose verursacht (Hansson, 2005). Je nach dem Schweregrad der Erkrankung gibt es
viele Moglichkeiten der Behandlung. Dazu gehéren oral verabreichte Medikamente, An-
gioplastie, Stentimplantation, Katheterisierung, Atherektomie und Bypass-Operation (de
Mel et al., 2008; laizzo, 2015).

Atherosklerose ist ein chronischer Entzlindungszustand, bei dem sich die Arterienwande
aufgrund von Immunzellen, Fett und Cholesterinablagerungen, entlang der Arterien an-
sammeln (Lobatto et al., 2011; Sanchez-Gaytan et al., 2015). Es handelt sich in erster nie
um einen lipidgesteuerten Mechanismus, der durch die Anhaufung von Lipoprotein-Par-
tikeln niedriger Dichte und Restlipoprotein sowie einen aktiven Entziindungsmechanis-
mus in den arteriellen Schwerpunktbereichen (Pahwa und Jialal, 2020). Diese Plaques
koénnen verkalken, an GroBe zunehmen, die Arterie verstopfen und die Sauerstoff- und
Nahrstoffzufuhr des Blutes behindern (laizzo, 2015). Wenn die Lasionen ausreichend
grof3 werden, kann es zu einer akuten Verstopfung durch eine Plagueruptur auftreten,
die einen Thrombus bildet, der zu einem Infarkt oder Schlaganfall fihren kann (Frias et
al., 2004).

Das initiierende Element der Atherogenese ist die Ansammlung von Lipoproteinpartikeln,
die ApoB enthalten, in der Arterienwand. Zu den schadlichen lokalen Auswirkungen der
Partikelretention gehort nicht nur die Aggregation der in den Partikeln enthaltenen Lip-
idmolekile, sondern auch eine verlangerte Anfalligkeit dieser Partikel fir lokale Enzyme
und andere Faktoren in der GefaBwand. Dadurch wird ihre Retention erhéht, und Mak-
rophagen und glatte GefaBmuskelzellen nehmen das Protein-Lipid-Material auf, was zur
Entwicklung von Schaumzellen und letztlich zum Wachstum atherosklerotischer Plaques
beitragt (Ala-Korpela, 2019).

Kardiovaskulare Operationen, Herzoperationen und Angioplastie sind Techniken zur Be-
handlung von arteriosklerotischen GefaBschaden und zur Offnung oder Erweiterung von
BlutgefaBen, die im Allgemeinen eine langanhaltende Wirkung auf den Empfanger ha-
ben. In einigen Fallen kédnnen diese Behandlungen Nebenwirkungen haben, die eine Ver-
engung des GefaBes oder eine Restenose beglinstigen. Restenose ist ein weit verbreite-
tes Problem im Zusammenhang mit dem erneuten Auftreten einer Stenose, einer Veren-
gung der BlutgefaBe als Reaktion auf eine mechanische Beschadigung, die zu neointi-
maler Hyperplasie und einem Umbau der GefaBwande fihrt, was wiederum eine Ent-
zUndung und einen verminderten Blutfluss zur Folge hat (Lobatto et al., 2011). Neointi-
male Hyperplasie ist das Wachstum und die Invasion von glatten GefaBmuskelzellen in
der Tunica intima, die zu einer Verdickung der Arterienwande flhrt und somit das Lumen
der Arterie verengt, und die Hauptursache fir Restenose nach Koronarchirurgie wie An-
gioplastie oder Stenting ist (laizzo, 2015; Libby et al., 2011; Prabhu und Hossainy, 2007).

FUr die Durchfihrung von interventionellen Verfahren zur Behandlung koronarer Herz-
krankheiten sind spezielle medizinische Instrumente erforderlich. Bei der koronaren An-
gioplastie wird die Arterie mit Hilfe von Ballonkathetern aufgeblasen und wieder ge&ff-
net, so dass der natdrliche Blutfluss wieder moglich wird. Eine weitere gangige Technik
ist die Verwendung von Koronarstents, die eingesetzt werden, um eine Arterienveren-
gung zu verzégern oder Atherosklerose zu behandeln (siehe Abbildung 2).

Abb.2 Schematische Darstel-
lung einer atherosklerotischen

- -~ fahrens

Plaque Stent Plaque

Atherosclerotic artery Stenting Stented artery
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Nanodiamanten

Die aktuelle Forschung konzentriert sich auf verbesserte Stent-Beschichtungen, die es
ermadglichen, dass Stents als Vektoren fur die lokale Verteilung von Medikamenten die-
nen und als induktives GerUst flr die endotheliale Reparatur fungieren kénnen. Die In-
tegration von Mikro- und Nanotechnologie in der Stentarchitektur kénnte die Vielseitig-
keit der lokalen Medikamentenfreisetzung erhdhen und das Potenzial flr eine gezielte
Therapie am implantierten Stent aufzeigen. Die Modifizierung der Stentoberflache
kdnnte auch zu Veranderungen der Eigenschaften der Blutinteraktion und der Medika-
mentenverteilung fihren, um die Restenose zu verringern und die Endothelialisierung zu
beschleunigen (Moravej und Mantovani, 2011).

Der Schwerpunkt liegt auf Nanopartikeln und Nanogeraten fir ein breites Spektrum bi-
omedizinischer Anwendungen wie Bildgebung, Tissue Engineering, Kosmetik, Pharma-
zie, Medikamentenabgabe und antimikrobielle Beschichtungen (Choi et al., 2009). Na-
nopartikel haben verschiedene Eigenschaften und unterschiedliche Funktionalitaten mit
Variationen in (1) GroBe, die von einigen zehn Nanometern bis hin zu Partikeln im Mik-
rometerbereich reichen; (2) Formen, die von klassischen kugelférmigen Partikeln bis hin
zu zylindrischen und konischen Partikeln reichen; (3) Oberflachenfunktionalisierungen
mit einer Vielzahl von elektrostatischen Ladungen und biomolekularen Konjugationen
(Godin et al., 2010).

Diamant-Nanopartikel nehmen eine besondere Nische unter den Nanomaterialien ein,
da sie eine Kombination aus ausgezeichneter mechanischer Belastbarkeit, chemischer
Bestandigkeit, dynamischer Oberflachenchemie, Biokompatibilitdt und einzigartigen op-
tischen und elektronischen Eigenschaften aufweisen (Nunn et al., 2017). Es besteht ein
wachsendes Interesse an Nanodiamanten als mogliche Alternative flr die Verbesserung
von biomedizinischen Anwendungen.

1960 wurden Nanodiamanten (ND) erstmals durch Detonation mittels GraphitstoBkom-
pression synthetisiert. Kommerziell erhaltliche Nanodiamanten konnen heutzutage durch
verschiedene Methoden gewonnen werden: unterstitzte chemische Gasphasenabschei-
dung, Hochenergie-Kugelmahlen bei hohem Druck und hoher Temperatur, lonenbe-
strahlung von Grafit, Laserablation, Autoklavensynthese aus Uberkritischen Flissigkeiten,
Chlorierung von Carbiden, aber die haufigste Methode ist die Detonation. Detonations-
ND werden mit Sprengstoffen wie 2,4,6-Trinitrotoluol (TNT) und 1,3,5-Trinitro-1,3,5-Tri-
azacyclohexan (RDX) in Gegenwart von N;, CO, und festem H,O in einer geschlossenen
Metallkammer hergestellt. Die erhaltenen Nanopartikel haben eine GréBe von 4-5 nm,
was klein genug ist, um in den menschlichen Korper einzudringen (Danilenko, 2004;
Mochalin et al., 2012).

Detonations-ND sind im Handel als Pulver mit einer durchschnittlichen EinheitsgroBe von
4-5 nm erhaltlich und kénnen kostenglnstig und in groBen Mengen synthetisiert wer-
den. Im Gegensatz dazu weisen ihre Partikel- und Filmformen eine hohe Biokompatibili-
tat und geringe Toxizitat auf. (Busch et al., 2014; Jeewandara et al., 2014).

Weitere nutzliche Eigenschaften von NDs sind ihre groBe funktionelle Oberflache (300
bis 400 m%/g) und ihre hohe Affinitat zur Adsorption von Proteinen, Enzymen und ande-
ren biologischen Molekulen. Gut kontrollierte GréBen und Formen kénnen das Potenzial
flr die Verabreichung von Medikamenten in biologischen Anwendungen verbessern
(Schrand et al., 2009). Auf der DND-Oberflache finden sich verschiedene funktionelle
Gruppen, darunter Wasserstoff-, Carboxyl-, Hydroxy-, Keton-, Lacton- und manchmal
auch Alkylgruppen. Diese Gruppen konnen Uber intermolekulare Oberflachenkrafte wie
van der Waals, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Wasserstoff und kovalente Bindungen
miteinander interagieren und Kernaggregate bilden. Diese funktionellen Gruppen kon-
nen modifiziert werden, oder es kénnen neue Gruppen angefligt werden (Badea und
Kaur, 2013).
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Es wurde eine Vielzahl von Funktionalisierungsverfahren entwickelt, um Oberflachen-
gruppen an NDs anzubringen, unter anderem Aminofunktionalitaten fiir die Bioanwen-
dung und die Anbringung von Biotin, Streptavidin und Peptidnukleinsauren. Diese und
viele andere Eigenschaften zeigen, dass NDs in einer Vielzahl von Klassen verwendet
werden koénnen und auch fir zuklnftige Implementierungen in verschiedenen Umge-
bungen ideal sind (Nunn et al., 2017).

Nanodiamanten sind ein aussichtsreiches Material fir biologische Anwendungen im All-
gemeinen, da sie mechanisch und chemisch stabil sind und nur in sehr geringem MaBe
unspezifisches biologisches Material an ihrer Oberflache adsorbieren. Im Vergleich dazu
gelten Diamantverbindungen als wenig oder gar nicht schadlich fir lebende Zellen, so
dass es moglich ist, das Material fir Implantatbeschichtungen und andere biologische
Anwendungen zu nutzen (Krlger et al., 2006).

In der Natur sind High-Density-Lipoproteine (HDL), bestehend aus Apolipoprotein A1
(apoA1) und Phospholipiden, die einen Kern aus Cholesterinestern und Triglyceriden um-
geben, daflr verantwortlich, Gberschissiges zellulares Cholesterin aus den peripheren
Geweben zu entfernen und zurlick zur Leber zu transportieren, und zwar in einem
atheroprotektiven Prozess, der als reverser Cholesterintransport (RCT) bezeichnet wird.
Es wird angenommen, dass der RCT ein Schutzmechanismus gegen Herz-Kreislauf-Er-
krankungen ist. Die Erhéhung des HDL-Spiegels ist eine vielversprechende therapeutische
Strategie zur Vorbeugung und méglichen Umkehrung der Atherosklerose durch die Er-
héhung des RCT.

Der Hauptzweck der hergestellten, modifizierten Nanodiamanten ist die Nachahmung
der HDL-Cholesterin-Wechselwirkung, die im menschlichen Blut, wahrend der RCT na-
tdrlich auftritt. Es ist davon auszugehen, dass die modifizierten NanopartikeIND,s auf-
grund des biologischen Abbaus der Beschichtung von der Oberflache der Stents eluiert
werden und den Cholesterinausfluss erleichtern.

1.3.1.2 Chemische Funktionalisierung von Nanopartikeln

Chemische Funktionalisierung von Nanodiamanten

Nanodiamanten sind ein kostenglinstiges und vielversprechendes Material fir medizini-
sche und biologische Anwendungen, das in groBem MaBstab synthetisiert werden kann
und Uber hervorragende optische Eigenschaften und eine einzigartige Struktur verflgt.
lhre Oberflachenchemie ist die Grundlage fir die Funktionalisierung, da sie mehrere
kovalente Abschlisse auf ihrer Oberflache enthalten, doch sind fur praktische Anwen-
dungen maoglicherweise bestimmte Modifikationen erforderlich. Diverse biomedizinische
Anwendungen wie die Verabreichung von Medikamenten und Bio-Imaging hangen von
der Modifizierung der Oberflache ab und kénnen durch die Verteilung, Stabilitat und Art
der chemischen Funktionalisierung beeinflusst werden (Lai und Barnard, 2015).

Um NDs funktionalisieren zu kénnen, muss die Ausgangsoberflache modifiziert werden.
Diese Veranderung kann mit verschiedenen Techniken erfolgen. In dieser Arbeit wird die
Oberflachenchemie durch Oxidations- und Reduktionstechniken verandert. Um eine ein-
heitliche Schicht von COOH-Gruppen auf der Diamantoberflache zu erzeugen, ist eine
maximale Oxidation erforderlich, die mit Hilfe der Luftoxidationstechnik durchgeflhrt
wird. Eine weitere Reduktion bestehender Oberflachengruppen, die C=0-Gruppen wie
Ketone tragen, ist notwendig. Die OH-Gruppen kdnnten dann fir weitere Reaktionen
genutzt werden. Diese Reduktion der Sauregruppen wird mit der Boran-Reduktionsme-
thode durchgefiihrt. Nach den Oxidations- und Reduktionsschritten erfolgt die abschlie-
Bende Funktionalisierung der Nanodiamanten, um aromatische Gruppen auf der Ober-
flache durch Arylierung einzufthren. Die erfolgreiche Modifizierung der ND wird mit
Hilfe der Fourier-Transformierten-Infrarot-Spektroskopie bewertet.
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Die Oberflache von Detonation ND weist eine Vielzahl von funktionellen Gruppen auf,
die ihr Biofunktionspotenzial verringern. Da die urspringliche Oberflachenbeschaffen-
heit die Qualitat des endgultigen funktionalisierten Materials und dessen Anwendungen
beeinflusst, muss die Oberflache der Nanopartikel moglichst homogen sein. In dieser
Arbeit wurden unbehandelte ND einer Trockenoxidation und Hydroxylierung unterzo-
gen, um vor der endgultigen Funktionalisierung mit aromatischen Diazoniumsalzen eine
homogene Oberflache zu erhalten.

Oxidation der Nanodiamanten

Um eine homogene Schicht von COOH-Gruppen auf der Nanodiamantenoberflache zu
erzeugen, wird das Verfahren der Hochtemperatur-Luftoxidationstechnik angewandt.
Dazu wurde eine Schicht unbehandelter Nanodiamanten (ND) in Keramikschalen gefillt,
so dass der Boden weitgehend bedeckt war, und in einen Hochtemperaturofen gegeben.
Es wurden mehrere Keramikschalen verwendet, um eine Anhaufung der Nanodiamanten
in einer dicken Pulverschicht zu vermeiden und damit die Chance zu erhéhen, dass die
Nanodiamanten der Luftoxidation in hoherem MalBe ausgesetzt werden. In jede Schale
(Durchmesser: ca. 6 cm) wurden ca. 800 mg detonierte Nanodiamanten, wie in Abbil-
dung 3a, gegeben. Die Oxidation erfolgte in einem HTK 17/17-Ofen durch Ausgliihen
an der Umgebungsluft bei 415° C fir 5 Stunden mit einer Heizrate von 20 K/min. Die
Oxidation erfolgt auf diesem Wege jedoch nur unzureichend. Manche funktionellen
Gruppen, wie zum Beispiel tertiare Alkohole sind der Oxidation nicht zuganglich. Aus
diesem Grund wird zusatzlich zur Oxidierung eine Reduktion zur Erzeugung einer homo-
genen Oberflache durchgefihrt.

Hydroxylierung der Nanodiamanten

Um die Menge an OH-Gruppen an der Oberflache der Nanodiamanten zu erhdhen
wurde die Hydroxylierung nach dem Protokoll der Boranreduktion durchgefihrt, das zu-
vor von Kriger et al. (2006) und Edington et al. beschrieben wurde. Durch den Einsatz
von Boran als Reduktionsmittel ist es mdglich, die vorhandenen Carbonylgruppen bei-
nahe vollstandig in Alkoholfunktionen umzuwandeln. In einem Rundkolben wurden 2 g
oxidierte Nanodiamanten (ND-COOH) in 120 ml trockenem Tetrahydrofuran (THF) sus-
pendiert. 5 ml 1,0 M Borantetrahydrofuran (BH 3 #THF) wurden tropfchenweise unter
RUhren hinzugefugt. Um ein Sieden der Mischung zu verhindern, wurde der Kolben mit
der ND-Suspension mit einem Glaskondensator verbunden und dann mit Hilfe von Kah-
lerhaltern Gber einem Olbad fixiert, wie in Abbildung 3b zu sehen ist. Das Gemisch wurde
24 Stunden lang in einer inerten Umgebung (Stickstoff) bei 64 °C unter Verwendung
des Olbads zur Temperaturerhaltung refluxiert.

AnschlieBend wurde das Gemisch nach Abkuihlung auf Raumtemperatur mit 2 M HCL
hydrolysiert, bis die Wasserstoffentwicklung beendet war und keine deutlichen Luftbla-
sen mehr zu sehen waren. Das feste Produkt wurde mittels Zentrifugierung isoliert. An-
schlieBend wurden die hydroxylierten Nanodiamanten (ND-OH) viermal mit ultrareinem
Wasser (ddH20) und dreimal mit Aceton gewaschen. Jeder Waschzyklus umfasste eine
10-minGtige Resuspendierung mit Ultraschall, eine 30-minttige Zentrifugation bei 15000
U/min und den Austausch des Uberstands durch frisches Losungsmittel. Die Probe wurde
Uber Nacht im Vakuumexsikkator getrocknet
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Abb.3 Versuchsaufbau zur a)
Oxidation b) Hydroxylierung.
) Arylierung

Arylierung der Nanodiamanten

Nachdem durch Homogenisierung eine einheitliche Oberflache zur Verfligung steht,
kann diese gezielt durch Arylierung modifiziert werden. Durch eine Diazoniumsalzreak-
tion werden aromatische Gruppen an die Oberflache gebunden. Die Arylierung von Di-
amantenpulver erfolgte durch Zugabe von 10 g Aminobenzoesaure und 5 mL Amylnitrit
zu 10 mL einer wassrigen Diamantsuspension, die 1,5 g Diamant enthielt. Amylnitrit
wurde fir die In-situ-Erzeugung von Diazoniumsalzen verwendet (Liang et al. 2009). Das
von der Aminobenzoesaure abgeleitete Diazoniumsalz wurde Uber die Click-Chemie-
Methode (Poonthiyil et al. 2018) an die NDs konjugiert, wobei die Suspension 15 Stun-
den lang bei 80 °C auf einer Heizplatte gerthrt wurde, wie in Abbildung 3c zu sehen.

Das im obigen Abschnitt beschriebene Waschverfahren wurde nach dem Abkuhlen
durchgeflhrt. Bis zu 5 Waschzyklen in Wasser und 15 in Aceton waren nétig, um nach
der Zentrifugation einen transparenten Uberstand zu erhalten und sicherzustellen, dass
Uberschissige Aminobenzoesaure und andere Reste entfernt wurden. Abbildung 4 zeigt
den Uberstand nach unterschiedlicher Anzahl von Waschzyklen. Dieser war zunachst
dunkelrot bis braunlich und veranderte sich mit mehrmaligem Waschen hin zu gelb, bis
er schlieBlich transparent war. Nach dieser Prozedur wurden die akylierten Nanodiaman-
ten Uber Nacht in einem Vakuum-Exsikkator getrocknet. Nach dem Trocknen wurde das
ND-Pulver durch Zerkleinern der agglomerierten Probe in einem nicht reaktiven StoBel
hergestellt, wie in Abbildung 4a dargestellt.

Abb.4a Herstellung von ND-
Pulver durch Zerkleinern der
agglomerierten Probe in einem
nicht reaktiven StoBel
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Deagglomeration der Nanodiamanten

Die PartikelgréBe von Detonations-Nanodiamanten liegt zwischen 4 und 5 nm, aber sie
aggregieren in der Regel zu groBen Agglomeraten, die eine GréBe im Mikrometerbereich
erreichen kénnen. Wie zuvor beschrieben, besitzen NDs eine groBe Oberflache, die von
einer Vielzahl funktioneller Gruppen bedeckt ist. Diese Oberflachengruppen einer ND
interagieren und verbinden sich mit funktionellen Gruppen benachbarter NDs durch ver-
schiedene Arten von intermolekularen Wechselwirkungen wie van der Waals, Dipol-Di-
pol- und Wasserstoffbriickenbindungen (Badea, 2013). Zusatzlich konnen kovalente Bin-
dungen zwischen Primarteilchen gebildet werden, die so genannte Kernagglomerate bil-
den. Hauptgrund fir die Agglomeration sind elektrostatische Krafte die durch entgegen-
gesetzt geladene Facetten polyedrisch geformter NDs hervorgerufen werden (Chang,
2011).

Wie bereits erwahnt, sind groBe ND-Agglomerate flr ihre Verwendung in biomedizini-
schen Anwendungen nicht wiinschenswert, da sie die Fahigkeit dieser Partikel behindern
konnen, biologische Barrieren zu Uberwinden und ihr beabsichtigtes Ziel zu erreichen,
um den beabsichtigten therapeutischen Zweck zu erreichen. In diesem Fall zeigten die
DLS-Ergebnisse das Vorhandensein von Agglomeraten mit einer GréBe von mehreren
100 nm in der carboxylierten ND-Probe, so dass zwei Deagglomerationstechniken sepa-
rat getestet wurden, um diese groBen Agglomerate zu beseitigen. Es ist erwiesen, dass
die Deagglomeration von NDs nicht durch einfache Bad-Ultraschallbehandlung erreicht
werden kann (Krliger, 2005), weshalb drei fortschrittlichere Techniken mit nachgewie-
sener Wirksamkeit zur Deagglomeration von NDs eingesetzt wurden: Salzunterstitzte
Oxidation (SAAQ), Salzunterstltzte Ultraschalldeaggregation (SAUD), Sonden-Ultra-
schallbehandlung und Purifikation mit HCL. Die versuchte Deagglomeration wurde be-
wusst im ersten Schritt der Funktionalisierung angesetzt, damit weitere Funktionalisie-
rungen homogen Uber die ganze Oberflache der separaten ND erfolgen kann und nicht
bloB an den auBeren Kanten der Agglomerate stattfindet. Zwei der Verfahren wurden
bereits vor bzw. wahrend dem ersten Funktionalisierungsschritt (Oxidation) angewandt,
die anderen beiden danach. Die unterschiedlichen Verfahren wurden durchgefiihrt und
bereits zu Teilen untersucht. Ein ganzheitlicher Vergleich ist im nachsten Schritt geplant,
nachdem alle ND mittels DLS auf ihre PartikelgréBe bestimmt wurden.

Salzgestiitzte Luftoxidation

Die NDs wurden einer salzunterstltzten Luftoxidationsbehandlung (SAAQ) unterzogen,
um die graphitische Schale und die amorphen Kohlenstoffspuren auf den Partikeln zu
reduzieren. DarUber hinaus ist diese Behandlung nitzlich, um die Oberflachenchemie der
NDs zu homogenisieren, indem ein GroBteil der Carboxylgruppen auf ihrer Oberflache
eingefihrt wird (Zhang, 2021). Bei der SAAO-Behandlung werden NaCl-Kristalle mit NDs
gemischt und das Gemisch einige Stunden lang in einer sauerstoffhaltigen Atmosphare
Temperaturen zwischen 400 und 500 °C ausgesetzt. Das NaCl erzeugt beim Erhitzen
eine "Atzatmosphare", die die Oxidation der NDs beschleunigt und die Kohlenstoff- und
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Metallverunreinigungen auf der Oberflache der NDs atzt. Sie soll vor allem der Deagglo-
meration der ND dienen und zusétzlich eine glattere Oberflache erzeugen.

Als Ausgangsmaterial dienten 140 nm groBe Detonations-Nanodiamanten mit einem
negativen Zetapotenzial von 2 % Asche, die von Adamas Nanotechnologies bezogen
wurden. Die NDs in Pulverform wurden mit NaCl in Laborqualitat (Carl Roth) in einem
Massenverhaltnis von 1:5 (NDs:NaCl) gemischt. Das Gemisch wurde in Keramiktiegeln
deponiert und an der Luft bei 415 °C 5 Stunden lang erhitzt. Das Gemisch wurde bei
Raumtemperatur abgekihlt und anschlieBend gewogen, um den Masseverlust nach der
thermischen Behandlung zu berechnen. Die Mischung wurde in Reinstwasser (Direct-Q
3 UV von Merck Millipore) dispergiert und in einem Wasser-Ultraschallgerat (Bandelin
Sonorex RK 100) bei 45 kHz fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur beschallt. Dann wurden
die NDs gewaschen, um das NaCl in der Probe zu entfernen mit ultrareinem Wasser
durch Zentrifugation mit einer Sigma 3-16p Zentrifuge (Sigma Laborzentrifugen GmbH)
wie folgt: 1000 RCF fir 5 min., 3000 RCF fur 5 min., 8000 RCF fir 10 min. und 8000
RCF fur 20 Min. Der Uberstand wurde nach jedem Zentrifugationsschritt aufgefangen
und die NaCl-Konzentration wurde mit einer Standardtitrationsmethode fiir die Quanti-
fizierung von Chloridionen, der so genannten Mohr'schen Titration, gemessen. Das Pra-
zipitat der Probe wurde 48 Stunden lang in einem Exsikkator getrocknet. Um mit den
nachsten Schritten im Funktionalisierungsschema der NDs fortzufahren, muss der NaCl-
Gehalt entfernt werden. Um sicherzustellen, dass kein NaCl mehr mit den NDs vermischt
ist, wurde eine Analysetechnik, die so genannte Mohrsche Titration, verwendet, um den
NaCl-Gehalt des Uberstandes nach jedem Zentrifugationsschritt im ND-Waschprozess zu
guantifizieren.

Die Mohrsche Titration ist eine analytische Standardmethode, die die Quantifizierung von
Chloridionen in einer Ldésung unter Verwendung einer Silbernitratiosung (AgNO3) als
Titriermittel und einer Kaliumchromatlésung (K2CrO4) als Indikator erméglicht. Die Ag+-
lonen aus AgNO3 reagieren bevorzugt mit den Cl--lonen von NaCl in der Lésung und
bilden AgCl, einen weiBen Niederschlag. Wenn dann keine freien Cl--lonen mehr in der
Losung vorhanden sind, reagiert Ag+ mit den Chromat-lonen aus Kaliumchromat und
bildet Ag2CrO4, einen roten Niederschlag. Dieser Farbumschlag bestimmt das Ende der
Titration. Zu diesem Zweck wurde eine 0,1 M Silbernitratlosung hergestellt, indem 9 g
AgNO3 (Alfa Aesar) in 500 ml ultrareinem Wasser. In ahnlicher Weise wurde 1 g K2CrO4
(EMSURE) in 20 ml ultrareinem Wasser geldst, um eine 5%ige K2CrO4-Lésung zu erhal-
ten. Der nach jedem Zentrifugationsschritt aufgefangene Uberstand wurde verdinnt,
indem 20 ml der Probe in einen 100-ml-Messkolben pipettiert und mit DI-Wasser aufge-
fllt wurde, bis der Kolben voll war. Dann wurden 25 ml der verdinnten Probe in einem
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Abb.5 Mohrsche Titration
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Erlenmeyerkolben Uberflhrt und 40 pl der Kaliumchromatlésung zugegeben. Anschlie-
Bend wurde das Gemisch unter standigem Rihren mit 0,1 M Silbernitratldsung titriert,
bis die Probe eine rotbraune Farbe angenommen hat. Dann wurde die NaCl-Konzentra-
tion anhand des aufgezeichneten Volumens an Silbernitrat berechnet, das zur Beobach-
tung der um den Farbumschlag in der Probe zu beobachten.

Nachdem die Abwesenheit von NaCl in den ND-Proben durch die Mohrsche Titrations-
methode bestatigt wurde, wurde die Oberflachenchemie der ND-Probe mittels FTIR ana-
lysiert. Zusatzlich wurde die Probe durch DLS und TEM charakterisiert, um Informationen
Uber die Morphologie und GréBe der NDs zu erhalten, nachdem sie durch die NaCl-
Kristalle wahrend der SAAO geatzt wurden.

Purifikation mit HCL

Die unbehandelten Detonationsnanodiamanten wurden mit 40%iger HCL Losung ge-
waschen. Hierzu wurden jeweils 25 ml HCL mit 300 mg Nanodiamanten gemischt und
anschlieBend fir 30 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Die ND wurden dann mittels
Zentrifugation von der Flissigkeit separiert. Das Prozedere wurde so oft wiederholt bis
der Uberstand nicht mehr gelb war, was induzierte, dass Eisenverschmutzungen elimi-
niert wurden. AnschlieBend erfolgte die Oxidation in einem HTK 17/17-Ofen durch Aus-
glihen an der Umgebungsluft bei 415° C fiir 5 Stunden mit einer Heizrate von 20 K/min.

SSAD

SAUD ist eine Deagglomerationstechnik flr ND, die erstmals von Turcheniuk et al. (Tur-
cheniuk, 2016) beschrieben wurde. Sie besteht in der Verwendung einer Gbersattigten
NaCl-Lésung als Mahlwerkzeug, um die NDs zu zerkleinern und zu zerbrechen, wahrend
sie mit Ultraschall behandelt werden. Das NaCl liefert auch Na+-lonen, die Natriumsalze
mit den Oberflachencarboxylgruppen der NDs bilden kénnen, was die kolloidale Stabili-
tat der ND-Kolloidldsungen erhéht. Die Hauptvorteile dieser Technik bestehen darin, dass
eine einstellige kolloidale Losung von NDs mit einer gepruften kolloidalen Stabilitat von
bis zu 4 Monaten bei Umgebungsbedingungen hergestellt werden kann; das Verfahren
erfordert keine pH-Einstellung und das zugesetzte NaCl kann leicht durch Zentrifugieren
entfernt werden.

10 g NaCl (Carl Roth) wurden mit 0,25 g carboxylierten NDs vermischt und in einem
Morser kurz zerkleinert. 5 ml ultrareines Wasser (Direct-Q 3 UV von Merck Millipore)
wurden zu der NaCl-ND-Mischung gegeben, so dass ein Brei entstand, und mit einem
Wasserultraschallgerat (Bandelin Sonorex RK 100) bei 45 kHz 100 Minuten lang be-
schallt. AnschlieBend wurde die NaCl-ND-Aufschldammung mit ultrareinem Wasser ver-
didnnt und mit einer Sigma 3-16p Zentrifuge (Sigma Laborzentrifugen GmbH) wie folgt
zentrifugiert: 4000 rpm fir 10 Minuten und dann bei 12000 rpm fir 1 Stunde, um das
NaCl zu entfernen. Ein Teil der ND wurde flr die DLS Messung entnommen und resusen-
diert. Der Rest wurde im Vakuumtrockner Gber Nacht getrocknet und fir die weiterer
Funktionalisierung verwendet.

Sonden-Ultraschallbehandlung

Die Sonden-Ultraschallbehandlung wurde wie SSAD nach der eigentlichen Carboxylie-
rung vorgenommen. Bei dieser Technik wird eine Sonde in eine Probe eingetaucht, die
mit einer bestimmten Frequenz schwingt und Ultraschallenergie in die Probe Ubertragt,
um die agglomerierten Partikel aufzubrechen. 15 mg carboxylierte NDs wurden in 30 ml
ultrareinem Wasser dispergiert und die Losung wurde mit einem Sonopuls HD 2200 Ult-
raschallhomogenisator (Bandelin electronic GmbH und Co.) 30 Minuten lang bei 20 kHz
und 70 % der Gerateleistung in einem gepulsten Zyklus mit 0,7 s aktiven und 0,3 s
passiven Pausen beschallt. Die Probe wurde in ein Eisbad gelegt, um die Verdunstung
der Losung durch die Erwarmung durch die Ultraschallbehandlung zu vermeiden. Ein Teil
der Losung wurde fiir die DLS Messung zur Seite gelegt. Der Rest der Losung wurde
zentrifugiert und Uber Nacht in einem Exsikkator getrocknet.
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Charakterisierung der Nanodiamanten

Alle im Rahmen des Projektes hergestellten ND wurden hinsichtlich ihrer Oberflachen-
funktionalisierung charakterisiert. Die Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-
IR) ist eine Charakterisierungsmethode, mit der ein Infrarot-Absorptions- oder Emissions-
spektrum von festen, flissigen oder gasformigen Stoffen erzeugt wird. Sie kann fir die
qualitative und gquantitative Analyse eingesetzt werden. Sie bestimmt funktionelle Grup-
pen und mdgliche molekulare Bindungen zwischen chemischen Verbindungen. Bei die-
ser Technik wird ein IR-Strahl erzeugt, der viele Lichtfrequenzen auf einmal umfasst, und
es wird gemessen, wie viel von diesem Strahl von der Probe absorbiert wird. Die Probe
absorbiert bestimmte Energiefrequenzen, die flr sie eindeutig charakteristisch sind (Mo-
hamed et al., 2017).

Die Oberflachencharakterisierung der Nanopartikel wurde mittels FT-IR durchgefihrt, um
funktionelle Oberflachengruppen auf funktionalisierten Nanodiamanten (funk. ND), De-
tonations-Nanodiamanten (ND) zu identifizieren. Die Infrarot-Absorptionsspektren der
Nanopartikel wurden von 450 cm™ bis 4000 cm™ mit 4 Scan-Zyklen und einer Auflésung
von 2 cm™ mit einem Spectrum Two FT-IR-Spektrometer in Pellets mit KBr (1:40 Massen-
verhaltnis von Probe zu KBr).

Detonations-Nanodiamanten (DND) enthalten auf ihrer Oberflache verschiedene funkti-
onelle Gruppen, vorwiegend sauerstoffhaltige, die fir eine kovalente Funktionalisierung
genutzt werden kdnnen. Um die Oberflache zu homogenisieren und die Anzahl der car-
bonylhaltigen Gruppen zu erhéhen, kénnen Oxidations- oder Reduktionsverfahren
durchgeflihrt werden (Kriger et al., 2006; Mochalin et al., 2012). Nanodiamanten, die
Carboxy- und Hydroxygruppen enthalten, sind die am haufigsten verwendeten funktio-
nalisierten Nanomaterialien in der Biomedizin. Um die Oberflache zu homogenisieren,
wurden die Nanodiamanten (ND) im Ausgangszustand durch Hochtemperaturoxidation
modifiziert und durch die Boran-Reduktionsmethode hydroxyliert. SchlieBlich wurden
aromatische Gruppen durch Arylierung an die Oberflache gebunden. Die chemisch mo-
difizierte Oberflache wurde mittels Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR)
untersucht, um die funktionellen Gruppen zu bestimmen. Abbildung 5 zeigt einen sche-
matischen Uberblick Giber die ND-Modifikationsschritte.

Wie in Abbildung 6 dargestellt, flhrt die Oxidation mit Hochtemperatur-Luftbehandlung
sauerstoffhaltige Oberflachengruppen auf dem ND ein. Nach der Oxidation sind die meis-
ten der vorhandenen Oberflachengruppen neben Aldehyden, Ketonen, Ethern und Al-
koholen vor allem COOH-Gruppen. Die homogene Bedeckung der ND-Oberflache mit
OH-Gruppen ist eine der am haufigsten verwendeten Homogenisierungstechniken, fir
die es mehrere Ansatze gibt. Der Hydroxylierungsschritt mit Boran reduziert vorhandene
C=0 Gruppen, wie z. B. Ketone, zu Hydroxylgruppen, was verschiedene Folgereaktionen
ermoglicht, z. B, Amidierung, Veresterung, Acylierung oder Silanisierungsreaktionen
(Krueger und Lang, 2012).
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Abbildung 7 vergleicht die Infrarotspektren der detonierten, oxidierten, hydroxylierten
und arylierten NDs. Wie in Abbildung 7(a) gezeigt, besitzen detonierte, oxidierte und
hydroxylierte NDs ahnliche Streckschwingungen von vO-H bei 3420 cm™', vC=C bei 1622
cm-1 und vC-O bei 1115 cm™.

Bei 1791 c¢cm™ zeigen oxidierte und hydroxylierte ND Carbonyl-Streckschwingungen
vC=0, wobei das C=0 Teil von Aldehyd-, Keton-, Ester-, Carbonsaure-, Anhydrid- oder
zyklischen Ketongruppen sein kann (Mochalin et al., 2012; Nguyen et al., 2008). Abbil-
dung 7(b) zeigt einen genaueren Blick auf die FT-IR-Spektren im Bereich von 2000-1400
cm™’, wo die Zunahme der Intensitat der Carbonylspektren bei 1791 cm™ und eine ge-
ringe Abnahme der C=C-Gruppe bei 1622 cm™ in oxidiertem (ND-COOH) und hydroxy-
liertem ND (ND-OH) im Vergleich zu DND sichtbar ist (Eldawud et al., 2016). Wie man
beobachten kann nimmt die Intensitat der Carbonyl-Streckschwingungen vC=0 bei
1791 cm™ zu, wahrend der sp2-Kohlenstoff vC=C sowohl fir ND-COOH als auch fur
ND-OH im Vergleich zu DND abnimmt. Die trockene Oxidationsmethode flihrt zur Um-
wandlung in Saureanhydride, was an der Verschiebung des vC=0-Peaks zu einer hohe-
ren Wellenzahl (von 1733 cm™ zu 1791 cm™') zu erkennen ist.

Der Bereich zwischen 900 und 1500 cm™" weist eine breite Absorption auf und wird auch
als ,Fingerprint’ Region bezeichnet. Dieser IR-Bereich ist bei Nanodiamanten bekannter-
mafen schwierig zu interpretieren, da sich viele Komponenten aus dem Inneren des Di-
amanten und der Oberflache Uberschneiden. In dieser Region Uberlappen sich deformie-
rende O-H- und C-O-C-Streckschwingungen, Epoxid-C-O-Streckschwingungen, C-C-
Streckschwingungen, Amid C-N-Streckung und C-N-H Verformungsschwingungen zu-
sammen mit NO, SO, und anderen Gruppen (Mochalin et al., 2012).

Nach der Reduktion mit Boran ist die Konzentration der Hydroxylgruppen erhéht. Produ-
zierte Boransaure kann problemlos durch Purifikation (Waschen, Zentrifugieren) entfernt
werden. Dadurch, dass stark gebundenes Wasser auf der Diamantenoberflache sitzt er-
eignete es sich als schwierig Hydroxylgruppen im Spektrum zu erkennen. Selbst wenn
die Diamanten exzessiv im Vakuum getrocknet werden sind die Proben nicht wasserfrei.
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Im nachsten Schritt der chemischen Funktionalisierung wurden OH-ND verwendet, um
C-C-Bindungen und aromatische Gruppen einzufihren. Dazu wurden aromatische A-
mine in Gegenwart von 4-Aminobenzoesaure und Isoamylnitrit umgesetzt. Dieses Ver-
fahren basiert auf der in-situ-Erzeugung von Diazoniumsalzen. Wenn hydroxylierte Na-
nodiamanten verwendet werden, kénnen auch C-O-C-Bindungen gebildet werden, aber
das Ergebnis hangt von der Einheitlichkeit und Reinheit der Oberflache des Ausgangs-
materials ab (Fraczyk et al., 2018; Liang et al., 2011, 2009).

Abbildung 7 (c) vergleicht die Infrarotspektren von arylierten ND und DND. Bei 3420
cm™ weisen DND vO-H-Streckschwingungen auf, ebenso bei 1115 cm™, was vC-O ent-
spricht. Diese Schwingungen sind bei arylierten ND nicht deutlich zu erkennen. Aryl-ND
zeigen einen Peak bei 3300 cm-1, der zu vC-H gehdrt. Aromatische Verbindungen sind
durch diese Bande charakterisiert, werden aber oft von den Banden anderer Gruppen
Uberdeckt (Fraczyk et al., 2018). Abbildung 6(d) zeigt einen genaueren Blick auf die FT-
IR-Spektren im Bereich von 2000-1300 cm™', wo Aryl ND aromatische Saure vC=0-Grup-
pen bei 1688 cm™, Stickstoffdioxid vNO,-Gruppen, die fir Diazoniumsalze charakteris-
tisch sind, bei 1524 cm-1 und vC-OH bei 1400 cm™ aufweisen (Girard et al., 2011; Liang
et al., 2011, 2009). Modifizierte Aryl ND enthalten aromatische Gruppen auf der Ober-
flache durch Verwendung von p-Aminobenzoesaure Saure in Kombination mit Isoamyl-
nitrit, das einen Benzoesaurerest an die Oberflache bindet.
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Abb.7 (a) Infrarotspektren von
detonierten (schwarz), oxidier-
ten (orange) und hydroxylier-
ten (blau) NDs. (b) Die rechten
Kéasten zeigen eine genauere
Betrachtung der FT-IR-Spek-
tren im Bereich von 2000-1400
cm™. () Infrarotspektren von
detonierten (schwarz) und ary-
lierten (rot) NDs. (d) zeigt ei-
nen genaueren Blick auf die
FT-IR-Spektren im Bereich von
2000-1300 cm™.
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Um ein hohes Oberflachen-Volumen-Verhaltnis zu erhalten, das sowohl fir homogene
Beschichtungen als auch fir Funktionalisierungsverfahren erforderlich ist, mdssen
stabile ND-Suspensionen mit moglichst geringer PartikelgréBe erzielt werden. Daher ist
eine Deagglomeration zwingend erforderlich.

FT-IR Probenvorbereitung

FUr die FT-IR-Spektroskopie wurde die Probe durch Mischen von 1-2 mg des ND-Pellets
mit 100 mg KBr-Pellet vorbereitet. Die Probe wurde mit einem Maorser und einem StoBel
zermahlen und in eine Vakuumpresse gegeben. AnschlieBend wurde das Probenpellet
mit einer manuellen hydraulischen Presse unter Druck gesetzt, um eine homogene
Scheibe der analysierten Probe herzustellen. SchlieBlich wurde die vorbereitete Scheibe
auf der Offnung der Vorrichtung mit einem Durchmesser von 1 cm befestigt und in das
Spektrometer eingesetzt. Vor der Messung des Infrarotextinktionsspektrums der Probe
wurde das FT-IR-Gerat kalibriert, indem das Spektrum der reinen KBr-Probe als Hinter-
grundspektrum gemessen wurde. Fir jede Probe wurden jeweils drei Messungen durch-
geflhrt und der Mittelwert zur weiteren Analyse bestimmt.

Stabilitdt der Nanodiamanten

Je nach Zusammenspiel von elektrostatischen und van der Waals-Wechselwirkungen
kénnen Nanodiamanten in wassrigen Medien aggregieren oder als homogene Dispersi-
onen bestehen (Thess et al., 1996). Zur Untersuchung und weiteren Verwendung der
NDs wurde die Stabilitdt zunachst in zwei Medien (Aceton und Wasser) getestet. Hierzu
wurden die Nanodiamanten mittels Ultraschalles in den jeweiligen Medien suspendiert
und anschlieBend ruhig positioniert. Bereits nach zwei Minuten im Aceton lieB sich, wie
in Abbildung 8a, erkennen, dass die Nanodiamanten sich von der Lésung abscheiden
und ein Zweistoffgemisch bilden, bis sie sich nach innerhalb kurzer Zeit vollstandig am
Boden des Behalters abgesetzt hatten. Somit lasst sich schlieBen, dass arylierte Nanodia-
manten keine Stabilitdt in Aceton aufweisen. Im destillierten Wasser bestanden die Na-
nodiamanten auch nach Stunden in einer homogenen Dispersion (Abbildung 8b), was
indiziert, dass arylierte Nanodiamanten eine stabile Suspension in Wasser bilden, was
hilfreich fir die weitere Charakterisierungen ist, wie zum Beispiel fir die DLS Messung.

Abb.8(a) Versuchsaufbau zur
Untersuchung der Stabilitat
der arylierten Nanodiamanten
in (a) Aceton und (b) Destillier-
tem Wasser direkt nach der
Suspendierung, nach 2 min, 30
min und 10 h (von links nach
rechts)
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Die Kolloidstabilitat von NDs in Wasser wurde weiter optimiert. Die vakuumgetrockneten
NDs wurden in doppelt destilliertem Wasser mit einer Konzentration von 1 mg/ml erneut
dispergiert und 30 Minuten lang mit Sonden-Ultraschall unter denselben Parametern wie
zuvor beschrieben behandelt. Vor der US-Behandlung wurde der pH-Wert in zwei ver-
schiedenen Bereichen eingestellt, um die optimale ionische Umgebung fir die Stabilitat
der NDs zu bestimmen (siehe Abbildung 9). Arylierte ND-Losungen konnen in alkalischen
Umgebungen Uber lange Zeitraume (Monate) stabil sein. Bei einem pH-Wert von 12
zeigte die Suspension eine hohere Stabilitat Gber einen langeren Zeitraum mit einer kla-
ren, transparenten, gelblichen Suspension. Hier konnten nach einer Woche konnten
keine Ablagerungen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu hatte die Suspension bei
einem pH-Wert von 3 eine hellgelbe Farbe und ein tribes Aussehen, was auf eine Ag-
glomeration der Partikel und damit auf eine schlechte Stabilitat Gber einen ldangeren Zeit-
raum hinweist; bereits nach wenigen Stunden wurden Ablagerungen beobachtet.

Aryl-ND
pH 10
1 mg/mL ddH

Zur Erleichterung der CVD, bei der die NDs in Chloroform als Lésungsmittel verwendet
werden, wurden vakuumgetrocknete Aryl-NDs in Chloroform zu 1 mg/ml redispergiert.
Die resultierende Suspension hatte eine hellgelbe Farbe, ein undurchsichtiges Aussehen
und Sedimente am Boden. Trotz der langsamen Sedimentation im Laufe der Zeit wurde
die Losung beim manuellen Dispergieren wieder homogen. Die Stabilitat der Losung ist
nicht mit derjenigen in Wasser vergleichbar, wobei letztere stabiler ist, wie in Abbildun-
gen 10 und 11 dargestellt.

Darstellung der wichtigsten

wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Abb.9 Arylierte NDs bei 1
mg/mL in bidistilliertem Was-
ser, der pH-Wert wurde auf 12
(links) und 3 (rechts) adjustiert.
Die Suspension im basischen
Milieu ziegt hohere Stabilitat
nach gewissen Zeit mit einer
klaren, transparenten Losung.

Abb.10 Nanodiamanten dis-

Label persiert in a) Chloroform oder
Parameter Probe A Probe B b) bidistilliertem Wasser mit
einer Konzentration von 1
Konzentration [mg/mL] 1 1 mg/mL.
Losungsmittel Chloroform bidistilliertes \Wasser
Volumen ~180 mL ~200 mL
pH Nicht adjustiert 10
GroBe des Clusters von
DLS Messungen [nm im Messungen waren 77,5+0,8
Durchmesser] auf Grund des L6-
sungsmittels nicht
Polydispersitat (PDI) maglich 0,5
Zeta potential - 26 +0,8
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010, 1 mg/ml in Chorafom
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Aufgrund der Beschaffenheit des Losungsmittels hat die in Chloroform hergestellte
Probe a) eine geringere zeitliche Stabilitat als die Probe b), siehe Abbildung 11.

Das Kolloid auf Wasserbasis deagglomerierte sofort, wenn ein pH-Wert = 10 erreicht
wurde, und wurde sofort transparent. Ein Kolloid auf der Basis von Chloroform kénnte
maoglicherweise durch die Einstellung des pH-Werts stabilisiert werden, was jedoch mit
NaOH nicht mdglich ist, da es das Loésungsmittel oxidieren und Natriumformiat bilden
wdrde.

Die Hydrophobie von Chloroform und der pH-Wert scheinen die Agglomeration von ND
zu fordern, so dass eine Sedimentation im Laufe der Zeit zu erwarten ist. Dennoch reicht
ein manuelles Mischen aus, um beide Proben im Falle einer Sedimentation im Laufe der
Zeit erneut zu dispergieren und die Homogenitat des Kolloids zu gewahrleisten.

Bestimmung der Partikel Gr6Beverteilung und Messung des Zetapotentials mit-
tels DLS

Dynamische Lichtstreuung (DLS) ist ein optisches Messverfahren, das zur Bestimmung
der GroBenverteilung und des Zetapotenzials von kleinen Partikeln in Losung eingesetzt
wird. Ein DLS-Gerat strahlt monochromatisches Licht durch einen Polarisator, bevor es
auf eine Probe trifft. Wenn das einfallende Licht auf Schwebeteilchen in der Probe trifft,
die weniger als 1/10 der Wellenlange des einfallenden Lichts groB sind, streuen sie das
Licht elastisch. Die Intensitat der Streuung wird von einem Detektor erfasst. Diese Streu-
ungsintensitat schwankt mit der Zeit, da die in der Probe schwebenden Teilchen einer
Brown’schen Bewegung unterliegen, die bei ihrer Bewegung destruktive und konstruk-
tive Interferenz verursachen.

Zur Bestimmung der PartikelgroBe wurde das Gerat ZetaView PMX120 Nanoparticle Tra-
cking Analyzer (NTA) verwendet. Zur Vorbereitung fir die Messung wurde 1 mg ND mit
ultrareinem Wasser gemischt und ausreichend verdiinnt. Folgend sind die Ergebnisse flr
die GroBeverteilung der ND mit unterschiedlichen Funktionalisierungen gezeigt. Gemes-
sen wurde bei Raumtemperatur (25°C) und einem neutralen pH- Wert von 7. Die Wel-
lenlange des Lasers betrug 488 nm.

Um eine hohe Funktionalisierungsrate zu gewabhrleisten, ist ein ND mit einem hohen Ver-
haltnis von Oberflache zu Volumen erforderlich. Um die hydrodynamischen Durchmesser
der funktionellen ND zu bewerten, wurde NTA durchgefiihrt. Abbildung 12 zeigt die
Sedimentationsreihen, die PartikelgroBenverteilung und das Zetapotenzial von ND, ND-
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Abb.11 Eigenschaften der Sys-

pensionen mit arylierten N

D

beziiglich der zeitlichen Stabil-

itat.
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COOH, ND-OH bzw. ND-Aryl. Unveranderte ND weisen einen mittleren hydrodynami-
schen Durchmesser von etwa 170 nm auf. Die modifizierten ND weisen alle eine gerin-
gere mittlere GroBe auf als die urspriingliche ND. ND-COOH mit 106 nm, ND-OH 89
hydroxyliert und ND-Aryl mit 135 nm.

Laut Hersteller haben ND eine PartikelgroBe von 4-5 nm, weshalb sie groBe Agglomerate
bilden, was auf verschiedene Arten von intermolekularen Wechselwirkungen wie van der
Waals, Dipol-Dipol und Wasserstoffbriickenbindungen zurtickzufihren ist (Badea, 2013).
Oxidation und Hydroxylierung flihren zu einer Homogenisierung der Oberflache, was zu
einer Verringerung der AgglomeratgréBe fihrt. ND-Aryl-Aggregate sind kleiner als un-
behandeltes ND, aber groBer als oxidierte und hydroxylierte. Ein Grund daflr kdnnte
sein, dass die dem ND-Kern hinzugefligten funktionellen Gruppen (4-Carboxyphenyl)
groBer sind.

Unveranderte ND weisen einen mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 170 nm
auf. Die modifizierten ND weisen geringere mittlere GroBen auf als die urspriinglichen
ND, wobei ND-COOH einen mittleren Durchmesser von 106 nm, ND-OH von 89 nm und
ND-Aryl von 135 nm haben. Nach Angaben des Herstellers haben die ND eine Partikel-
groBe von 4-5 nm. Die ND bilden gréBere Agglomerate aufgrund verschiedener Arten
von intermolekularen Wechselwirkungen wie van der Waals, Dipol-Dipol und Wasser-
stoffbriickenbindungen (Badea, 2013). Oxidation und Hydroxylierung fihren zu homo-
genisierten ND mit einer hohen Anzahl sauerstoffhaltiger Oberflachengruppen, was ihre
AgglomeratgroBe verringert. ND-Aryl-Aggregate sind im Vergleich zu unbehandeltem
ND kleiner und groBer als ND-OH. Dieses Phanomen lasst sich durch die hinzugeflgten
funktionellen Gruppen (4-Carboxyphenyl) erklaren, die den hydrodynamischen Durch-
messer erhéhen.

Unbehandelte ND weisen aufgrund der Herstellerangaben ein positives Zetapotenzial
von +15 mV auf. ND-COOH haben ein Zetapotenzial von -36 mV, ND-OH von -35 mV
und ND-Aryl von -40 mV. Die Oberflachenfunktionalisierung fihrte zu einem negativen
Zetapotenzial aufgrund der sauerstoffreichen Oberflachengruppen. Wenn der absolute
Wert des Zetapotenzials Gber £30 mV liegt, stoBen sich die Partikel in der Suspension
gegenseitig ab und bilden stabile Suspensionen.

Die Sedimentationsreihe gibt ein deutlicheres Bild von der Stabilitdt der Suspension.
Reine ND sind instabil und werden ausgeschieden, wahrend ND-OH, ND-OH und ND-
Aryl eine stabile Suspension bilden.

Darstellung der wichtigsten

wissenschaftlich-technische
Ergebnisse
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Unbehandelte ND weisen aufgrund der Herstellerspezifikation ein positives Zetapotenzial
von +15 mV auf. ND-COOH haben ein Zetapotenzial von -36 mV, ND-OH von -35 mV
und ND-Aryl von -40 mV. Die Oberflachenfunktionalisierung flhrte zu einem negativen
Zetapotenzial, was auf die sauerstoffreichen Gruppen auf der Oberflache zurtickzufih-
ren sein konnte. Wenn der absolute Wert des Zetapotenzials groBer als 0,30 mV ist,
stoBen sich die Partikel in der Suspension so weit ab, dass sie stabile Suspensionen bilden
und die Agglomerate kleiner werden.

Die Loslichkeit wird durch stark negative Zetapotenziale begunstigt. Die Sedimentations-
reihe gibt einen genaueren Aufschluss Uber die Stabilitat der Suspension. ND sedimen-
tieren weniger, wenn das absolute Zetapotenzial hoher ist. Unberihrte ND sind instabil
und fallen aus. Dies ist aus den Messungen der TeilchengréBe und des Zetapotenzials
ersichtlich. Die GréBe der Agglomerate in der Suspension Uberschreitet die Zuverlassig-
keitsgrenze des Gerats.

Fazit

Die Nanodiamanten wurden erfolgreich oxidiert, hydroxyliert und anschlieBend mit Dia-
zoniumsalzen funktionalisiert. Diese Modifizierungsschritte wurden mittels Fourier-trans-
formierter Infrarotspektroskopie Gberpruft. Die Oberflachenchemie von detoniertem ND,
trocken oxidiertem und hydroxyliertem ND ist dhnlich, wobei alle O-H-, C-O- und C=C-
Gruppen aufweisen, wahrend ND-COOH und ND-OH zusatzlich C=0-Verbindungen auf-
weisen. Arylierte Nanodiamanten weisen im Vergleich zu den zuvor erhaltenen ND C-H-
, C=0-, C=C-, NO2- und C-OH-Gruppen auf.

1.3.2 Arbeitspaket 5: Versuchsaufbau und Experimente zur Untersuchung der
in-vitro-Degradation

Laut Projektantrag sollte eine in-vitro-Plattform fir die Untersuchung der Biodegradation
entwickelt werden, die die Einfllsse der wichtigsten physiologischen Parameter und Fak-
toren auf die Resorbierbarkeit von Stents berlcksichtigen lasst. Die Nachteile der bisher
existierenden Methoden sollten analysiert und bei der Entwicklung korrigiert werden. Im
Rahmen des Projektes wurde daher eine Literaturstudie durchgeflhrt. Diese ergab, dass
die Stentimplantate eine dynamische Beanspruchung im flissigen Medium mit einer kon-
trollierbaren und einstellbaren pH-Umgebung von essenzieller Bedeutung war und in der
Literatur noch nicht beschrieben war.
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Abbildung 13 zeigt den im Rahmen des Projektes entwickelten Versuchsaufbau des flu-
iddynamischen Systems (in-vitro-Plattform), mit dem die physiologische Umgebung mit
Uberwachung verschiedener Parameter und Kontrolle des pH-Werts konzipiert und auf-
gebaut wurde. Der Versuchsaufbau umfasst: 1) eine Peristaltikpumpe (um die Pumpwir-
kung des Herzens zu simulieren); 2) Puriflex-Schlauche (als kinstliche BlutgefaBe); 3)
Sensoren (flr Druck, Temperatur, Stromungsgeschwindigkeit, pH-Wert); 4) Probenkam-
mer; 5) ein zirkulierendes Wasserbad (um eine konstante Temperatur aufrechtzuerhal-
ten); 6) ein Flussigkeitsreservoir; 7) ein Magnetventil; 8) einen Behalter mit verdinnter
Saure; 9) eine Mikrocontroller-Einheit; 10) eine pH-Kontrolleinheit; und 11) ein Compu-
tersystem (LabVIEW-Programm oder VI zur Steuerung und Uberwachung der Parameter
und zur Anzeige der Ergebnisse).

Stromungskammer
far Proben

<
: i

i e

Sensoren fiir Flussrate, Druck und
Temperatur

Das vorgestellte fluiddynamische System ist in der Lage, physiologische Bedingungen der
einzelnen Parameter durch die Kontrolle des pH-Werts zu gewahrleisten. Eine parallele
Anordnung von Proben in der Probenkammer macht eine laminare Umstrémung von
Probekorpern von beiden Seiten maglich. Bei einer Anderung des pH-Werts setzt die pH-
Kontrolleinheit (Saint Clair System, USA) des Aufbaus ein und flgt der Flissigkeit
verdiinnte Salzsaure (HCl), zur Senkung des pH-Werts, oder eine andere Pufferldsung
hinzu, bis der Sol-Wert erreicht ist. Die Menge der Pufferldsung kann je nach experimen-
tellen Anforderungen eingestellt werden. Mit diesem Aufbau kénnen Proben verschie-
dener Geometrien (quadratische, rechteckige und runde Scheiben, hohle Réhren, Poly-
merfolien und komplexe Implantatstrukturen, z. B. Stents) geprift werden. Der Aufbau
kann sowohl fir Kurzzeit- als auch fir Langzeitexperimente verwendet werden und
wurde far die Untersuchung von hergestellten Proben im CARANAT-Projekt eingesetzt.
Abb. 14 zeigt die typischen Wertebereiche der verschiedenen Parameter, die mit dem
Aufbau maglich sind.

Alle Parameter werden wahrend des gesamten Experiments kontinuierlich in der Excel-
Datei unter dem angegebenen Speicherpfad gespeichert, bis der Benutzer die Schaltfla-
che ENDE drlckt. Wahrend des Experiments kann die Anzeige der Graphen durch ver-
schiedene Optionen, die in der Graphenpalette fir jeden Graphen zur Verfligung stehen,
manipuliert werden (z.B. VergrdBern, Verkleinern, Skalieren, etc.). Die Diagrammwerte
kdnnen wahrend des Experiments auch manuell in die Zwischenablage kopiert oder in
eine Excel-Datei exportiert werden. Der Benutzer kann die Diagrammdaten auch
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Abb.13 Fluid-dynamisches Sys-
tem fiir Degradationsversuche
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wahrend der Durchfiihrung des Experiments l6schen, falls zu Beginn des Experiments
fehlerhafte Werte vorliegen.

Abb.14 Einstellbare Systempa-
rameter des fluid-dynamischen

Umgebungstemperatur 0 °C bis +60 °C Systems

Parameter Bereich und Werte

Flissigkeitstemperatur 0 °C bis +120 °C

Fliissigkeitsviskositat Bis zu 35 ¢P

pH 0-14
Fliissigkeitsdruck < 2.0MPa
Versuchsdauer bis zu 6 Monaten

Physikalisch-chemische Charakterisierung von beschichteten Stents

Oberflachenmorphologie des unbeschichteten und beschichteten Drahtes

Zu Testzwecken wurden zunachst Nitinoldrahte beschichtet. Diese wurden mittels SEM
auf ihre Morphologie und Homogenitat untersucht. Abbildung 15 zeigt die Oberflache
des unbeschichteten Drahtes mit unterschiedlicher VergréBerung. Der Nitinoldraht selbst
weist groBe Risse auf. Die Risslange liegt teilweise im Mikrometerbereich. Der Draht
scheint keine gute Qualitat zu haben.

Abb.15 SEM-Aufnahme des
unbeschichteten Drahtes mit
a)5k-facher VergréBerung und
b) 20k-facher VergréBerung

Abbildung 16 zeigt den beschichteten Draht mit 5k-facher und 20k-facher VergroBe-
rung. Trotz erfolgter Beschichtung sind teils sehr groBe Risse zu erkennen. Das Polymer
ND Gemisch fullt die Kavitaten nicht vollstandig auf und dort, wo urspriinglich Risse im
Draht sind auch Risse in der Beschichtung zu erkennen. Die Beschichtung ist demnach
weder gleichmaBig noch homogen. Es ist jedoch zu erwahnen, dass die Risse in der Be-
schichtung kleiner sind als im Draht selbst. Um die Schichtdicke zu bestimmen wurde
der Draht eingeschnitten. Hier ist noch einmal deutlich zu erkennen, dass die Risse
nicht von der Beschichtung aufgefllt wurden. An den Stellen wo im Draht Risse sind
weist auch die Beschichtung Risse auf.
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Abb.16 SEM-Aufnahme des be-
schichteten Drahtes mit a)5k-
facher VergroBerung und b)
20k-facher VergroBerung

ENT- 2000 SignalA-olems  StagestT- 540°  Conwami- 335
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= JOKV:150 pA Scan Spewd = 7 Scan Rotation = 0.0°  Brightness = 455% 21 Jun 2022
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5% 2 dun 222 b=t
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XPS Rontgenphotoelektronenspektroskopie des Nitinoldrahtes

Die Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) ist ein Verfahren zur chemischen Ana-
lyse, welches sich durch besondere Oberflachenempfindlichkeit mit einer Signaltiefe von
nur ca. 5 nm auszeichnet. Durch Rontgenbeschuss werden Photoelektronen erzeugt, de-
ren Energie aufgrund elementspezifischer Energieniveaus Rickschlisse auf die Material-
zusammensetzung zulasst (alle Elemente auBer H und He). Da die chemische Umgebung
eines Atoms die Energieniveaus der Elektronen beeinflusst, bietet XPS auch die Moglich-
keit, Aussagen Uber Bindungszustande, Oxidationszustande oder den Anteil unterschied-
licher Bindungspartner zu treffen.

XPS wurde angewandt um die Komponenten im Nitinoldraht zu ermitteln. Es erfolgte
ein vollstdndiger Scan des Spektrums mit einer Unsicherheit von 1 %. Die Proben wurden
vor der Messung gereinigt. Es wurde an zwei Stellen gemessen. Nachstehend sind beide
Messungen (MP1 und MP2) aufgefiihrt.

= MP1:Ni: 5.4 %, Ti: 4.4 %, 0: 31.3 %, C: 56.2 %, N: 1.8 %, Cl: 1.0 %
= MP2:Ni: 7.6 %, Ti: 5.5 %, 0: 35.5 %, C: 49.2 %, N: 1.3 %, Cl: 0.9 %
= Verhaltnis der Metalle im Detail:

= MP1: Ni59:Ti41

= MP2: Ni55:Ti45

Die Kohlenstoffkontamination ist Uberbewertet. Die Konzentrationen der einzelnen
Komponenten schwanken ber den Draht verteilt und weisen unterschiedliche Werte an
den gemessenen Stellen auf.

Degradationstests der beschichteten Drahte

Zunachste wurden Nitinoldrahte (Durchmesser: 0,8 mm, Lange 3cm) mit Nanodiamanten
und dem Resomer 502 beschichtet. Es wurden statische Degradationstests durchgefuhrt.
Hierzu wurden etwa 1 cm lange Stlucke des Drahtes abgeschnitten. Getestet wurden
sowohl einfach Beschichtete Drahte als auch doppelt Beschichtete Drahte. Die Proben
wurden Uber 30 Tage in verschiedenen Medien bei einer konstanten Temperatur von
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37 °C gelagert. Zur Untersuchung der Beschichtung wurden anschlieBend REM-Aufnah-
men getatigt.

Es stellte sich heraus, dass die Beschichtung durch die zuvor erfolgte Reinigung vollstan-
dig entfernt wurde. Abbildung 17 zeigt, wie die Beschichtung durch unterschiedliche
Losungsmittel beeintrachtigt wird. Ein neuer effektiver Reinigungsprozess muss ermittelt
werden, um die Sterilisation in Zukunft zu gewabhrleisten. Da der Draht wie bereits oben
beschrieben groBe Risse aufweist und keine homogene Beschichtung erzielt wurde,
wurde entschieden, dass weitere Degradationstests direkt am beschichteten Stent erfol-
gen sollen. Geplant sind statische und dynamische Degradationstests. Fir die nachsten
Schritte wurden bereits Protokolle erarbeitet.

Abb.17 SEM-Aufnahme des
doppelt beschichteten Drahtes
a) teilweise mit Aceton ger-
eingt, b) vollstédndig mit Ace-
ton gereingit ¢) mit Ethanol
gereinigt

Beschichtete Stents

Der Eindraht-Nitinol-Stent wurde mit PLGA und Nanodiamanten beschichtet. Abbildung
18 zeigt SEM-Aufnahmen mit unterschiedlicher VergréBerung an drei gemessenen Stel-
len. Anders als beim beschichteten Draht sind hier keine Risse zu erkennen. Die Schicht
ist nicht glatt und weist eine hligelige Landschaft auf. Es sind deutlich Nanodiamantenag-
glomerate zu erkennen, die scheinbar nicht genligend deagglomeriert wurden. Verschie-
dene Verfahren wurden hier bereits wie zuvor beschrieben getestet und sollen in Zukunft
auf die ND-Losung angewandt werden, um eine homogene Verteilung der ND in der
Schicht zu gewadhrleisten und groBe Agglomerate zu vermeiden, um die gewdinschte
Funktion der Stentbeschichtung zu gewabhrleisten.

Abb.18 SEM-Aufnahme des be-
schichteten Stents an Position
1 mit unterschiedlicher Vergro-
Berung

o i
——"——— 500 um
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Degradationsverhalten des Polymers und der ND-Glasproben

Zum Testen des Degradationsverhaltens im Allgemeinen wurden Glasproben (D=12mm)
mit dem Polymer und den Nanodiamanten beschichtet. Zunachst erfolgte die Bestim-
mung der Korrelation zwischen der Konzentration der ND in der Ausgangslésung und in
der Schicht. Dieser Arbeitsschritt befindet sich noch in der Entwicklungsphase. Die Opti-
mierung der Beschichtungslésung erfolgte unter medizinischen Gesichtspunkten (Rein-
heit usw.) Zur Sterilisation wurden bis dato noch keine Tests durchgefiihrt. Dies ist in
Planung.

Zur Optimierung der Viskositat der Beschichtungslésung wurden Tests mit unterschiedli-
chen Resomerkonzentrationen durchgefihrt. Es wurden 33,3 mg, 66,7 mg und
133,3 mg pro Losungsmittel erprobt. Die Lésungen mit 33,3 mg und 66,7 mg eignen
sich flr die Beschichtung. Hohere Resomerkonzentrationen flhren zu inhomogenen
Schichten. Mit dem der Beschichtungsmaterial RG 502 H wurden verschiedene Ldsungen
angesetzt und auf Glassubstraten getestet. Das Resomer wurde zusammen mit den ND
in Chlorophorm gelést und die Beschichtung anschlieBend auf die Substrate gebracht.

Die Detektion der ND, welche sich von der Beschichtung I6sen wird mit optischer Detek-
tion geschehen.
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Charakterisierung der beschichteten Stents

In enger Zusammenarbeit zwischen MAT und IKTS wurden mehrere Versuche zur Be-
schichtung von Nitinolstents vorgenommen. Der Prozess zur Optimierung der Beschich-
tung und Problemstellungen, die wahrend des Prozesses auftraten, ist hier beschrieben.

Der eindrahtige Nitinol-Stent wurde, wie zuvor beschrieben, mittels CVD mit PLGA und
Nanodiamanten beschichtet. Abbildung 19 zeigt REM-Aufnahmen mit unterschiedlicher
VergroBerung: Im Gegensatz zu dem beschichteten Draht sind hier keine Risse zu erken-
nen. Die Beschichtung ist relativ glatt und wird groBflachig aufgetragen. An den Stellen,
an denen sich die Drahte treffen, gibt es Defekte in der Beschichtung. Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass diese Stellen aneinander reiben und die hohe Reibungskraft die
Beschichtung an diesen Stellen abtragt.

Ein genauerer Blick auf die Beschichtung der Stents zeigt, dass die Schicht nicht homogen
ist und eine gesprenkelte Oberflache hat. Dunkle Flecken weisen auf dickere, helle Fle-
cken auf eine diinnere Beschichtung hin. Dies deutet auf eine inhomogene Schichtdicke
hin. Vor dem FIB-Schneiden wurde zum Schutz der Beschichtung eine Mischung aus Pla-
tin und Kohlenstoff auf den gelb markierten Bereich aufgetragen. Es ist schwierig, zwi-
schen PLGA (Poly(lactid-co-glycolid)) und Nanodiamanten zu unterscheiden, da beide aus
Kohlenstoff bestehen. Auf dem Bild sind Partikel in der Beschichtung zu sehen, die mar-
kiert wurden. Die Beschichtung selbst ist glatt. Es scheint jedoch, dass Unebenheiten und
Rillen im Stent wahrend der Beschichtung aufgefullt wurden, was zu einer dickeren Be-
schichtung an Stellen flhrte, an denen sich Locher im Stent befanden. Um dies zu ver-
meiden, kdnnte ein Polieren des Stents in Erwdagung gezogen werden, um eine bessere
Qualitat zu erreichen.

Die polymerbeschichtete Oberflache wies sowohl unregelmaBige Poren (Hohlrdume) als
auch eine raue beschichtete Oberflache auf. Die physikalische Integritat der Beschich-
tungsoberflache ist fur die klinische Anwendung von Stents von grundlegender Bedeu-
tung. Bei einer unregelmaBigen Beschichtung besteht ein hohes Risiko, dass der Stent
wahrend der Implantation reibt und sich ein Thrombus bildet, wahrend eine raue Ober-
flache die GefaBwand beschadigen kann. Der Stent muss eine glatte Oberflache haben,
um eine Aktivierung von Immunreaktionen wie Thrombozytenaggregation und VSMC-
Proliferation zu vermeiden. Verschiedene Verfahren wurden bereits getestet und werden
in Zukunft auf die ND-L6sung angewandt, um eine homogene Verteilung der ND in der
Schicht zu gewahrleisten und groBe Agglomerate zu vermeiden, um die gewlnschte
Funktion der Stentbeschichtung zu gewahrleisten. Der Querschnitt wurde weiter mit
TEM analysiert, um ein klareres Bild zu erhalten, wie in Abbildung 20 zu sehen ist. Die
kleinen Punkte oben sind mit Kohlenstoff vermischtes Platin (dunkel). Der dunkle Bereich
in der Mitte ist die Polymerschicht. Die hellere Schicht ist das Substrat.

Darstellung der wichtigsten

wissenschaftlich-technische
Ergebnisse
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Abb. 19 SEM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
mit unterschiedlicher Vergro-

Berung
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Abb. 20 REM-Aufnahmen des
Querschnitts der Beschichteten
Stents

Abb. 21 REM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
mit unterschiedlicher Vergro-
Berung des Querschnitts mit
eingezeichnetem EDX-Linien-
Scan.

20 nm
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Ein EDX-Linienscan wurde am Querschnitt durch die Polymerschicht und das Substrat
durchgeflihrt (Abb. 21). Das Substrat weist sowohl Titan- als auch Nickelanteile auf. Ein
groBerer Peak fir Nickel ist im helleren grauen Bereich des Substrats zu erkennen. Es gibt
auch einen groBen Peak fir Nickel in einem hellen Punkt innerhalb der Polymerschicht.
In den helleren grauen Bereichen ist der Nickelgehalt hoher, wahrend der Titangehalt
deutlich niedriger ist als in den grauen Bereichen. In den grauen Bereichen ist der Nickel-
gehalt etwas hoher als der Titangehalt im Substrat, aber fast gleichmaBig verteilt. Die
hellere graue Schicht oberhalb des Substrats ist reicher an Nickel und enthalt weniger
Titan. Der runde Bereich ist das nickelhaltige Teilchen. Im polymeren Bereich (schwarz)
ist ein gewisser Titananteil, z. B. in Form von Sauerstoff, zu erkennen. Der Kohlenstoff-
gehalt ist in dem gesamten Bereich gering. Es kdnnte sein, dass sich Titanoxid in der
Polymerschicht befindet.

Um die Kristallstruktur zu erkennen, wurde ein hochauflosendes TEM durchgefihrt (Ab-
bildung 22). Links oben ist die Platinbeschichtung zu sehen. Das gréBere nickelhaltige
Teilchen in der Beschichtung ist zu erkennen und mit einem violetten Kreis markiert.
Innerhalb der Polymerstruktur ist ebenfalls eine gewisse Kristallstruktur vorhanden, was
darauf hindeutet, dass sich in der Beschichtung Nanopartikel befinden (tlrkisfarbene
Kreise). Es ist schwer zu sagen, ob die Struktur von Kohlenstoff stammt und auf Nanodi-
amanten in der Beschichtung hinweist oder ob sie von anderen Partikeln stammt. Au-
Berdem wurden EDX-Punktspektren aufgenommen (Abbildung 23). Die Punkte, an de-
nen die Spektren aufgenommen wurden, sind in Abbildung 22 zu sehen. Spektrum 1
wurde im Substrat aufgenommen (grauer Bereich). Es ist reich an Titan und Nickel, mit
einem etwas groBeren Nickelpeak. Es ist ein geringer Sauerstoffgehalt und ein sehr nied-
riger Kohlenstoffgehalt zu erkennen.

Abb. 22 HRTEM Aufnahmen
des Querschnitts des beschich-
teten Stents mit Nickelhaltigen
Partikeln lila umkreist und Na-
nopartikel tirkis umkreist
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Abb. 23 EDX-Spektren von be-
schichteten Stents
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Spektrum 2 wurde im helleren grauen Bereich, der Schicht Uber dem Substrat, aufge-
nommen. Hier ist das Verhéltnis zwischen Titan und Nickel groBer. Die Schicht ist reicher
an Nickel, was mit dem Linienscan Ubereinstimmt. Spektrum 5 wurde in der
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Polymerschicht aufgenommen und zeigt einen starkeren Peak in Kohlenstoff, aber auch
einen signifikanten Peak in Titan und Sauerstoff, was darauf hindeutet, dass sich einige
titanhaltige Partikel in der Polymerschicht befinden. Da wir eine zufallige Ausrichtung
des Diamanten haben, ist es schwierig zu unterscheiden, welche Art von Nanopartikeln
zu sehen ist. Es sollten andere Techniken in Betracht gezogen werden, um das Vorhan-
densein von Nanodiamanten in der Beschichtung nachzuweisen.

Eine Bakterienkontamination verzogerte die Arbeit stark, da das Problem behoben wer-
den musste, bevor weitere Versuche gestartet werden konnten. Abbildung 21 oben zeigt
REM-Aufnahmen nach dem dynamischen Degradationsversuch in HBSS. Jedoch waren
zuvor bereits Bakterien auf den Stents, wie in Abbildung 24 unten zu sehen ist, wenn
auch nicht viele. Diese Bakterien haben sich folglich durch die guten Bedingungen im
Degradationsversuch (pH und Temperatur) vermehrt, sodass es zu einem hohen Bakteri-
enausbruch kam. In Zukunft war besonders darauf zu achten, dass es vor den versuchen
nicht zu einer Kontamination kommt. Wie zuvor beschreiben kann jedoch weder mit
Ethanol noch Aceton gereinigt werden. In Zukunft sollen unterschiedliche Sterilisations-
methoden getestet werden.

RET

In der dritten Phase der Arbeit wurden Nitinol-Stents mit einer hbheren Anzahl von CVD-
Zyklen beschichtet, um zu sehen, ob die Dicke auf kontrolliertem Wege verandert wer-
den kann. Abbildung 24 zeigt eine VergréBerung der Stents, die mit einer Au-Oberflache
beschichtet wurden, da PLGA und Nanodiamant nicht leitend sind und die Beschichtung
aufgeladen wurde. Die Beschichtung ist recht glatt (Topographie). Entlang des Drahtes
sind einige Risse zu sehen, die jedoch von der Au-Beschichtung herriihren kénnen. Eine
andere Moglichkeit ist, dass die Risse aufgrund der groBeren Dicke in der Beschichtung
liegen. Da die Stents mit demselben Material beschichtet sind, ist es schwierig, Partikel
mit einer anderen molekularen Ordnung, wie z. B. Nanodiamanten, zu untersuchen. Ab-
bildung 25 wurde ohne die Au-Beschichtung aufgenommen. Wie man sieht, ist die Ober-
flache aufgeladen, und es ist schwierig, gute Bilder zu machen. ND ist zu sehen. Es sind
kleinere und gréBere Partikel zu sehen, bei denen es sich um Nanodiamanten handeln
konnte.

Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Abb. 24 REM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
mit unterschiedlicher Vergro-
Berung und Bakterienkontami-
nation
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Abb. 25 REM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
mit unterschiedlicher Vergro-
Berung

1 pum

Nachdem die Stents mit 3 Zyklen beschichtet worden waren, wurde ein FIB-Querschnitt
erstellt, wie in Abbildung 26 zu sehen ist. Die Beschichtung ist pords. Die Dicke der Be-
schichtung ist recht hoch, bis zu 3 um. Die Oberflache ist glatt. Es wurde festgestellt,
dass die Beschichtung pords ist und interne Hohlrdume aufweist. Diese Porositat kann
auf mehrere Faktoren zurlckzuflihren sein. Eine mogliche Ursache fir die Porositat
kdnnte in der Beschaffenheit des Stents selbst liegen. Wenn der Stent Unebenheiten
oder Rillen aufweist, kénnen diese wahrend des Beschichtungsprozesses nicht aufgefullt
werden, was zu pordsen Bereichen flihrt. Eine Losung kénnte darin bestehen, den Stent
vor dem Beschichtungsprozess zu polieren, um eine glattere Oberflache zu erhalten und
eine bessere Haftung der Beschichtung zu gewahrleisten.

Abb. 26 REM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
vom FIB-Schnitt mit einge-
zeichneten GroBen fiir die
Schichtdicke.

Eine weitere mogliche Ursache kénnte der Beschichtungsprozess selbst sein. Wenn die
Beschichtung nicht gleichmaBig aufgetragen oder die Schichtdicke nicht kontrolliert
wird, kdnnen porose Bereiche entstehen. Um dies zu vermeiden, kdnnte eine optimierte
Beschichtungstechnik entwickelt werden, die eine homogene Verteilung der Beschich-
tung und eine gleichmaBige Schichtdicke gewahrleistet. AuBerdem konnte die pordse
Oberflache der Beschichtung zum Teil durch die schnelle Verdunstung des
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Losungsmittels wahrend des Trocknungsprozesses der Stents verursacht werden. Diese
Oberflache konnte durch eine Verldngerung der Verdunstungszeit des Losungsmittels
verbessert werden. Weitere Studien sind erforderlich, um die optimalen Beschichtungs-
bedingungen und fortschrittliche Trocknungsmethoden zur Uberwindung poréser und
unregelmaBiger Oberflachen zu finden. Die kinftige Forschung konnte sich darauf kon-
zentrieren, die genauen Ursachen fir die Porositat der Beschichtung zu ermitteln und
geeignete MaBnahmen zur Losung dieses Problems zu ergreifen. Dazu kénnten die Ent-
wicklung neuer Beschichtungsmethoden, die Verwendung von Zusatzstoffen zur Verbes-
serung der Haftung oder die Optimierung der Prozessparameter gehdren.

Abb. 27 REM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
mit unterschiedlicher Vergro-
Berung von Charge 3.
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AuBerdem wurde ein EDX-Mapping der geschnittenen Stentdrahte durchgefihrt. Abbil-
dung 28 zeigt den unbeschichteten Stentdraht (oben) und den beschichteten Stentdraht
(unten). Bei dem beschichteten Stent ist der Kohlenstoffgehalt (grtin) im Vergleich zum
unbeschichteten Stent hoch. Der Titan und Nitinolgehalt ist bei dem unbeschichteten
Stent hoher und bei dem beschichteten Stent niedriger, da die Beschichtung hauptsach-
lich aus Kohlenstoff besteht.

Abb. 28 REM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
mit EDX-Mapping; griin: Koh-
lenstoff, rot: Stickstoff, Blau
Nitinol, Gelb: Titan.

200 um

Es sind deutlich Nanodiamantenagglomerate zu erkennen, die scheinbar nicht genligend
deagglomeriert wurden. Verschiedene Verfahren wurden hier bereits wie zuvor beschrie-
ben getestet und sollen in Zukunft auf die ND-Losung angewandt werden, um eine ho-
mogene Verteilung der ND in der Schicht zu gewahrleisten und groBe Agglomerate zu
vermeiden, um die gewinschte Funktion der Stentbeschichtung zu gewabhrleisten.

Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektroskopie wurde an dem beschichteten Stent durchgeflhrt, um
festzustellen, ob Nanodiamanten in der Beschichtung vorhanden sind (Abbildung 29). Es
sind verschiedene Peaks fir das Polymer zu beobachten. Der Peak bei 1332 cm-1 zeigt,
dass Nanodiamanten in der Beschichtung vorhanden sind. Der Peak ist im Vergleich zu
den anderen Peaks nicht sehr groB, was auf die geringere Konzentration von ND im
Vergleich zum Polymer zurlckzuflhren ist.
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Potentiodynamische Kurven

In Abbildung 30 sind die erhaltenen potentiodynamischen Kurven in HBSS-LOsung
dargestellt. Das Korrosionsverhalten von Nitinolstents und beschichteten Stents wird
durch das Durchbruchspotenzial charakterisiert. Die Polarisationskurven zeigen die
Durchbruchspotentiale, die die Anfalligkeit der Stents flr LochfraBkorrosion in Abhang-
igkeit vom Oberflachenzustand zeigen. Die Analyse der Tafelkurve gibt Aufschluss tUber
die Stabilitat der Oxidbildung auf der Oberflache und die Korrosionsanfalligkeit. Die
Kurve ist fir den beschichteten Stent nach rechts verschoben. Das bedeutet, dass die
Korrosionsstromdichte hoher ist und somit die Korrosionsrate hoher ist (Montafiez

2008).
obs 03 025 02 015 o1 005 ¢ 0 Abb. 30 Tafel-Plot fiir einen
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Die Korrosionsparameter sind der Abb. 31 zu entnehmen. Die erhaltene Korrosionsrate
fir den Nitinoldraht betrug 0,28 um/lahr, wie flr diese Zusammensetzung der
Testlosung und die verwendeten Parameter erwartet (N. P. Montafiez 2016). Die Korro-
sionsrate flr den beschichteten Stent war mit 24,8 um/Jahr deutlich héher.
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unbeschichteter beschichteter Stent

Stent
Corrosion Potential Ecorr, Obs (V) -0.19602 -0.087798
Corrosion current density jcorr 2.1131E-07 1.1039E-05
Corrosion current icorr (A) 8.1777E-08 3.1208E-06
Corrosion rate (mm/year) 0.0028113 0.24805
Polarization resistance (Q) 180810 6825
Corrosion Potential Ecorr, Calc (V) -0.19907 -0.088438
|ba| (V/dec) 0.070517 0.095901
|bc| (V/dec) 0.065827 0.10037
E Begin (V) -0.23224 -0.14114
E End (V) -0.15427 -0.033264

Der Wert des Korrosionspotenzials ist fiir den beschichteten Stent niedriger, was darauf
hindeutet, dass die Korrosionsanfalligkeit groBer ist als bei dem unbeschichteten Stent.
Das bedeutet, dass der Draht selbst anfalliger fir die Angriffe der Salze in der Losung ist.
Ein hoheres Potenzial kann ein Indikator fir die Bildung einer Oxidschicht auf der Ober-
flache des Stents sein, die ihn schiitzt. Diese Schicht enthalt normalerweise Titandioxid
und einige Spuren von Nickeloxid (Montanez 2008).

In-vitro-Degradationsstudie

Die In-vitro-Degradationsstudie wurde durchgefihrt, um die Polymerabbaurate und-
somit die ND-Freisetzung im Laufe der Zeit zu evaluieren. Die prozentuale Menge des
Gewichtsverlusts fr den statischen und dynamischen (mit kontinuierlichem Fluss) Abbau
ist in Abbildung 32 zu sehen. Die Kurven fur die Abbauprofile folgen einer insgesamt
linearen Regression, was ein Indikator dafir sein kdnnte, dass sich die Beschichtungen
gleichmaBig abbauen. Nach 6 Tagen sind 17 % der Beschichtung bei statischer Degra-
dation und 31 % bei dynamischer Degradation abgebaut. Stents mit dynamischer Deg-
radation hatten eine hohere Degradationsrate als Stents mit statischer Degradation. Es
muss jedoch erwahnt werden, dass der Massenverlust einige Springe aufwies, zum
Beispiel nach drei Tagen beim dynamischen Abbau, was auf die Entfernung groBerer
Teile der Beschichtung zurlickzuflhren sein kénnte. Weitere Untersuchungen mussten
mit dem REM durchgefiihrt werden, um das Degradationsverhalten zu bestatigen.
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Abb. 31: Korrosionsparameter
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Von den abgebauten Proben wurden REM-Aufnahmen angefertigt, um die Degradation
der Beschichtung zu bestatigen. Nach einem Tag des statischen Abbaus ist keine Ent-
fernung der Beschichtung zu erkennen. In dem Bereich, in dem sich die Stentdrahte
bertihren und die Beschichtung bereits beschadigt war, ist nach drei Tagen statischer
Degradation ein gewisser Abbau zu beobachten. Nach zehn Tagen statischer Degrada-
tion erfolgt der Abbau in Flecken, wie in Abbildung 33 zu sehen ist. Die ESB bestatigt,
dass der dunklere Bereich die Beschichtung und der hellere Bereich das Metall ist.

Wie zuvor zu sehen war, ist die Beschichtung pords. Maglicherweise wird die Beschich-
tung in den Bereichen, in denen sie bereits dinn war, nach dem Abbau entfernt. In den
hellen Bereichen wurde das Polymer vollstdndig entfernt worden. In den dunkleren
Bereichen ist die Oberflache sehr pords und weist Locher auf. Es ist moglich, dass dies
bereits vorher vorhanden war und nicht unbedingt auf Zersetzung zurtickzufthren ist.
Bei der dynamischen Degradation wird die Beschichtung in groBen Bereichen entfernt.
Es ist mdglich dass sich groBere Risse gebildet haben und durch die kontinuierliche
Strémung groBere Teile der Beschichtung abgetragen wurden.

Darstellung der wichtigsten

wissenschaftlich-technischen

Ergebnisse

Abb. 32 Massenverlust bei
statischer und dynamischer

Degradation.

Fraunhofer IKTS CARANAT Riga Technical University

Roumen Tsanev Institute of Molecular Biology,

Bulgarian Academy of Sciences

38146



Optischer Nachweis von Nanodiamanten

Zum Nachweis von Nanodiamanten in der Flissigkeit wurde UV-Vis Spektroskopie durch-
geflihrt. Die Kurven zeigen signifikante Peaks bei 268 nm, 361 nm und einen Peak bei
433 nm, der in Abbildung 34 als Schulter zu sehen ist. Abbildung 35 zeigt die Kalibrier-
ungskurve von ND in Wasser. Auf der Grundlage der linearen Anpassung an die experi-
mentellen Daten wurden die Absorptionsintensitaten der ND-Losung in Wasser fur ul-
traschallbehandelte Losungen und deagglomerierte Losungen berechnet.

Die Werte an den Peaks wurden flr verschiedene Konzentrationen gesammelt und es
wurde der Durchschnitt von drei Messungen berechnet. Auf diese Weise wird die Ab-
hangigkeit der optischen Absorption von der Konzentration bestimmt. Die Abbildung

Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Abb. 33 REM Bilder der bes-
chichteten Stents nach a)
einem Tag statischer Degrada-
tion; b) c) d) e-h) funf Tage dy-
namischer Degradation; h) ESB.
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zeigt die Absorptionskonzentrationsbeziehung bei drei festen Wellenlangen, wie sie vor
der Darstellung der Peaks ermittelt wurde. Die Absorption nimmt mit héheren Konzen-
trationen von ND in der L&ésung zu. Im Bereich von 0 mg/ml bis 0,04 mg/ml ist die Bezi-
ehung linear. Bei hoheren Konzentrationen ist die Abhangigkeit nichtlinear. Da bei den
Abbauversuchen nur niedrige Konzentrationen erreicht werden, gentigt es, die Funktion
flr den linearen Teil der Kurve zu finden. Die Steigungen sind dementsprechend zu
sehen.
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Die Freisetzung von Nanodiamanten aus beschichteten Stents wurde nach einem Tag,
nach drei Tagen und nach finf Tagen via dynamischen Abbau in HBSS untersucht. Da
die Absorption bei 433 nm nahe an derjenigen liegt, die zur Kalibrierung der ND-Kon-
zentration gewahlt wurde, wurde sie fir die Berechnung der ND-Konzentration in der

Losung gewahlt. Wie zu erkennen ist, nimmt die Intensitdt des Peaks mit der Erhéhung
der Konzentration der ND zu. Mit Hilfe der Korrelationsfunktion wurde die Konzentration
der ND berechnet. Die erhaltenen Konzentrationen sind der Abbildung 36 zu entneh-
men. Beim statischen Abbau wurden nur 2,9 ug/ml in der Losung nachgewiesen. Bei den
dynamischen Abbautests wurden héhere Mengen an ND in der Losung gefunden. Bei
langerer Eintauchdauer nahm die Menge an ND zu. Die Konzentration nahm um etwa
100 pg/ml pro Tag zu. Die Bestimmung der Konzentration auf der Grundlage von HBSS

Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Abb. 34 UV/Vis Spektra von
Acyl-ND in Wasser fiir
verschiedene Konzentration,
die von 10 mkl bis 180 mkl
reichen.

Abb. 35 UV/Vis-Kalibrier-
ungskurve von ND-Konzentra-
tion in Wasser. Konzentration
liber Absorption wurde fiir
drei Wellenldngen evaluiert
(260 nm, 361 nm, und 433 nm).
Die Neigung wurde via Origin
bestimmt.
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als Hintergrund war schwierig, da sich der pH-Wert bei unterschiedlichen Konzentratio-
nen von ND andert.

Probe Konzentration [mg/ml]
5 Tage dynamisch 0,0687
0,0514

3 Tage dynamisch

1 Tage dynamisch 0,0429

4 Tage dynamisch 0,0029

Beschichtung an Stents

Die Beschichtung von Stents misste durch mehrere Optimierungsschritte der Beschich-
tungstechnologie vorgenommen werden. Erste Beschichtungsreihe: Die Beschichtung
zieht sich zurlck und ist nicht vollstandig auf dem ganzen Stent aufgetragen. Dies kann
mit der Oberflachenbeschaffenheit zu tun haben. Charge 2 war im Vergleich erfolgrei-
cher. Die nun erhaltenen Stents wurden zuvor beschichtet und die nicht gelungene Be-
schichtung wurde entfernt und die Stents gereinigt. Es wird vermutet, dass wahrend des
Beschichtungsprozesses die Oberflache des Stents insoweit verandert wird, dass diese
eine geringere Adhasion gegeniiber dem Polymer aufweist als zuvor. Dieses Verhalten
wird zum einen belegt indem die Grenzschicht zwischen der Beschichtung und dem
Stent betrachtet wird.

Darstellung der wichtigsten
wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Abb. 36: Konzentration der ND
in Losung nach dem Abbau.

Abb. 37 REM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
mit unterschiedlicher Vergro-
Berung

Fraunhofer IKTS CARANAT Riga Technical University

4146

Roumen Tsanev Institute of Molecular Biology,

Bulgarian Academy of Sciences



Darstellung der wichtigsten

wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse

Zweite Beschichtungsreihe: Beschichtung von Stahistents

Da sich die Beschichtung von Nitinol-Stents flr den Partner MAT als schwierig ereignete
wurden nun Stahlstents beschichtet. Dies diente dazu einen ,Proof of Concept’ zu erzie-
len und eine homogene Beschichtung mit incorporierten Nanodiamanten zu erhalten. In
Abbildung 38 ist der beschichtete Stahl Stent zu sehen.

Die Beschichtung weist teils homogene Abschnitte auf dem Stent auf, teils ist jedoch
wieder, dass Muster zu erkennen, welches zuvor gezeigt wurde, bei dem sich die Be-
schichtung zuriick zu ziehen scheint und keine ausreichende Adhesion zwischen dem
Polymer und dem Stent vorhanden ist. An den Enden des Stents ist zu viel Beschichtung
vorhanden, sodass der Zwischenraum zwischen den Drahten voll mit Polymer ausgefullt
ist. Die Beschichtungsparameter missen weiter optimiert werden.

' Abb. 38 REM-Aufnahmen des
beschichteten Nitinol-Stents
mit unterschiedlicher Vergro-
Berung
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2 Vergleich des Standes des
Vorhabens mit der urspriinglichen
Arbeits-, Zeit- und Kostenplanung

Dritte Beschichtungsreihe: Beschichtung von Nitinol-Stents

Nach der Optimierung der Beschichtungsparameter wurde eine homogene Beschichtung
auf der Stent-Oberflache erreicht.

Abb. 39 Mikroskopische und
REM-Aufnahme des beschich-
teten Nitinol-Stents mit einge-
betteten ND

2 Vergleich des Standes des Vorhabens mit der ur-
spriinglichen Arbeits-, Zeit- und Kostenplanung

Die Bearbeitung der Arbeitspakete ist planmaBig abgeschlossen. Die Arbeiten sind ent-
sprechend des urspriinglichen Arbeits- und Zeitplanes durchgefihrt worden. Die perso-
nellen Finanzmittel sind entsprechend der Planung abgerufen worden.

3 Haben sich die Aussichten fiir die Erreichung der Ziele
des Vorhabens innerhalb des angegebenen Berichtzeit-
raums gegenuber dem urspriinglichen Antrag geandert?

Nein.
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4 Sind inzwischen von dritter

4 Sind inzwischen von dritter Seite FE-Ergebnisse be- Seite FE-Ergebnisse bekannt
kannt geworden, die fiir die Durchfiihrung des Vorha- geworden, die fur die

Durchfliihrung des Vorhabens

bens relevant sind? relevant sind?

Nein.

5 Sind oder werden Anderungen in der Zielstellung not-
wendig?

Nein, sie sind nicht notwendig.

6 Jahrliche Fortschreitung des Verwertungsplans

Das Projekt CARANAT hat eine fur die industrielle Evaluation taugliche Technologie fir
die effiziente Beschichtung von Stentimplantaten entwickelt. Die wesentliche Zielanwen-
dung des Projektergebnisses ist die Verbesserung der Qualitdt von kardiovaskularen
Stents und Steigerung des Erfolgs bei deren Einsatz in Patienten. Die neue Technologie
und die mit derer Hilfe hergestellten Produkte sollen einen wesentlichen Beitrag leisten,
um eine optimale Behandlung von GefaBerkrankungen zu ermoglichen. Weitere Einsatze
ergeben sich auf Medizinprodukten wie z.B. Gelenkprothesen und Katheter.

Als Folgeschritt nach dem Projektende wird eine gemeinsame Validierung der Beschich-
tungstechnologie und ihre Integration in die Produktion vorgenommen. Die entwickelte
Technologie fiir Stent-Beschichtungen wird ein hohes Potential flr die Realisierung ur-
sprunglicher Losungen im Zusammenspiel mit neuen Trends der Medizintechnik entwi-
ckeln. Hohere Abscheidungsraten der Beschichtung, eine weitere Anhebung der Ober-
flaichenhomogenitat, die Anwendung in anderen Implantaten sowie der Einsatz fir
dinne GefaBe und klassische Stents sind nur einige Beispiele. Vielversprechend ist
ebenso die Aufweitung des Verfahrens fiir die Produktion miniaturisierter Stents fir ze-
rebrale GefaBe und neurologische Anwendungen.

Durch den guten Industrienetzwerk des Fraunhofer IKTS wird nach dem Projektende eine
enge Kooperation mit Industriepartnern etabliert. Es bestehen sehr gute Kontakte zu den
Firmen MAT (deutscher Lohnbeschichter), Alvimedica und Balton Ltd. (europaischer Her-
steller von Stent-Implantaten), die an Projektergebnissen interessiert sind.
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