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Abb.

1:

Anatomische Stadien der Osteomyelitis bei Erwachsenen nach
Cierny und Mader. 1) medullare OM, II) superfizielle OM, III)
lokalisierte OM, V) diffuse OM, [8].
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Abb.

Schematische  Darstellung des  Knochenmodells.  Der
Spongiosaquader wurde in einem Deckelglas durch einen
Plastikring fixiert und war bis zur Oberkante von einer PBS-
Losung umgeben. Die Probe der Mikropartikel wurde auf die
apikale Flache des Knochens appliziert, das Glas mit einem
Deckel verschlossen und in den Warmeschrank bei 37°C gestellt.

32

Abb.

Partikeldurchmesser (MW und SA n=30) in Abhangigkeit von der
Ruhrgeschwindigkeit R (1-3) und der Ruhrdauer von 10s, 20s
und 40s. Die Abhéangigkeit der PartikelgroRe von Rihrtempo und
Ruhrdauer wird im Sdulendiagramm sichtbar
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Abb.

Darstellung der MW und SA (n=3) der experimentell, mittels
HPLC und Photometrie, bestimmten VM-Konzentrationen in
Abhangigkeit von der eingewogenen VM-Menge. Die mittels
linearer Regression bestimmten Eichkurven liegen im
Konzentrationsbereich von 0,1 - 1 mg/ml VM. Es ist sichtbar,
dass sich in den vorgegebenen Konzentrationen eine lineare
Abhangigkeit zwischen gemessenen und gewogenen Werten
ergibt. Der relative Fehler war nicht gro3er als 5%, weshalb er in
der Abbildung nicht erkennbar ist.
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Abb.

CLSM Bilder zur Ubersicht der GroRenverteilung der CaCOs-
Partikel, in 9  verschiedenen Partikelansatzen mit
Geschwindigkeit RI - RIll und der Dauer von 10s, 20s und 40s.
Anhand der Bilder wird ersichtlich, dass in Probe 1-10s, d.h.
Ruhrgeschwindigkeit R | fur 10s, die grof3ten Mikropartikel
entstehen. Bereits die Verlangerung der Rihrdauer auf 20s oder
40s bei gleich bleibendem Tempo hat eine ausgepragte
Veranderung der Partikelmorphologie zufolge.
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Abb.

MW und SA (n=3) der VM-Verluste bei den Waschschritten W1-
W3 der VM-CaCO3-bP-Partikel (bei Prazipitation). In W1 geht der
Grof3teil an VM verloren und bei W3 weniger als 1%.
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Abb.

Séaulendiagramm des MW und der SA (n=3) der VM-Verluste bei
Waschschritten W1-W3 der folgenden VM-CaCO3-Partikel: nP,
bP, HSA 1, HSA 2, Dextran 1 und Dextran 2. Es wird ersichtlich,
dass die D 1- und nP-Partikel am meisten VM wéahrend der
Waschschritte verlieren.
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Abb.

VM-Konzentrationen (MW und SA n = 3) in mg/ml der VM-
CaCOa3-Partikel nP (nach Prazipitation), bP (bei Prazipitation)
nach Lyse des CaCO3 in HCI. Die bP-Partikel enthalten ein
Vielfaches an VM.
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Abb.

CLSM Bilder der VM-CaCO3-Partikel nach Zugabe von A) HCI
und B) EDTA. Es ist sichtbar, dass die Partikel durch die HCI-
und die EDTA-L6sung aufgelost werden.
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Abb.

10:

Darstellung der MW und SA (n=3) der Beladungseffizienzen der
verschiedenen VM-CaCQO3-Partikeltypen in Prozent. Je hoher die

40

5




Abbildungsverzeichnis

Prozentzahl liegt, desto groRRer ist die Beladungseffizienz. Das
heil3t, der Anteil des eingesetzten VM, der letztendlich in den
Partikeln vorliegt ist groBer und weniger VM geht bei der
Herstellung verloren. Es wird ersichtlich, dass die hodchste
Beladungseffizienz von den F-, PV- und HSA 2-Partikeln erreicht
wird. Die Prozentzahlen der HSA 1-. Dx 1- und Dx 2-Partikel
besitzen im Gegensatz dazu mit ca. 10% die kleinsten Werte.

Abb.

11:

VM-Konzentrationen im Uberstand der Partikelsuspension der
VM-CaCO3-nP- und VM-CaCO3-bP-Partikel, MW und SA (n=3).
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Abb.

12:

MW und SA (n=3) der freigesetzten VM-Konzentration in mg/ml in
den Uberstanden aus VM-CaCO3-HSA 1-Partikeln (Inkubation
der VM-CaCO3-Partikel mit HSA erfolgte nach der Prazipitation)
und VM-CaCO3-Kontrollpartikeln (VM-CaCO3-Partikel ohne
HSA) im zeitlichen Verlauf Gber 72h. Es ist erkennbar, dass die
Kontrollpartikel ohne HSA deutlich mehr VM abgeben, als die mit
HSA nachtraglich inkubierten Partikel.
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Abb.

13:

VM-Konzentrationen (MW und SA n=3) in mg/ml der Uberstande
der VM-CaCO3-HSA 1- und der VM-CaCO3-HSA 2-Partikel tber
48h. Die HSA 2-Partikel geben das 10fache an VM ab. (HSA 1=
Zugabe HSA nach Prazipitation, HSA 2= Zugabe HSA bei
Prazipitation)
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Abb.

14

VM-Konzentrationen (MW und SA n=3) in mg/ml der Uberstande
der VM-CaCO3-Dx-Partikel Typ 1 (Zugabe Dextran bei der
Préazipitation) mit 70kD oder 464 kD Dextran, von O - 44h. Die
70kD-Dextran 1-Partikel enthalten eine héhere Konzentration an
VM.

46

Abb.

15:

Vergleich der VM-Konzentrationen in mg/ml der Uberstande der
VM-CaCO3 -Dx 1-Partikel (Zugabe Dextran nach Prazipitation)
und VM-CaCO3-Dx 2-Partikel (Zugabe Dextran bei Prazipitation)
mit und ohne weitere Nachinkubation mit VM nach Fertigstellung
der Partikel iber 24h, MW und SA (n=3).
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Abb.

16:

Graphischer Vergleich der VM-Konzentrationen in mg/ml der
Uberstande der VM-CaCO3-HSA 2-Partikel (Zugabe HSA bei der
Prazipitation) und VM-CaCO3-Dextran 2-Partikel (Zugabe des
Dextrans 70kD bei der Prazipitation) von 0 - 96h, MW und SA
(n=3).
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Abb.

17:

VM-Konzentration in mg/ml im Uberstand der F-Partikel (Zugabe
Fibrin bei Prazipitation) in PBS bei 37C bis 24h,
Verdunnungsfaktor herausgerechnet. MW und SA (n=3). In den
ersten 8h lauft der Grol3teil der Freisetzung ab.
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Abb.

18:

VM-Konzentration im Uberstand der F-Partikel in PBS bei 37C
bis 264h, Verdunnungsfaktor herausgerechnet. MW und SA
(n=3), die F-Partikel geben VM ab, nach 24h beginnt die VM-
Konzentration zu sinken.
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Abb.

19:

FITC-BSA markierte VM-CaCO3-Fibrinpartikel (Zugabe Fibrin bei
der Prazipitation) A) in Wasser B) Fibrinhillen nach Lyse des
Kalziumkarbonats durch HCI. Zu erkennen sind die runden
Mikropartikel, die das FITC-BSA aufgenommen haben (A) und
die Fibrinhillen, die noch FITC-BSA aufweisen, nachdem das
Kalziumkarbonat durch das HCI gelést wurde (B).

50

Abb.

20:

VM-Konzentration der Uberstande der PV-Partikel (VM-CaCO3-
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Fibrinpartikel mit Plasminogen und Alteplase im Uberstand bei
37%C) in 24h, Verdunnungsfaktors berechnet. MW und SA (n=3).

Abb.

21:

AFM-Bilder (Atomic Force Microscopy) der Fibrin- und PV-
Partikel (mit Alteplase und Plasmin), Ausmessung des vertikalen
und horizontalen Durchmessers. Die Fibrinhllle der VM-CaCOg3-
Fibrinpartikel ist dicker als die Fibrinhtlle der VM-CaCO3-PV-
Partikel.
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Abb.

22:

CLSM Aufnahmen mit FITC-BSA markierten VM-CaCO3-PV-
Partikeln unter zeitgleicher Zugabe der lysierenden Enzyme
Plasminogen und Alteplase bei 37<C. Die Bilder 1 - 6 wurden im
30s Takt aufgenommen. Der Fluoreszenzintensitatsverlauf wurde
entlang des roten Strichs in einem Beispielpartikel gemessen. Die
Abnahme der Intensitét Uber die Zeit wird deutlich.
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Abb.

23:

Diffusionskoeffizienten von VM in cm2/s der verschiedenen
Partikelpraparationen mit EXDIF berechnet und MW und SA
(n=3). Je kleiner der Diffusionskoeffizient, desto starker wird die
Diffusion des VM aus den Partikeln heraus behindert. Im
Saulendiagramm mit den unterschiedlichen Partikelvariationen
wird deutlich, dass die HSA 1- und 2-, Dextran 1- und 2- und bP-
Partikel die kleinsten Diffusionskoeffizienten besitzen.
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Abb.

24:

Freisetzung von VM in mg/ml aus VM-CaCO3-bP 1-Partikeln
(Zugabe von VM bei Prazipitation, Probe 1) in 24h, mit Fit aus
EXDIF-Programm, der an die experimentell gemessenen Werte
angepasst wird.
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Abb.

25:

VM-Konzentrationen in mg/ml im Uberstand der Knochen ohne
Partikel, Verdunnungsfaktor rausgerechnet, MW und SA (n=3).
Nach 4h hat sich ein Gleichgewicht in der Losung eingestellt.
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Abb.

26:

MW und SA (n=3) der VM-Konzentration in mg/ml im Uberstand
der Knochenversuche mit VM-CaCO3-HSA 2-Partikeln (Zugabe
von HSA und VM bei der Prazipitation), Verdinnungsfaktor
herausgerechnet, a) bis 96h und b) bis 28h. Erkennbar ist der
steile Konzentrationsanstieg binnen der ersten 5h und die
Einstellung eines Gleichgewichts zwischen der VM-Konzentration
in den Partikeln und im Uberstand. Im weiteren Verlauf
schwanken die Werte bis 96h, verandern sich aber nicht mehr
wesentlich.
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27:

SEM Bilder der CaCO3-BSA Partikel
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Abb.

28:

Schematische Darstellung der CaCO3-Mikropartikelformation,
[45].
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29:

Schematische Darstellung der Entstehung eines Fibringerists
durch Thrombin und Faktor XlIl aus Fibrinogendimeren
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30:

Strukturmodell des Vancomycins [74].
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Osteomyelitis

1.1.1 Definition

Die Osteomyelitis (OM) ist eine schwerwiegende und haufig zu Chronifizierung neigen-
de Erkrankung mit einer Inzidenz von 2 - 16% nach offenen Frakturen [1, 2]. Es handelt
sich dabei um eine Infektion des Knochens, die Knochenmark, Spongiosa, Kortikalis
und Periost befallen kann [3]. Die OM wird unterteilt in die endogene OM, die durch
hamatogene Bakterienstreuung entsteht und die exogene OM. Die exogene OM ent-
steht in der Regel nach offenen Frakturen, Gelenkersatzoperationen oder z.B. durch
Infektionen des diabetischen FuRes [4, 5]. Da diese Atiologien sowie Hochgeschwindig-
keitstraumata und Antibiotikaresistenzen erwartungsgemald ansteigen werden, ist von
einer ansteigenden Inzidenz der OM auszugehen [6]. Weil der Anteil der exogenen OM
an allen Knocheninfektionen 80% betragt [7], soll diese Form der OM in dieser Arbeit im
Vordergrund stehen. Die endogene Osteomyelitis, die auf hamatogenem Weg entsteht
kommt vor allem bei Kindern gehauft vor. Bei Erwachsenen hingegen entstehen nur
20% der Osteomyelitiden durch eine hamatogen gestreute Infektion [5]. Dabei entsteht
die Inflammation nicht durch lokale Infektverschleppung bei Traumata oder Operatio-
nen, sondern durch eine Erregerverschlep-
pung Uber die Blutbahn. Die Keime werden
Uber das Blut in den Knochen transportiert,
vermehren sich dort und I6sen die Entzln-
dung aus [3].

Die Osteomyelitis kann entsprechend ver-
schiedener Kriterien klassifiziert werden. Die
Waldvogel Klassifikation und die Cierny-
Mader Klassifikation stellen die zwei wich-
tigsten Einteilungen dar (siehe Tabelle 1) [5].

Abb. 1. Anatomische Stadien der Osteo-
myelitis bei Erwachsenen nach Cierny
und Mader. 1) medullare OM, Il) superfi-
zielle OM, Ill) lokalisierte OM, V) diffuse
OM, [8].
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Einleitung

Es wird zwischen der hdmatogenen Genese und der sekundar durch einen infektibsen
Fokus entstandenen Osteomyelitis unterschieden. Letztere wird in Abh&ngigkeit von
einer vaskularen Insuffizienz weiter differenziert [5].

Bei der Cierny-Mader Klassifikation handelt es sich um eine detailliertere Klassifikation,
denn es werden vier verschiedene anatomische Varianten und drei verschiedene Pati-
entenphysiologien unterschieden [5]. Im Rahmen der anatomischen Varianten wird zwi-
schen (1) medullarer, (1) oberflachlicher, (1l1) lokaler und (1V) diffuser Osteomyelitis diffe-
riert. Die Zuordnung der Patientenphysiologie beinhaltet einen (A) gesunden Patienten,
(B) lokale oder systemische Risikofaktoren oder (C) lokale und systemische Komorbidi-
tat, wie zum Beispiel eine lokale Einschrankung der Immunitat, Vaskularisierungs-
storungen, sowie systemische Vorerkrankungen wie Diabetes mellitus, Immunsuppres-
sion und Niereninsuffizienz. Anhand dieser Einteilung konnen zwolf verschiedene Sta-

dien der Osteomyelitis beschrieben werden [5].

Tabelle 1: Cierny-Mader Klassifikation der Osteomye  litis [8]

Stadium 1 Medullare N Markraum und Endost von Nekrose und Infekt betrof-
Osteomyelitis fen (hAmatogen oder bei Marknagel)
Stadium 2 Oberfléchlip_he (_Zorticalis alleine von Nekrose betroffen, Osteitis (von
Osteomyelitis tiefer Wunde ausgehend oder benachbartem Focus)
' Lokalisierte Kom.bination von 1 und 2 lokalisiert und mechanisch_
Stadium 3 o " stabil (ursachlich Operation oder Trauma, fortgeschrit-
steomyelitis )
tenes Stadium 1 oder 2)
, Infektion und Nekrose betreffen die gesamte Zirkumfe-
, Diffuse Osteo- . o o
Stadium 4 myelitis renz, mechanische Instabilitat (Urséchlich Trauma, OP
oder fortgeschrittenes Stadium 3)
Malnutrition, Nieren- oder Leberinsuffizienz, Diabetes
Physiologischer | Systemisches mellitus, respiratorische Insuffizienz, Immundefizienz,
Zustand Risiko (Bs) Malignom, Neugeborene oder geriatrische Patienten,
Immunsuppression
Chronisches Lymphédem, chronisch vendse Insuffi-
Lokales Risiko | zienz, Makroangiopathie, Arthritis, ausgedehnte Nar-
(BI) benbildung, Strahlenfibrose, Vaskulitis, Neuropathie,
Nikotinabusus
A-Patient K'e.ilne Comorbi-
ditat
B-Patient Risikofaktoren Systemische Risikofaktoren, lokale Risikofaktoren
C-Patient Behandlung belastender als Krankheit

Eine weitere Unterteilung in akute und chronische Osteomyelitis hat sich aus klinischen
Aspekten als unnétig erwiesen [9]. Definitionsgemal jedoch handelt es sich um eine

akute OM, wenn diese innerhalb von vier Wochen nach einem Trauma oder einer Ope-
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Einleitung

ration entsteht und um eine chronische OM, wenn die symptomatische Entziindung
spater als vier Wochen postoperativ oder Jahre danach auftritt [3].

1.1.2 Pathologie

Die exogene OM basiert auf einer Kontamination mit Bakterien, die durch ein Trauma in
das Gewebe eindringen. Das Knochen- und Weichteilgewebe kann durch systemische
Erkrankungen wie u.a. Diabetes mellitus, chronische Lymphddeme und Vaskulitiden
(siehe Tabelle 1) bereits ein Immundefizit aufweisen [3]. Die Bakterien kdnnen durch
einen Unfall direkt, intraoperativ oder zum Beispiel auf nosokomialem Weg Uber Drai-
nagen, in die Wunde eintreten [5].

Dabei bietet avitales und minderperfundiertes Gewebe, wie beschadigter Knochen und
Weichteile, eine optimale Oberflache, an der Bakterien anhaften und sich vermehren
konnen. AnschlieBend kommt es durch die Einwanderung von Granulozyten und
Makrophagen zu einer Inflammation und zusatzlich héaufig durch das entstehende
Odem zu einem Knochenmarksinfarkt. Die Folge stellen lokale Abszesse dar, die sich
innerhalb des Knochens ausbreiten, bis sie dessen Oberflache durchbrechen und mit
dem Abheben des Periostes die Blutversorgung unterbrechen. Dadurch entstehen
Nekrosen, Sequester und Weichteilabszesse mit Fisteln. Die Eradikation von Bakterien
in diesen ischamischen und nekrotischen Arealen stellt sich als besonders schwierig
dar [3, 5].

Das Erregerspektrum unterscheidet sich je nach Genese der Erkrankung. Beim diabeti-
schen Fuflulkus bilden Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Entero-
kokken und Peptostreptokokken die haufigsten Bakterienstamme. Bei der Besiedlung
von kunstlichen Gelenken dominieren koagulase negative Staphylokokken, Staphylo-
coccus aureus und Streptokokken. Im Gegensatz dazu spielen bei der OM durch offe-
ne Frakturen auch andere Keime wie Clostridium spp., Bacillus spp., Nocardia spp.,
Enterobacteriaceae, Aeromonas, Plesiomonas und Pseudomonas aeruginosa eine
wichtige Rolle. Insgesamt stellt Staphylococcus aureus auch in Form von MRSA, ge-
folgt von Staphylococcus epidermidis die haufigste Bakterienart als Ursache der OM
dar.

Deutschland ist eines der europaischen Lander mit dem starksten Anstieg der MRSA-
Problematik [10] und da die Resistenzentwicklung rasch zunimmt und bei 60% der koa-
gulasenegativen Staphylokokken eine Methicillinresistenz wahrscheinlich ist, muss eine

adaquate Therapie sorgfaltig erarbeitet werden [11].
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1.1.3 Klinik und Diagnose

Die ersten Symptome treten am haufigsten einen Monat nach Inokulation der Bakterien
auf. Die Patienten leiden Klinisch unter leichtem Fieber, vermehrtem Wundsekret, loka-
ler Rotung, Uberwarmung und Schmerzen. Laborchemisch zeigt sich eine BSG-
Erh6éhung und Leukozytose [5]. Da diese Symptome insgesamt sehr unspezifisch sind,
gehoren fur die Diagnostik einer OM Histologie und Mikrobiologie zum Goldstandard
[12].

Vor Durchfihrung einer Operation kann eine Blutkultur zur Keimidentifikation und Diag-
nosesicherung fuhren. Da die Blutkultur allerdings in 40% der Félle falsch negative Er-
gebnisse bringt, sollte bei einer auffalligen Klinik und negativer Blutkultur eine Kno-
chenbiopsie, z.B. als Feinnadelbiopsie, durchgefihrt werden [11, 13].

Intraoperativ entnommene Knochenproben stellen bei drei positiven Proben des glei-
chen Erregers den gesicherten Nachweis einer OM dar. In der histologischen Untersu-
chung wird die Anzahl der Leukozyten ermittelt, ab 5 Leukozyten je Gesichtsfeld gilt
eine Inflammation als nachgewiesen [14]. Neben Leukozyten liegen im Zusammenhang
mit der OM auch vermehrt Plasmazellen und Fibroblasten vor [13].

Zusatzlich zu der Mikrobiologie und Histologie spielen bildgebende Verfahren bei der
Diagnostik der OM eine entscheidende Rolle. Eingesetzt werden das konventionelle
Rontgen, die Skelett- und Entztindungsszintigraphie, die CT (Computertomographie),
die MRT (Magnetresonanztomographie) und die F-FDG-PET (Fluordesoxyglucose-
Positronen-Emissions-Tomographie) [15]. Im Roéntgenbild ist die Dichteabnahme der
Knochensubstanz erst Wochen nach Beginn der Entziindung sichtbar und bedeutet,
dass bereits 50-70% der Knochenmatrix abgebaut wurden [5]. Jedoch kdnnen auch
periostale Knochenanbauten und eine Gelenkspaltverbreiterung im Rontgenbild auf ei-
ne OM hinweisen. Die CT stellt Sequester und intraossares Gas dar, doch auch dieses
bildet sich erst im Verlauf der Inflammation [16].

Technetium-99-Knochenszintigraphien zeigen im Zusammenhang mit der OM eine ho-
he Sensitivitat von bis zu 100%, allerdings eine sehr geringe Spezifitat von nur 8% [13].
Die hochste Spezifitat und Sensitivitat weist die MRT auf. Sie stellt Odeme, exsudative
Infektionen, Weichteilabszesse und eine mdgliche Knochenmarksbeteiligung dar und

sollte daher fur die Diagnostik einer OM genutzt werden [16].
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1.1.4 Therapie

Die Therapie der OM richtet sich nach dem jeweiligen Stadium der Erkrankung. In der
Regel umfasst sie die funf folgenden Therapieschritte [4, 5, 17]:

- Keimisolierung

- chirurgisches Debridement mit Sequestrektomie

- Weichteilrekonstruktion mit Vaskularisierung

- Knochenrekonstruktion

- Antibiotische Therapie
Dabei kommt stadienunabhangig dem chirurgischen Debridement nach der Keimisolie-
rung zur Infektsanierung die grof3te Bedeutung zu. Es ist fur die Heilungschance ele-
mentar, dass der Knochen- und Weichteilmantel bis zu normal durchbluteten Gewebs-
randern reseziert wird [4].
Auch das Totraummanagement ist extrem wichtig, denn die freie Knochenhdhle fillt
sich mit Blut und Serum, so dass ein Nahrboden fur Bakterien entsteht [18]. Dieser freie
Raum kann mit Knochentransplantaten, PMMA-Kugeln, Keramik oder mit einem alter-
nativen Fullmaterial gefillt werden [4, 5]. Die Knochenstabilitat kann in der Ubergangs-
l6sung mit Platten, Schrauben oder einem Fixateur externe erreicht werden, ein Fixa-
teur interne ware prinzipiell auch maoglich, birgt allerdings ein héheres Risiko fir eine
Sekundarinfektion [5]. Auch bei der implantatassoziierten OM fallt der Wechselwirkung
von Erreger und Implantat eine bedeutende Rolle zu. Osteosynthesematerial wird direkt
im Anschlul3 an die Operation von korpereigenen Proteinen, wie Fibronectin, Fibrino-
gen, Kollagen, Laminin und Vitronectin, ummantelt. Genau fur diese Proteine besitzt
Staphylococcus aureus Rezeptoren, tber die sich das Bakterium an das Implantat bin-
den und sich der antibiotischen Therapie entziehen kann. Die adharenten Bakterien
besitzen eine gesteigerte Antibiotikaresistenz, welche nur im Rahmen von in-vivo La-
bortests simuliert werden kann. Die Wirksamkeit von Antibiotika auf gebundene Keime
in der stationaren Wachstumsphase ist daher mal3gebend.
Andere Bakterien, wie z.B. koagulase negative Staphylokokken, bilden extrazellulare
Polysaccharide, die einen Schutz vor Phagozytose und eine Antibiotikaresistenz bewir-
ken [11]. Die systemische Antibiose im Anschluss an die Operation sollte sechs Wo-
chen lang erfolgen, da die Revaskularisation des operierten Knochens erst nach ca. 4
Wochen eintritt [5]. Bei chronischen Knochenmarksentziindungen sind sechs bis zwolf

Monate oraler Antibiose indiziert [19].
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Bei den eingesetzten Antibiotika handelt es sich unter anderem um Vancomycin, Clin-
damycin, Linezolid und Fosfomycin, die durch ihr grampositives Spektrum auch gegen
MRSA auffallen und in Kombinationen mit Rifampicin, Levofloxazin u.v.m. sehr wirksam
sind [3, 5].

Problematisch bei der systemischen Antibiose ist die Tatsache, dass sie ihren Wirkung-
sort, den mafig durchbluteten Knochen und das entziindete Gewebe, wegen der Diffu-
sionsbarrieren nur in geringer Konzentration erreichen kann. Erschwerend kommt hin-
zu, dass die Maximaldosis durch die starken Nebenwirkungen der antibiotischen Thera-
pie vor allem auf Niere und Leber stark limitiert ist [4, 20]. Die starken Nebenwirkungen
fordern eine negative Compliance der Patienten und die grol3en Mengen an zu verab-
reichenden Antibiotika bewirken einen hohen Kostenfaktor.

Daher stellt die lokale antibiotische Therapie, vor allem wegen der geringeren Neben-

wirkungen, eine sehr interessante Therapiealternative zur systemischen Einnahme dar

[4].

1.2 Vancomycin (VM)

Ein optimales Antibiotikum sollte eine gute Bioverfliigbarkeit, eine ausreichende Kno-
chenpenetration und eine niedrige Toxizitat aufweisen [5]. Des weiteren sollte es was-
serl6slich, bakterizid und hypoallergen sein [21].

Vancomycin (VM) ist ein Breitspektrum Glykopeptidantibiotikum gegen grampositive
Organismen [6]. Es hemmt die Zellwandsynthese und stdrt somit die osmotische Stabili-
tat der Zellmembran. Mit diesem Mechanismus zerstort VM Bakterien wie MRSA, S.
epididermidis, Streptokokken und Enterokokken [21].

AulRerdem werden VM und Aminoglykoside bei der Besiedlung von S. aureus, MRSA
und S. epididermidis am haufigsten verwendet, da sie hypoallergen und hitzestabil sind
und ein breites Wirkspektrum besitzen [17, 22]. Im Gegensatz zu Aminoglykosiden, Ce-
fazolin, Rifampicin und Chinolonen, weist VM weniger Nebenwirkungen (NW) auf das
Knochenwachstum auf [17]. VM besitzt eine Plasmahalbwertszeit von 6h und liegt im
Blut zu 50% gebunden an Plasmaeiweil3e vor. Es diffundiert in extrazellulare Flussigkei-
ten, wie Synovial-, Pleural- und Perikardflussigkeit, und weist als wichtigste Nebenwir-

kungen eine Nephro- und Ototoxizitat auf [6].
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Wegen der oben genannten Eigenschaften stellt VM die bislang etablierteste Substanz
zur Therapie der OM dar und wurde in dieser Arbeit als Modell-Antibiotikum verwendet

[6].

1.3 Carrier

Am haufigsten werden als Tragersubstanzen mit Antibiotika beladene Kugeln, Nagel
oder Zement aus Polymethylmethacrylat (PMMA), Knochentransplantate, Kollagen-
schwamme und Keramik (aus Hydroxyapatit, Carbonatapatit oder Kalziumsulfat) ver-
wendet [4]. Sie besitzen den Vorteil, dass anhand einer einmaligen Applikation Antibio-
tika tGber einen langen Zeitraum lokal freigesetzt werden kdnnen [23].

Die antibiotischen PMMA-Ketten, die Tobramycin oder Gentamycin enthalten, werden
nach 2-4 Wochen entfernt und anschlieBend durch ein Knochentransplantat ersetzt [5,
22]. Der Nachteil der Ketten besteht in der initial hohen Konzentration an Antibiotikum,
die im weiteren Verlauf rapide abfallt [24]. Dabei erh6ht vor allem eine langere Freiset-
zung niedriger Konzentrationen das Risiko fur die Entstehung von Resistenzen [20].
Ungunstig ist auRerdem die Tatsache, dass zur Entfernung der eingewachsenen Ketten
ein weiterer operativer Eingriff notwendig ist [4, 23]. In diesem Zusammenhang bietet
der PMMA-Nagel Vorteile, denn durch seine metallische Verstarkung vermag er die
Knochenstabilitdt aufrechtzuerhalten und wird weniger von Granulationsgewebe um-
wachsen, so dass er auch noch nach einem langeren Zeitraum einfach entfernt werden
kann [22].

Bei den standardmalig genutzten PMMA-Gentamycinketten bilden sich héufig so ge-
nannte small colony variants des Erregers S. aureus. Diese persistieren bei einer ada-
quaten antibiotischen Therapie, indem sie von Phagozyten aufgenommen aber nicht
vollstdndig abgebaut werden und Monate spater zu einer Reinfektion fihren kénnen
[11]. In vitro Studien konnten nachweisen, dass Bakterienwachstum auch auf dem mit
Antibiotikum beladenen Zement stattfindet [25].

Weitere Nachteile des PMMA-Materials (z.B. als PMMA-Zement) bestehen in seiner
lokalen Immunsuppression, durch Hemmung der Leukozyten und in der aseptischen
Lockerung von Prothesen [4, 5]. Denn es konnte nachgewiesen werden, dass das
PMMA-Material Makrophagen anlockt und diese, wenn sie PMMA-Bruchstiicke phago-
zytieren, selbst der Zelllyse verfallen und LDH (Lactatdehydrogenase) freisetzen. Die

Freisetzung der inflammatorischen Mediatoren fihrt im Knochen zu Fibrose und Kno-
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chenresorption. Insgesamt entspricht der Vorgang einer granulomatésen Reaktion des
Wirtes auf das PMMA, und als Folge kann eine Prothesenlockerung entstehen [26]. Zu-
satzlich geben die PMMA-Kugeln nur 50% des enthaltenen Antibiotikums nach 4 Wo-
chen ab [21] und der PMMA-Knochenzement gibt nur ca. 5% der enthaltenen Antibioti-
ka an die Umgebung ab [27]. Mit Antibiotikum inkubierte Knochentransplantate besitzen
die beste Knochenbindung und werden aus der Fibula oder dem Os ilium entnommen,
auch Allografte kdnnen verwendet werden, jedoch kdnnen sie infektibse Krankheiten
Ubertragen [5, 28].

Der Kollagenschwamm besitzt die glnstige Eigenschaft, dass er nicht entfernt werden
muss und in seiner Form flexibel angepasst und dadurch optimal in den Totraum einge-
setzt werden kann. Die Freisetzungskinetik ist anfangs zufriedenstellend hoch, gewahr-
leistet jedoch keine langfristige Abgabe [20]. Auch Keramik kann mit Antibiotika beladen
werden und besitzt eine mechanische Stabilitat, die mit Knochen vergleichbar ist. Vor-
teile diesen Materials bestehen darin, dass es eine weitere Operation und das Totraum-
management erspart und eine [3, 29] vielfach hohere Antibiotikakonzentration als akry-
lischer Knochenzement aufweist [30, 31]. Allerdings besteht bei Persistenz der Infektion
oder bei einer Reinfektion die Gefahr einer Fremdkorperreaktion auf die Keramik [31].
Auch die implantierte Medikamentenpumpe mit Clindamycin und Amikacin [5] muss am
Ende der Behandlung operativ entfernt werden [18]. VM kann aufgrund seiner Instabili-

tat in flissigem Medium nicht in der Pumpe verwendet werden [24].

Eine optimale Tragersubstanz fir die antibiotische Therapie sollte am Zielort ausrei-
chend hohe Mengen an Arzneimittel abgeben, eine langsame und kontinuierliche Frei-
setzung Uber einen Zeitraum von 4-6 Wochen gewahrleisten und biologisch abbaubar
sein, damit kein weiterer Eingriff notwendig wird [21]. Besonders vorteilhaft ist, dass
resorbierbare Substanzen im Knochen nur langsam zersetzt werden und sich dadurch
das regenerative Knochenwachstum anpassen kann, ohne dass ein weiteres Totraum-
management notig ware [21].

Als biologisch abbaubare Tragersubstanzen fur die Antibiotika wurden bisher Kalzium-
polyphosphat, Kalziumphosphatzement, Gipskugeln, Chitosanmikrospharen, Liposo-
men und Polymere (aus Polylactide-Polyglykolid, Polycaprolacton, oder Polylactide)
untersucht [22].

Sasaki et al. 2005 zeigten, dass Kalziumphosphatzement eine besonders gute Kno-

chenbindung aufweist und in vitro zwei Wochen lang hdohere Antibiotikamengen freiset-
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zen kann als Knochenzement [32]. Chitosanmikrospharen wurden von Cevher et al.
2006 untersucht. Sie stellten fest, dass das Chitosan bis zu 300h lang Antibiotika frei-
setzen kann [6]. Petrone et al. 2008 arbeiteten mit Kalziumpolyphosphat und bemerk-
ten, dass eine Antibiotikaabgabe Uber 500h maoglich ist und verschiedene Antibiotika
kombiniert werden kénnen [1]. Mousset et al. 1995 betrachteten die Freisetzung ver-
schiedener Antibiotika aus Gipskugeln. Dabei stellten sie fest, dass die aus Kalziumsul-
fathemihydrat bestehenden Kugeln eine hohe Biokompatibilitat aufweisen und physiolo-
gisch resorbiert werden [18]. Liu et al. 1999 zeigten, dass Polylactide-Polyglykolid Po-
lymere, die aus einem Polymer mit grof3erer molekularer Masse hergestellt wurden, zu
einer verlangerten Freisetzung an Antibiotika fihren [21]. Hendricks et al. 2001 stellten
dar, dass Polycaprolactonimplantate beladen mit Tobramycin zu einer héheren Tobra-
mycinkonzentration im Knochen flihren als PMMA-Material [33].

Die Polycaprolactonpolymere setzen in vitro Antibiotika fur bis zu 40 Wochen lang frei
und sind in vivo mehrere Wochen lang wirksam. Allerdings weisen sie eine verminderte
Knochenbindung auf und provozieren gelegentlich ungiinstige Gewebsreaktionen [34].
Biologisch abbaubare Substanzen als Carrier fur die antibiotische Therapie sind aus
mehreren Grinden anzustreben: sie benédtigen keinen weiteren invasiven Eingriff zur
Entfernung, hinterlassen keine HohlrAume und stellen langfristig keinen Fremdkdrper
dar, an den sich die Bakterien anhaften kénnen, um zu persistieren [4].

Es wird bei der Therapie der Osteomyelitis eine Kombination von systemischer und lo-
kaler antibiotischer Therapie angestrebt, und eine Sensitivitatsprifung der Keime auf
das Antibiotikum sollte vor Therapiebeginn unbedingt erfolgen [20, 21].

Jedoch ist bislang der Einsatz dieser physiologisch abbaubaren Substanzen in vivo
stark limitiert, da die Aufnahme der Medikamente in die Tragerstoffe, die eingeschrank-
te Medikamentenfreisetzung und komplizierte Herstellungsverfahren noch nicht opti-

miert werden konnten [20, 33].

1.4 Kalziumkarbonat

Als abbaubare Tragersubstanz wurde Kalziumkarbonat ausgewahlt, da dieses einen
festen Bestandteil biologischer Systeme darstellt und dadurch eine ausgezeichnete
Biokompatibilitdt und Resorbierbarkeit aufweist [35]. Aus diesem Grund wird Kalzium-
karbonat bereits vielfaltig in der Industrie eingesetzt. Darunter unter anderem in Kosme-

tika, Zahnpasta und in der Papierindustrie [36]. CaCOgs-Partikel besitzen Poren und Ka-
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nale im Nanometerbereich, anhand derer sie Makromolekiile, wie Proteine, aufnehmen
und abgeben kdnnen [35].

Der isoelektrische Punkt dieser Partikel liegt bei pH = 8,5, d.h. dass sie bei einem nied-
rigeren pH-Wert positiv geladen vorliegen und es somit mit einem negativ geladenen
Molekul zu einer optimalen Beladung kommen kdnnte. Die pordse Oberflache der Kal-
ziumkarbonatkugeln variiert stark durch hinzugefiigte Substanzen wéhrend der Herstel-
lung. Ihr Einfluss auf die Partikelmorphologie und die kinetischen Eigenschaften soll in

dieser Arbeit untersucht werden [37].

1.5 Zielstellung

Vancomycin ist zur Behandlung einer MRSA assoziierten Osteomyelitis ein etabliertes
Antibiotikum [17, 21]. Es muss in hohen Dosen intravends appliziert werden, um einen
therapeutisch wirksamen Arzneimittelspiegel im Knochen zu erreichen. Es ist deshalb
erstrebenswert, eine lokale Darreichungsform von VM zur Verfigung zu stellen, die bei
einmaliger Anwendung tber mehrere Tage wirksam ist. Dadurch konnten bei lokal h6-
herer Wirksamkeit die ausgepragten systemischen Nebenwirkungen vermieden werden.
Ausgehend von der Vorstellung, dass Antibiotika enthaltende Mikropartikel vollstandig
vom Knochen resorbiert werden, sollen Kalziumkarbonat-Mikropartikel hergestellt, mit
VM beladen und der Release von VM aus den Mikropartikeln quantifiziert werden. Die
Mikropartikel sollen in einem Coprazipitationsverfahren in Gegenwart verschiedener
Biopolymere hergestellt werden, die ihrerseits nach der Préazipitation vernetzt werden.
Die Beladungseffizienz und die Freisetzungskinetik von VM werden in Abh&ngigkeit von
der Art der Biopolymere sowie deren Vernetzung untersucht.

Anhand der Ergebnisse werden Mdglichkeiten flr einen therapeutischen Einsatz der
modifizierten Mikropartikel im Rahmen der Osteomyelitistherapie aufgezeigt und disku-

tiert.
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2 Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Biologische Materialien

Plasma

Das Plasma wurde aus Vollblut von freiwilligen Spendern der Blutbank des Instituts
fur Transfusionsmedizin der Charité gewonnen, deren schriftliche Zustimmung vor-
liegt. Das Blut wurde mit Heparin antikoaguliert, die Zellen wurden abzentrifugiert
(2000 x g, 10 min) und das Plasma wurde abgenommen.

Knochen
In der Gewebebank des Instituts fiir Transfusionsmedizin der Charité wurden 1 cm?®
grol3e, entfettete und sterilisierte Spongiosawdurfel hergestellt [38]. Das Ausgangsma-

terial wurde unter Einhaltung der gesetzlichen Bestimmungen entnommen.

2.1.2 Chemikalienliste

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Chemikalien mi  t Angabe der Molekulargewichte
(MW in g/mol) und der Bezugsquellen

Chemikalie MW (g/mol)  Bezugsquelle

Natriumcarbonat (Na,CO3) 105,99 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Acetonitril (CH3CN) 41,05 Merck KGaA

Actilyse (Alteplase) 59007,9 Boehringer Ingelheim
Pharme GmbH & Co. KG

Amphotericin B 924,08 Biochrom AG

Ampuwa Agua dest. 18 Fresenius Medical Care

Bovines Serum Albumin (BSA) 66432,3 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH
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Calciumchloriddihydrat (CaCl,x2H,0) 147,02 Merck KGaA

Dextran (von Leuconostoc mesentere- | 464 Sigma-Aldrich Chemie

oides) GmbH

Dextran (von Leuconostoc mesentere- | 70 Sigma-Aldrich Chemie

oides) GmbH

Divinylsulfon 97% (H,C=CH),SO, 118,15 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

DMSO (Dimethylsulfoxid) 78,13 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 292,24 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Ethanol 96% 46,07 Merck KGaA

FITC-BSA (Fluorescein isothioncyanate | 66432,3 Sigma-Aldrich Chemie

bovines Serumalbumin) GmbH

FITC-Dextran (Fluorescein isothioncy- 4.400 Sigma-Aldrich Chemie

anate Dextran) GmbH

Humanes Serum Albumin (HSA) 66248 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Kaliumdihydrogenphosphat (H.KO4P) 136,09 Merck KGaA

Lysinhydrochlorid 182,65 Merck KGaA

Natriumhydroxid (NaOH) 40 Merck KGaA

Phosphat Buffer Saline (PBS) 73,85 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Plasminogen 81000 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Salzsaure (HCI) rauchend 37% 36 Merck KGaA

Tissuecol Duo S 0,5ml (Thrombin- 36.147 Baxter GmbH

|6sung: Thrombin 250 IE, CaCl.2H,0,

2,94 mq)

Vancomycinhydrochlorid 1449,25 Cellpharm GmbH
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2.1.3 Puffer/ Loésungen

PBS

110,01 M PBS-L6sung von Sigma-Aldrich Chemie GmbH enthéalt 0,138 M NaCl und
0,027 M KCI.

Die mit Phosphat gepufferte Kochsalzlésung wurde in 1 | Aqua dest. gelost und auf
pH 7,4 und pH 8,0 eingestellt.

HCI
37%ige rauchende Salzsaure (HCI) von Merck KGaA wurde in 1 | Aqua dest. zu einer
0,1 M und 0,2 M HCI-L6sung verdinnt.

EDTA
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) 99% Titration von Sigma-Aldrich Chemie

GmbH wurde mit Aqua dest. zu einer 0,4 M Lésung mit pH 4 verdinnt.

Plasminogen
Plasminogen wurde in PBS pH 7,4 mit 20 mM Lysinhydrochlorid zur physiologischen

Konzentration von 0,2 mg/ml verdinnt. Zur Aktivierung des Plasminogens zu Plasmin

wurde Alteplase 0,005 mg/l hinzugegeben.

2.2 Gerate

2.2.1 Photometer

Fur die photometrischen Messungen wurde das Spektrophotometer K2800 der Firma
Hitachi (Tokio, Japan) genutzt. Dieses ermdglicht die Aufnahme von Aborpti-

onsspektren im Wellenlangenbereich von 190-1100 nm [39].

2.2.2 Hochdruck-Flussigkeitschromatography (HPLC)

In der Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (HPLC) werden Substanzen nach
ihren chemischen Eigenschaften raumlich aufgetrennt und anschlieRend werden die
Konzentrationen photometrisch im UV-Spektralbereich bestimmt [40]. Im Vergleich

zu anderen Messverfahren wie Bioassay, Radio-immunoassay (RIA), Fluoreszenz-
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polarisations-immunoassay (FPIA) und Enzyme-multiplied-immunoassay (EMIT) ist
die HPLC zuverlassiger und sensitiver [41, 42]. Fiur dieses chromatografische Trenn-
verfahren wurde die HPLC Hp 1050 Series und eine Hyperclon 3M BDS C8 130 Sau-
le (Phenomenex) genutzt. Eine Vorsaule (guard cartrigde KJO 4282, Phenomenex)
schitzte vor Verschmutzung der Hauptsaule. Die Reverse Phase HPLC ermdglicht
es, Vancomycin bei einer Wellenlange von 282 nm quantitativ zu detektieren [43].
Dazu werden Acetonitril und eine Losung 5 mM Kaliumdihydrogenphosphat mit pH
2,8 als Laufmittel verwendet. Dies erfolgt unter Gradiententrennung, indem wahrend
der Analyse die Zusammensetzung der mobilen Phase wie folgt variiert wird: 3%
Acetonitril fur 1,5 min, stufenweise Erhdhung auf 20% bei 11,5 min, Beibehaltung
dieser Konzentration bis 14 min und anschlie3end graduelle Senkung auf 3% bei 15
min. Dieses Konzentrationsverhaltnis (3% Acetonitrii und 97% Kaliumdihydro-
genphosphat) wird noch fur weitere 10 min beibehalten. Die Laufzeit betragt insge-
samt 25 min bei einem Fluss von 1,5 ml/min [43]. Die Messungen erfolgten bei
Raumtemperatur (20-22<C).

2.2.3 Bestimmung der Vancomycinkonzentration in was srigen Losungen

Die Konzentration wassriger Vancomycinldsungen (VM) wurde photometrisch bei
einer Wellenlange von 282 nm bestimmt, da VM dort im UV-Wellenlangenbereich ein
Absorptionsmaximum besitzt. [6]

Um Eichkurven im Photometer flr die Konzentrationsbereiche 0,005 - 0,4 mg/ml von
Vancomycin zu erstellen, wurden Messreihen beginnend mit der niedrigsten Kon-
zentration immer in derselben Plastikklvette (Sarstedt Deutschland, Acrylic No.
67.740) durchgefihrt und jede Probe zweimal gemessen. Alle Konzentrationen wur-
den sechsmal angesetzt, wie oben beschrieben gemessen, anschliel3end der Mittel-
wert bestimmt und eine Eichgerade erstellt, so dass insgesamt die Anzahl der Mess-
werte je Konzentration 12 betrug.

Um mogliche Tagesschwankungen der Photometerlampen auszugleichen wurde vor
jeder weiteren Messung die Absorption von drei bekannten Konzentrationen ermittelt.
Entsprechend der Erstellung einer Eichkurve des Photometers, wurde diese Verdin-
nungsreihe auch fur die HPLC erstellt. AnschlielRend wurden die beiden Eichkurven

miteinander verglichen und auf ihre Linearitat gepruft.
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2.2.4 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Verwendet wurde das CLSM 510 META (Carl Zeiss AG). Es ermoglicht das Erken-

nen von Strukturen einer Grof3e bis zu 0,2 um und eine dreidimensionale Préasentati-

on einzelner Strukturen als Z-Stacks, d.h. als vertikale Folge einzelner horizontaler

Schnitte. Zusatzlich besitzt das CLSM verschiedene Laser, darunter sichtbare und

UV-Laser, mit einem Wellenlangenbereich von insgesamt 351 - 633 nm [44].

Es wurden Aufnahmen der Partikel im Durchlichtverfahren und bei Fluoreszenzanre-

gung nach Inkubation der Partikel mit FITC-BSA (Anregung durch die 488 nm Emis-

sionslinie des Argonlasers) angefertigt.

2.2.5 Gerateliste

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Geréate, mit Ty

p- und Herstellerangabe

Gerat Typ Hersteller
HPLC Computer Hp 1050 Series Hewlett Packard GmbH
HPLC Saule Hyperclon 3M BDS Phenomenex Inc.

C8 130

HPLC Saulenwechsler

Lab Pro

TechLab GmbH

HPLC Vorsaule

guard cartrigde KJO-
4282

Phenomenex Inc.

Konfokales Lasermikroskop

LSM 510 Meta

Carl Zeiss AG

Magnetrihrer HA 56.1 Carl Roth GmbH & Co.KG

PH Meter 766 Climatic Knick GmbH & Co.KG
Spektrophotometer K 2800 Hitachi GmbH

Probenbehalter Gewindeflasche VWR International GmbH
Probendeckel Schraubdeckel VWR International GmbH
Rollator 1 RM 5 Assistent 348 | Hecht-Assistent GmbH & Co.KG
Rollator 2 Intellimixer RM-2L Elmi Ltd

Trockenschrank Function line Heraeus GmbH

Ultraschallbad

Transsonic 420

Elma GmbH & Co0.KG

Vortex Vortexgenie 2 Scientific Industries Inc.
Waage Explorer No E 10640 | Ohaus GmbH
Warmeschrank Typ B 26 Memmert GmbH & Co.KG
Zentrifuge 1 Typ 1705 Hettich GmbH & Co0.KG
Zentrifuge 2 Mikro 22R Hettich GmbH & Co0.KG
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2.3 CaCOgs-Mikropartikelherstellung

Die Synthese der CaCOs-Mikropartikel erfolgte aus einer CaCl,- und einer Na,COs-
Losung [35, 37]. Es wurde jeweils mit 0,3 M Losungen gearbeitet. Der CaCl,-L6sung
wurde unter standigem Rihren mit einem Magnetrihrer die Na,CO3 Lésung zugege-
ben.

Um die Auswirkungen von Ruhrgeschwindigkeit und Rihrdauer auf die PartikelgrofRe
zu untersuchen, wurden diese variiert. Insgesamt wurden 9 verschiedene Verfahren
getestet - jeweils 3 Geschwindigkeitsstufen RI-RIII (4, 7 und 10 Umdrehungen pro
Sekunde) fur eine Rihrzeit von 10 s, 20 s und 40 s. Jede der 9 verschiedenen Grup-
pen wurde dreimal angesetzt.

Die entstehende tribe Suspension wurde bei 2.500 x g eine Minute lang zentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt, mit destilliertem Wasser aufgefillt und auf dem Vortex
gemischt. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt, um Uber-
schissiges NaCl zu entfernen. Nach dem dritten Waschvorgang lag das Prazipitat in

klarem Wasser vor und wurde mikroskopisch analysiert.

2.3.1 Beladung mit VM nach Prazipitation der CaCO j-Partikel (,VM-
CaCO3-nP¥)

Die CaCOgs-Partikel wurden wie unter 2.3 beschrieben synthetisiert und gewaschen.
Anschliel3end wurden sie eine Stunde lang auf dem Rollator in einer VM-Ldsung (2,5
g/dl bzw. 1 g/dl Lésung) resuspendiert und 1 h lang inkubiert, um eine Adsorption
des Antibiotikums an den porésen Partikel zu erreichen [37, 45]. Abschliel3end wur-

den die Partikel dreimal gewaschen.

2.3.2 Prazipitation der CaCO s-Partikel in Anwesenheit von VM (,VM-
CaCO3-bP*)

Im Gegensatz zu 2.3.1 kdnnen die Partikel auch bereits wahrend der Prazipitation mit
VM beladen werden. Dabei wurde die Substanz, in diesem Fall VM, bereits vor der
Partikelherstellung dem CaCl, zugefugt. Geschah dies mit einer VM-LOsung, dann
wurde das Na,CO3; aquimolar mit Wasser verdinnt oder aber das VM in Pulverform

zu der CaCl,-L6sung hinzugegeben, so dass drei verschiedene VM-Konzentrationen
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eingestellt wurden (Endkonzentration in den Lésungen 1 g/dl, 1,66 g/dl und 2,5 g/dl)
[37, 46].

2.3.3 Auflésen der Partikel

Die VM-CaCOgs-Partikel kbnnen mit einer 0,4 M EDTA- oder einer 0,2 M HCI-L6sung
aufgeldst werden [37]. Dabei wurde die Suspension klar und H,CO3; wurde frei. An-
schlieBend konnte die in den Partikeln enthaltene VM-Konzentration photometrisch

ermittelt werden.

2.3.4 VM-Kalziumkarbonat-Mikropartikel mit Biopolym eren

Die Kalziumkarbonat-Mikropartikel wurden in Kombination mit verschiedenen Poly-
meren, wie Humanes Serumalbumin (HSA), Dextran und Fibrin, hergestellt. Bei den
folgenden Variationen wurde das VM immer bereits wahrend der Prazipitation der
CaCOs-Partikel hinzugegeben, entsprechend den VM-CaCO3-bS-Partikeln. Die Po-
lymere wurden jeweils in zwei verschiedenen Formen appliziert, indem die Partikel
erst nach der Prazipitation mit HSA-, Dextran- oder Fibrin oder bereits bei der Ca-
COgs-Prazipitation anwesend waren. So dass ein Einschluss dieser Stoffe zusammen
mit VM stattfand.

Im Einzelnen werden diese Herstellungsverfahren in den folgenden Abschnitten er-

lautert.

2.3.4.1 Kalziumkarbonat-Mikropartikel mit VM und HS  A-1 (,VM-CaCO 3-HSA 1%)

Die Partikel wurden in 40ml einer CaCl,-Na,CO3-Lésung mit 12,5 mg/ml VM prazipi-
tiert und anschlieRend mit einer HSA-PBS-LAsung (10 mg/ml) eine Stunde auf dem
Rollator inkubiert.

AnschlieRend wurden die Partikel dreimal mit PBS pH = 7,4 gewaschen. und nach
Abnahme des Waschiberstandes wurden 15 ml PBS auf die VM-CaCOgs-Partikel
gegeben. Abschliel3end erfolgte eine Aufteilung auf 15 Eppendorftubes mit jeweils 1
ml Inhalt.
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2.3.4.2 Kalziumkarbonat-Mikropartikel mit VM und HS  A-2 (,VM-CaCO 3-HSA 2%)

Die Partikel wurden mit 40 ml der CaCl,-Na,CO3-Ldsung, die 12,5 mg/ml VM enthielt,
unter Zugabe von 20 ml einer 10 mg/ml HSA-L6sung, hergestellt. HSA und VM lagen
wahrend der Prazipitation vor. Nach dem Waschvorgang wurde das Sediment bis auf
30 ml PBS aufgefillt und auf 30 Eppendorftubes je 1 ml verteilt.

2.3.4.3 Kalziumkarbonat-Mikropartikel mit VM und De xtran-1 (,VM-CaCO 3-Dx
1%

Herstellung der Partikel mit 12,5 mg/ml VM in 40 ml einer CaCl,-Na,CO3-Lésung bei
der Prazipitation. AnschlieRend wurden auf das Sediment 20 ml einer 200 mg/ml
Dextranlosung (464 kD oder 70 kD) gegeben und fur eine Stunde auf den Rollator
gelegt.

Nach drei Waschvorgangen, davon zwei mit PBS und einer mit NaOH 0,1 M wurde
der Uberstand nach Zentrifugation (1 min. bei 2000 x g) abgenommen.

Die Vernetzung des absorbierten Dextrans erfolgte in 10 ml einer 0,1 M NaOH-
Ldsung, die 0,001 mg/ml Divinylsulfon enthielt, fir 2 h auf dem Rollator [47].
Abschlie3end wurden die Partikel dreimal mit PBS gewaschen und auf Eppendorf-

rohrchen verteilt.

2.3.4.4 Kalziumkarbonat-Mikropartikel mit VM und De xtran-2 (,VM-CaCO 3-Dx
2%)

Die Partikelsynthese wurde wie in 2.3.4.3 durchgefihrt, allerdings mit dem Unter-
schied, dass das Dextran (4 g, 70 kD) auch bereits bei der Préazipitation der CaCOs-
VM Partikel dazugegeben wurde. Anschliel3end erfolgten die zweistiindige Vernet-
zung mit 10 pL Divinylsulfon in 5 ml 0,2 M NaOH und die 3 Waschvorgénge.
Zusatzlich wurde ein Teil der Partikelproben nach der Vernetzung fur eine Stunde in
eine 12,5 mg/ml VM-L6sung gegeben und mit VM nachinkubiert.

Die Partikel wurden bis auf 30 ml PBS aufgefullt und auf 30 Eppendorfréhrchen ver-
teilt.
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2.3.4.5. Kalziumkarbonat-Mikropartikel mit VM und F  ibrin (,VM-CaCO ;-Fibrin®)

Plasma wurde fir 10 min bei 20000 x g zentrifugiert und der Uberstand ohne Throm-
bozyten weiterverarbeitet. Anschlielend erfolgte die Herstellung einer 31,25 mg/ml
Na,CO3-Plasma-L6sung (0,25 g Na,CO3 auf 8 ml Plasma, entsprach 0,3 M).

In 8 ml einer 0,3 M CaCl,-Lésung wurden 300 mg VM gel6st, zu einer 37,5 mg/ml
VM-Konzentration. Aus den jeweils 8 ml wurden wie oben beschrieben VM-CaCOs-
Partikel hergestellt und dreimal mit einer 18 mg/ml VM-L6sung (entsprach Aus-
gangskonzentration) gewaschen. Anschlieend wurden die Partikel nach Abnahme
des Waschuberstandes auf 3 Eppendorfréhrchen verteilt und in jedes Réhrchen 0,15
ml einer Thrombinlésung gegeben. Nach Durchmischen auf dem Vortex wurden die-
se fur 10 min auf den Rollator gelegt.

Danach wurden sie bei 500 x g fur 1 Minute dreimal mit Aqua dest. gewaschen und
in dieser Form in den entsprechenden Versuchen eingesetzt.

2.3.4.6. Kalziumkarbonat-Mikropartikel mit VM, Fibr in und Enzymen (,VM-
CaCOs3-PV*)

Die Fibrinpartikelherstellung erfolgte wie unter 2.3.4.5, anschlieRend wurde ein Lang-
zeitversuch im Warmeschrank bei 37<C durchgefihrt, bei dem insgesamt 6,5 ml ei-
ner 0,2 mg/ml Plasminogen-Ldsung und 0,0005 mg/ml einer Alteplase-L6sung zuge-
geben wurden. Dies entsprach physiologischen Konzentrationen [48].

Als Kontrolle der Vernetzung wurden die aufgeldsten Fibrinpartikel stark zentrifugiert
(20 min 20000 x g), und die transparenten, nicht aufgeldsten Fibrinhtllen wurden als

Sediment sichtbar.

2.4 Langzeitversuche

2.4.1 Langzeitversuch A

Die Langzeitversuche erfolgten mit den oben genannten Partikeln, indem zu diesen
eine bekannte Menge an PBS-L6sung (ggfs. mit Enzymen) gegeben wurde, und die
Probe nach grindlichem Vermischen auf Eppendorfrohrchen in 1 ml Portionen aufge-
teilt wurde.

Anschliel3end konnte zeitabh&ngig jeweils ein Eppendorfrohrchen ausgewertet wer-

den. Dazu wurden die Réhrchen zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, die Par-
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tikel mit 0,2 M HCI-Lésung aufgelost und quantitativ die VM-Konzentration unter-
sucht. Diese Methode wurde, abgesehen von den Fibrinpartikeln, fir alle Langzeit-

versuche angewendet.

2.4.2 Langzeitversuch B

Dieser Versuchsaufbau wurde fir die VM-CaCOgs-Fibrin- und VM-CaCO3-PV-Partikel
sowie die Knochenversuche angewendet. Auch hier wurde zu den Partikeln eine be-
kannte Menge an PBS-L6sung (ggfs. mit Enzymen) gegeben, allerdings wurde die
Probe anschliel3end nicht aufgeteilt, sondern verblieb in einem groRen Falkontube
auf dem Rollator oder im Warmeschrank bei 37<C. Zeitabhangig wurde nach Zentri-
fugation (1 min 2000 x g) ein Teil des Uberstandes (350 pL) abgenommen und auf
die enthaltene VM-Menge untersucht. Die entnommene Flissigkeitsmenge wurde
durch ein gleiches Volumen an frischer Losung ersetzt.

Da dieser Vorgang zu einer Verdunnung der eigentlichen VM-Konzentration flhrte,
wurde bei den Ergebnissen der Verdiunnungsfaktor berticksichtigt. Folgende Formel

wurde in diesem Zusammenhang verwendet:

Ci+1(VM) = Cmess H( Vis1/Vaes) x Z Ci

=1

2.5 Diffusionskoeffizient

Der Flux einer Materie verlauft proportional zum Gradienten der Konzentration [49].
Das 1. Ficksche-Diffusionsgesetz beschreibt den Diffusionsstrom M als die Sub-
stanzmenge, welche eine Schicht der Dicke d und Flache F, direkt proportional zur
Konzentrationsdifferenz C, durchdringt (M= D x F/d x C).

Dabei ist der Diffusionskoeffizient D ein Proportionalitatsfaktor, der von der Tempera-
tur, den diffundierenden Molekilen und dem Diffusionsmedium abhangig ist [50].
Wenn der Konzentrationsgradient zeitlich nicht konstant ist, gelangt das 2. Ficksche
Diffusionsgesetz zur Anwendung. Dies trafe auf die vorliegende Arbeit eigentlich zu,
da durch den Austritt an VM der Gradient stets verandert wird und die Konzentration

an VM in den Partikeln kontinuierlich abnimmt.
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Da der Aufwand fur die Modellierung aber erheblich ist und fir eine vergleichende
Untersuchung des Einflusses unterschiedlich hergestellter MP keine zusatzlichen
gualitativen Informationen liefert, wurde die Auswertung anhand des 1. Diffusionsge-

setzes durchgefihrt.

Mit der Diffusionsgleichung nach dem ersten Fickschen Gesetz (siehe unten) kann
der Koeffizient D berechnet werden, welcher die Diffusionseigenschaften von Mole-

kilen in Materialien definiert:
D=kxT/(6xT1Txnxr)

Dabei ist k die Boltzmannkonstante, T die absoluten Temperatur, n die Viskositat des

Lésungsmittels, r der hydrodynamischen Radius des Molekiils.

k: 1,38 x 10-23 J/K
T: 310K

n: 0,9 mPas

r (VM): 1,1[51]

Die Berechnung des Diffusionskoeffizienten erfolgt mit dem Computerprogramm EX-
DIF. Es handelt sich dabei um ein Regressionsprogramm, welches ein Diffusionspro-
fil findet, das am besten an die experimentellen Daten angepasst ist und anhand die-
ser die Diffusionskonstante berechnet [52].

Der Diffusionskoeffizient wurde zur Interpretation der Daten herangezogen, wohlwis-
send, dass den experimentellen Daten keine reine Diffusion zu Grunde liegt, sondern
zuséatzlich eine Konvektion Uberlagert ist. Da aber die Rotation unter stets identi-
schen Bedingungen stattgefunden hat, sind die Ergebnisse untereinander vergleich-

bar.

2.6 Knochenmodell

Die entfetteten, sterilisierten und auf 1 cm3 zugeschnittenen Spongiosaquader (Ge-
webebank, Institut fir Transfusionsmedizin, Charité) wurden in einem Plastikring be-
festigt und in die ,Deckelglaser” gestellt. Durch den Plastikring konnte ein Verrut-
schen des Knochens verhindert werden. Die Materialien, mit denen der Quader in
Kontakt kam, wurden zuvor mit Alkohol ausgespriiht und getrocknet, um die Wahr-

scheinlichkeit einer Kontamination mit Keimen zu minimieren.
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Umgeben waren die Spongiosaquader von PBS pH = 7,4 mit Amphotericin B (125

pl/ml), um ein Pilzwachstum auf der Spongiosa zu inhibieren.

Abb. 2: Schematische Darstellung des Knochenmodells . Der Spongiosaquader
wurde in einem Deckelglas durch einen Plastikring f  ixiert und war bis zur
Oberkante von einer PBS-L6sung umgeben. Die Probe d  er Mikropartikel wurde
auf die apikale Flache des Knochens appliziert, das Glas mit einem Deckel ver-
schlossen und in den Warmeschrank bei 37T gestellt

2.6.1 Knochenvorversuch

Im Rahmen der Vorversuche wurden die Spongiosapraparate wie oben beschrieben
vorbereitet und eine VM-LAsung bekannter Konzentration auf den Knochen gegeben.
Anschlie3end konnte zeitabhéngig ermittelt werden, wie schnell das VM in die den
Knochen umgebende Flissigkeit Ubertrat

Durchgefiuhrt wurde dieser Versuch mit denselben Knochen, die anschlieRend fir
den Versuch mit Partikeln genutzt wurden.

Es wurden 100 pl Losung mit einer Konzentration von 8 bzw. 16 mg/ml verwendet.
Jeder Ansatz wurde dreifach durchgefuhrt.

Da fur jede Probenabnahme 350 pL Flussigkeit entnommen werden mussten, wurde
diese durch 350 pL frische PBS-Amphotericin-Lésung ersetzt.

In der Ergebnisinterpretation wurde der Verdiinnungsfaktor herausgerechnet (Formel
S.2.4.2).
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2.6.2 Knochenversuch

Fur die Knochenversuche wurden VM-CaCO3;-HSA 2-Partikel aus einer 25 mg/ml
VM-CaCl,-Lésung und 10mg/ml HSA-Na,COs-Losung synthetisiert (125 mg VM in 5
ml CaCl, und 50 mg HSA in 5 ml Na,COs3). Die Prazipitation des CaCOs erfolgte in
Anwesenheit von VM und HSA. Das Sediment wurde mit 80 uL Aqua dest. verdinnt
und insgesamt 50 uL Partikel auf die Knochen gegeben.

Die PBS-Amphotericin-Losung wurde exakt bis zur Oberkante der Knochenquader in
die Becherglaser gegeben, so dass diese vollstdndig mit der Flissigkeit getrankt wa-
ren aber nicht darin schwammen. Dies war notwendig, um zu garantieren, dass ein
Tropfen, der auf die Spongiosaoberflache gegeben wurde, erst in die Spongiosa dif-
fundierte und nicht direkt in die umgebende Flussigkeit. Dieser Versuch wurde auf
drei verschiedenen Knochenproben durchgefuhrt. Auf Knochen-1: 4,8 ml und auf
Knochen-2 und Knochen-3: je 4,7 ml. Danach wurden die Becherglaser mit dem De-
ckel verschlossen, in den Warmeschrank bei 37<C platziert und ein Langzeitversuch
B (s. 2.4.2) durchgefhrt.
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3 Ergebnisse

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche umfassen die Herstellung von unter-
schiedlichen Partikeln aus reinem Kalziumkarbonat, und die weiterfiilhrende Behand-
lung mit Albumin, Dextran und Fibrin. Die Eigenschaften dieser Partikel in Bezug auf
ihre Beladungseffizienz mit VM, ihre Freisetzungskinetik von VM und ihre Diffusions-
koeffizienten wurden untersucht und verglichen. AbschlieRend wurden die Albumin-
und Fibrinpartikel auf Knochenproben gegeben und die VM-Freisetzungskinetik wur-
de quantitativ mit der HPLC analysiert.

Es handelt sich um exemplarische Ergebnisse, die dreifach wiederholt wurden und
im Anschluss graphisch dargestellt vorliegen.

3.1 GroRRenverteilung der Partikel

CaCOg;-Partikel wurden, wie in 2.1 genannt, hergestellt. Da die GroRRe der Partikel
von Ruhrgeschwindigkeit und Ruhrdauer abhangig ist, wurden mit drei verschiede-
nen Ruhrgeschwindigkeiten R1-R3 (4, 7 und 10 Umdrehungen pro Sekunde) und
drei verschiedenen Zeitspannen (10 s, 20 s und 40 s) insgesamt 9 unterschiedliche
Proben hergestellt und die durchschnittliche Gréf3e im CLSM ausgemessen. Fr jede
der 9 Proben wurden aus 3 verschiedenen Ansétzen insg. je 10 Partikel ausgemes-
sen, so dass n = 30 je Probe betragt.

Abb. 3: Parti-
keldurchmesser
(MW und SA
50 n=30) in Ab-
hangigkeit von
der Ruhrge-
schwindigkeit R
aey| (1-3) und der
=r3| ROhrdauer von
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40s. Die Abhan-
gigkeit der Par-
tikelgré3e von
Ruhrtempo und
Rihrdauer wird
1o 20 40 im  Saulendia-

Zeitins gramm sichtbar .
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In Abbildung 4 wird sichtbar, dass das R 1 mit der kirzesten Ruhrdauer von 10 s die
groRten Partikel hervorbringt. Zwar besitzen diese auch die gréfdte Standardabwei-
chung (0,9 um) aber sie sind im Mittel 4,53 um grof3. Insgesamt treten bei Ruhrdauer
R 1 die gro3ten Unterschiede hinsichtlich der Gré3enverteilung auf.

Im Gegensatz dazu entstehen bei Geschwindigkeit R 3 und einer Ruhrdauer von 20

s die kleinsten Partikel mit einer Grol3e im Mittelwert von 1,75 pm.

3.2 Eichkurven Photometrie und HPLC

Die Eichkurven fur Vancomycin wurden mit Hilfe von Verdiinnungsreihen erstellt (s.
2.2.1.1/2.2.2.1). Sie stellen in Abbildung 1 in Photometrie und HPLC lineare Geraden
dar, die im Nullpunkt schneiden. Eine direkte lineare Abhangigkeit zwischen Konzen-

tration und Absorption von VM war in beiden Féllen sichtbar.

12 y =1,0019x Yy = 0,9955x
R2=0,9972 R2?=0,9999
1,0
s /
o 0,8 ¢ HPLC
% / ® Photometrie
o 0,6 .
I= ———- Linear (HPLC)
E’ 0,4 Linear (Photometrie)
p=
> 0,2
0,0 / . . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

VM mg/ml gewogen

Abb. 4: Darstellung der MW und SA (n=3) der experim entell, mittels HPLC und
Photometrie, bestimmten VM-Konzentrationen in Abhan gigkeit von der einge-
wogenen VM-Menge. Die mittels linearer Regression b estimmten Eichkurven
liegen im Konzentrationsbereich von 0,1 - 1 mg/ml V M. Es ist sichtbar, dass
sich in den vorgegebenen Konzentrationen eine linea  re Abhangigkeit zwischen
gemessenen und gewogenen Werten ergibt. Der relativ e Fehler war nicht gro-
Ber als 5%, weshalb er in der Abbildung nicht erken  nbar ist.

Der lineare Bereich erstreckt sich bei einer reinen photometrischen Messung nur bis
zu einer VM Konzentration von 0,4 mg/ml, wahrend sich der lineare Bereich mittels
HPLC-Bestimmung bis zu 1 mg/ml VM erstreckte. Der relative Fehler war nicht gro-
Rer als 5%.
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Abb. 5: CLSM Bilder zur Ubersicht der GréRenverteil  ung der CaCO z-Partikel, in
9 verschiedenen Partikelansétzen mit Geschwindigkei  t Rl - RIll und der Dauer
von 10s, 20s und 40s. Anhand der Bilder wird ersich  tlich, dass in Probe I-10s,

d.h. Ruhrgeschwindigkeit R | fur 10s, die gréBten M ikropartikel entstehen. Be-

reits die Verlangerung der Ruhrdauer auf 20s oder 4  Os bei gleich bleibendem

Tempo hat eine ausgepragte Veranderung der Partikel  morphologie zufolge.

Die zum Séaulendiagramm in Abb.4 gehoérigen Aufnahmen im CLSM sind in Abbil-
dung 5 dargestellt. Hier wird verdeutlicht, dass die grof3ten und homogensten Partikel
mit Ruhrgeschwindigkeit R | fir 10 s entstehen.
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3.3 Waschschritte

3.3.1 VM-Verlust in Waschschritten W1-W3 bei VM-CaC Oz-bP-Partikeln

Die Partikel wurden dreimal mit jeweils 50ml PBS pH = 7,4 gewaschen. Der prozen-
tuale Verlust an VM wahrend der Waschschritte W1 — W3 wurde exemplarisch fur die
VM-CaCOs-bP-Partikel berechnet. Die MW der % Verluste der Waschvorgange W1-
W3 von CaCOgs-bP-Partikeln wurden in Abbildung 6 aufgetragen.

Abb. 6: MW und
12 SA (n=3) der
T VM-Verluste bei

den Wasch-
schritten  W1-
W3 der VM-
6 CaCOg3-bP-
il Partikel (bei
4 Préazipitation).
In W1 geht der
2 Grol3teil an VM
,—I—l verloren und

0 bei W3 weniger

w1 W2 W3 als 1%.

10

Verlust W1 -W3in %

Direkt nach der Synthese der Partikel wird die Konzentration des VM in der Lésung,
die die Partikel umgibt als ,U1" bestimmt. In der Annahme, dass diese Konzentration
der Konzentration im Kern der Partikel entspricht, wird sie 100% gleichgesetzt.

Demnach entweichen wahrend des ersten Waschvorgangs 8%, wahrend W2 0,985%
und wahrend W3 0,69% des an die Partikel gebundenen VM. Insgesamt sind dies im
Durchschnitt 10% des in und an den Partikeln haftenden VM, die wahrend des Wa-

schens verloren gehen.

3.3.2 Ubersicht des VM-Verlusts bei W1-W3 aller Par tikel

Gewaschen wurde bei allen Partikeln, abgesehen von den VM-CaCOg3-Fibrin- und
VM-CaCOs-PV-Partikeln, mit 50 ml PBS. Bei den VM-CaCOs-Fibrin- und VM-CaCOzs-
PV-Partikeln wurde nur mit 15 ml PBS gewaschen, da mit kleineren Falkonréhrchen
gearbeitet wurde, weshalb diese im vergleichenden Graphen 7 nicht dargestellt wer-
den.
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Einen Uberblick tiber den gesamten Verlust der drei addierten Waschschritte fiir die
einzelnen Partikelsorten stellt Abbildung 7 dar. Die verschiedenen Partikelsorten ver-
lieren unterschiedlich viel VM wahrend der Waschvorgédnge. Am wenigsten verlieren
die VM-CaCOgs-bP-Partikel mit 9,62%, die VM-CaCO3-HSA 1-Partikel mit durch-
schnittlich 10,5% und die VM-CaCO3;-Dextran 2-Partikel mit 11,35%. Am meisten
verlieren die VM-CaCOgs-Dextran 1-Partikel mit 40,45%.

80 -

70 A

60 -

50 +

40 -

30

% Verlust W1-W3

20 +

10 - 1
B ohom @ E

nP bP HSA 1 HSA 2 D1 D2

—t—
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Abb. 7: Saulendiagramm des MW und der SA (n=3) der  VM-Verluste bei Wasch-
schritten W1-W3 der folgenden VM-CaCO j;-Partikel: nP, bP, HSA 1, HSA 2,
Dextran 1 und Dextran 2. Es wird ersichtlich, dass die D 1- und nP-Partikel am
meisten VM wéhrend der Waschschritte verlieren.

(nP = Zugabe von VM zu den CaCO j-Partikeln nach Prézipitation des CaCO 3;
bei allen Ubrigen Partikeltypen war das VM bereits bei der Préazipitation (VM-
CaCOg3-bP) des CaCO ; enthalten. Bei den folgenden Partikeln erfolgte zu  satz-
lich eine Zugabe von den Molekilen HSA, Dextran ode  r Fibrin zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten im Rahmen der VM-CaCO 3;-Synthese: HSA 1= Zugabe HSA
nach Prazipitation, HSA 2= Zugabe HSA bei Prazipita tion, D 1= Zugabe Dextran
nach Prazipitation, D 2= Zugabe Dextran bei Prazipi tation).

3.4 VM-Konzentration in VM-CaCO ;-Partikeln nP versus bP

Zwei Subtypen an VM-CaCOgs-Partikeln wurden hergestellt und im Anschluss an die
Wachvorgange sofort in HCI aufgeldst, um die darin enthaltene VM-Konzentration zu
bestimmen. Partikel, die nach der Préazipitation (nP) und bei der Préazipitation (bP) mit

identischen Konzentrationen an VM inkubiert wurden, wurden verglichen. Es handelt
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sich hierbei um die absoluten Konzentrationen, mit MW und SA, die gemessen wur-

den.

0,25

0,2

0,05

Abb. 8: VM-
Konzentratio-
nen (MW und
SA n = 3) in
mg/ml der VM-
CaCOgs-Partikel
nP (nach Prazi-
pitation), bP
(bei Prazipitati-
on) nach Lyse
des CaCOg3 in
HCI. Die bP-
Partikel enthal-
ten ein Vielfa-
ches an VM.

Anhand der Graphik in Abbildung 8 wird deutlich, dass die VM-CaCOs-Partikel, die
sich ausschlief3lich in der Inkubationsart des VM voneinander unterscheiden, deutlich

unterschiedliche Mengen an VM enthalten.

Die Partikel wurden direkt nach der Herstellung und den Waschschritten aufgelost

und die sich darin befindende VM-Konzentration photometrisch bestimmit.

Die Partikel, bei denen das VM bereits bei der Prazipitation der Kristalle zugegeben

wurde, enthalten mehr als das doppelte an VM (MW bP 0,19 mg/ml im Gegensatz zu
MW nP 0,073 mg/ml).Wie in Abbildung 9 sichtbar ist, kbnnen die VM-CaCOs-Partikel

mit HCI- und EDTA-L6sung lysiert werden.

Abb. 9: CLSM Bilder der VM-CaCO s-Partikel nach Zugabe von A) HCI und B)

EDTA. Es ist sichtbar, dass die Partikel
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3.5 Beladungseffizienz

Die VM-Konzentration in den MP wurde unmittelbar nach den Waschvorgangen und
Auflésung der MPs bestimmt.

Anhand der gemessenen VM-Konzentration im Sediment und der eingesetzten VM-
Konzentration bei der Partikelherstellung, konnte die Beladungseffizienz mit der un-

ten genannten Formel errechnet werden.

BE = (mg/ml VM in den Partikeln/ mg/ml VM eingesetz  t) x100%

100
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il

40 J_
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CaCO3 nP CaCO3bP HSAl HSA2 Dx1 Dx2 F PV
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Abb. 10: Darstellung der MW und SA (n=3) der Beladu ngseffizienzen der ver-
schiedenen VM-CaCO j3-Partikeltypen in Prozent. Je hoher die Prozentzahl liegt,
desto groRer ist die Beladungseffizienz. Das heilt, der Anteil des eingesetzten
VM, der letztendlich in den Partikeln vorliegt ist grolRer und weniger VM geht
bei der Herstellung verloren. Es wird ersichtlich, dass die hochste Beladungs-
effizienz von den F-, PV- und HSA 2-Partikeln errei  cht wird. Die Prozentzahlen
der HSA 1-. Dx 1- und Dx 2-Partikel besitzen im Geg ensatz dazu mit ca. 10% die
kleinsten Werte.

(nP = Zugabe von VM zu den CaCO j-Partikeln nach Prézipitation des CaCO 3;
bei allen tbrigen Partikeltypen war das VM bereits bei der Prazipitation (CaCO -
bP) des CaCO ; enthalten. Bei den folgenden Partikeln erfolgte zu  séatzlich eine
Zugabe von den Molekilen HSA, Dextran oder Fibrin z  u unterschiedlichen
Zeitpunkten im Rahmen der VM-CaCO 3-Synthese: HSA 1 = Zugabe HSA nach
Prazipitation, HSA 2 = Zugabe HSA bei Prazipitation , D 1 = Zugabe Dextran
nach Prazipitation, D 2= Zugabe Dextran bei Prazipi tation, F = Fibrin Zugabe bei
Prazipitation, Vernetzung durch Thrombin im Anschlu ss an Synthese, PV =
Herstellung wie F-Partikel, mit Zugabe von den Enzy = men Plasminogen und Al-
teplase in den Uberstand)
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Das Saulendiagramm in Abbildung 10 zeigt, dass die Beladungseffizienz fir die VM-
CaCOg-Fibrinpartikel mit 93% der eingesetzten VM-Konzentration am hdchsten war.
Die VM-CaCOs-PV-Partikel lagen mit 90% nur geringfigig unter der Effizienz der
VM-CaCOs-Fibrinpartikel. Mit deutlichem Abstand (68%) folgten dann die VM-
CaCO3-HSA 2-Partikel.

Die VM-CaCOgs-Partikel ohne Polymere besitzen, je nachdem ob das VM bereits bei
der Prazipitation hinzugegeben wurde oder eine Nachinkubation stattfand, unter-
schiedliche Effizienzen in der Beladung: 41% bei der Prazipitation (bP) im Gegensatz
zu 21% nach der Prazipitation (nP).

Die niedrigsten Werte ergeben die Beladungen der VM-CaCO3-HSA 1-, VM-CaCOzs-
Dextran 1- und VM-CaCOgs-Dextran 2- Partikel. Ihre Beladungseffizienzen liegen mit
11% (HSA 1), 9% (Dextran 1) und 10% (Dextran 2) unterhalb von den Werten der
VM-CaCOs-Partikel ohne Biopolymere.
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3.6 Langzeitversuche

3.6.1 VM-CaCOs-Partikel nP versus bP

Wie unter 2.3.1 und 2.3.2 erlautert, wurde ein Langzeitversuch mit den CaCOg;-
Kristallen mit VM-Inkubation nach und bei der Prazipitation durchgefuhrt. Dabei wur-
den die zwei unterschiedlichen VM-CaCOs-Partikel, nach Prazipitation (nP) und bei
Préazipitation (bP), Uber 24 Stunden beobachtet und bei jeder Probenentnahme die
VM-Konzentration im Uberstand bestimmt.

Vanco-Freisetzung Uberstinde

normierte Konzentration

Zeit /h

=——MW-np —ll—MW-bP

Abb. 11: VM-Konzentrationen im Uberstand der Partik  elsuspension der VM-
CaCOg3-nP- und VM-CaCO 3-bP-Partikel, MW und SA (n=3).

(nP = Zugabe VM nach Prazipitation des CaCO 3, bP = Zugabe VM bei Prazipita-
tion des CaCO j3) im Verlauf von 24h. Die Werte sind auf Ausgangsko  nzentration
normiert. Anhand des Graphen wird deutlich, dass di e VM-CaCOg3-bP-Partikel
mehr VM enthalten und dieses Uber einen langeren Ze itraum abgeben als die
VM-CaCOs-nP-Partikel.

Die Werte wurden jeweils zum Zeitpunkt (x h) auf die Ausgangskonzentration, welche
zum Zeitpunkt 0 h gemessen wurde, mit der unten genannten Formel normiert. So

dass es sich hier um prozentuale Mengen an VM handelt, die freigesetzt wurden.
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Formel Normierung der Ausgangskonzentration:

Wert normierte Probe (x h) = [VM Konzentration Prob e (x h) / VM Konzentration
Probe (Oh)] - 1

Im dargestellten Graphen (Abb.11) wird erkennbar, dass die VM-CaCOg3-nP-Partikel
erwartungsgemal weniger VM enthalten und daher einer herabgesetzten Diffusion
unterliegen. Typ bP-Partikel, die das VM bereits bei der Herstellung erhalten, geben
mehr VM ab und fuihren dadurch zu einer hoherer VM-Konzentration im Uberstand.
Dabei handelt es sich insgesamt um die dreifache Menge der auf den Ausgangswert
normierten Konzentration: 3,13 bei bP zum Zeitpunkt 24h im Vergleich zu 1,11 bei
nP-Partikeln, die erst nach der Préazipitation mit VM inkubiert wurden zum selben
Zeitpunkt. Zusatzlich zu der groReren Menge an freigesetztem VM, geben diese Par-
tikel auch bis 24h weiter VM ab. Die Partikel der Inkubation Typ A geben nur bis zu
6h lang VM ab, in den folgenden Stunden bleibt die Konzentration in der umgeben-
den LOsung konstant. Das heil3t, dass bei letzteren Partikeln bereits ein Gleichge-
wicht zwischen den Konzentrationsgradienten innerhalb und aul3erhalb der Partikel
eingetreten ist, weshalb die Diffusion zum erliegen kommt. Hinsichtlich des Graphen
wird deutlich, dass die Partikel das VM Uber die Zeit hinweg wieder abgeben. Zuséatz-
lich wird die unterschiedliche Beladungseffizienz in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der

Beladung bei der Herstellung der Partikel bestatigt.

3.6.2 VM-CaCO3-HSA 1-Partikel

Als Oberflachenmodifikation der Partikel wurden diese nach der Herstellung fir eine
Stunde in eine HSA-L6sung gegeben (wie unter 2.3.4.1 beschrieben). Diese VM-
CaCOg3-HSA 1-Partikel wurden im Vergleich zu VM-CaCOg-Partikeln ohne Polymere
in Langzeitversuchen untersucht und die VM-Konzentrationen in den Uberstanden

bestimmt.
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Abb. 12: MW und SA (n=3) der freigesetzten VM-Konze ntration in mg/ml in den
Uberstanden aus VM-CaCO 3-HSA 1-Partikeln (Inkubation der VM-CaCO »-
Partikel mit HSA erfolgte nach der Prazipitation) u nd VM-CaCOs;-
Kontrollpartikeln (VM-CaCO s-Partikel ohne HSA) im zeitlichen Verlauf tber 72h.
Es ist erkennbar, dass die Kontrollpartikel onne HS A deutlich mehr VM abge-
ben, als die mit HSA nachtraglich inkubierten Parti kel.

Wie in Abbildung 12 dargestellt, konnte fur beide Partikelarten eine rasche Freiset-
zung in den ersten Stunden beobachtet werden, die anschlieRend bei beiden Proben
in einen gesattigten Verlauf Gberging. Nach 5h ist der Grol3teil an VM bereits aus den
Partikeln herausdiffundiert. Die VM-CaCO3-HSA 1-Partikelprobe enthielt, trotz identi-
scher Behandlung beider Proben, nur halb so viel VM wie die Probe ohne HSA, ins-
gesamt nach 72h 0,08 mg/ml im Gegensatz zu 0,04 mg/ml im Uberstand. Dieser
Konzentrationsunterschied innerhalb der Partikel zu Beginn des Versuches fuhrt zu
einer langsameren Diffusion aus den VM-CaCO3-HSA 1-Partikeln. Die Ausgangs-
konzentration zu Beginn des Versuches lag bei den VM-CaCO3-HSA 1-Partikeln bei
0,1 mg/ml und bei den VM-CaCOg3-bP-Partikeln bei 0,16 mg/ml.

3.6.3 VM-CaCO3-HSA 2-Partikel
VM-CaCO3-HSA 2-Partikel wurden mit 200 mg HSA hergestellt, indem dieses bereits

vor der Préazipitation zu dem Na,CO3; hinzugefugt wurde (s. 2.3.4.2). Anschlie3end

wurde in einem Langzeitversuch die zeitabhangige VM-Freisetzung in mg/ml ermit-

44



Ergebnisse

telt. In Abbildung 13 wird dieser Konzentrationsanstieg im Vergleich zu VM-CaCOs-
HSA 1-Partikeln dargestellt.
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Abb. 13: VM-Konzentrationen (MW und SA n=3) in mg/m | der Uberstande der
VM-CaCO3-HSA 1- und der VM-CaCO 3-HSA 2-Partikel Uber 48h. Die HSA 2-
Partikel geben das 10fache an VM ab. (HSA 1= Zugabe HSA nach Prazipitation,
HSA 2= Zugabe HSA bei Prazipitation)

Es ist in Abb. 13 deutlich erkennbar, dass die mit Aloumin umhullten Partikel VM-
CaCOg3-HSA 2, das 10fache an VM im Vergleich zu den VM-CaCO3;-HSA 1-Partikeln
an den Uberstand abgeben. Insgesamt 0,65 mg/ml (nach 24h) im Gegensatz zu 0,03
mg/ml (nach 24h). Aufgrund der niedrigeren Konzentration an VM in den VM-CaCOs3-
HSA 1-Partikeln ist auch der Diffusionsgradient aus diesen MP heraus geringer.

In der VM-CaCO3-HSA 2-Probe sind nach 8h 90% der Maximalkonzentration von VM
im Uberstand erreicht und nach 24h beginnen die VM Konzentrationen im Uberstand
der VM-CaCOg3-HSA 2-Proben zu sinken, um 9,8% von 24h auf 48h.

3.6.4 VM-CaCOgs-Dextran 1-Partikel

VM-CaCOs-Dextran 1-Partikel wurden nach der Herstellung flr eine Stunde in eine
L6sung mit Dextran 70 kD oder Dextran 464 kD gegeben und anschliel3end fur 2
Stunden mit Divinylsulfon vernetzt (s. 2.3.5.1). Die Freisetzung des VM in den Uber-
stand wurde in Langzeitversuchen fir 44h beobachtet.

Anhand des Graphen in Abb.14 wird ersichtlich, dass die Partikel, welche mit dem

kleineren 70 kD Dextran behandelt wurden, zu héheren VM-Konzentrationen im
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Uberstand fiihren als die Partikel mit dem 464 kD Dextran. Nach 20h sind bereits
84% des 44h Wertes der 70 kD Probe und 85,7% der 464 kD Partikel in den Uber-
stand Ubergetreten. Da jeweils mit 12,5 mg/ml VM inkubiert wurde, wird deutlich,
dass es sich hier insgesamt um sehr niedrige Konzentrationen an VM im Uberstand
handelt, dies bestatigt die Ergebnisse der Beladungseffizienz der VM-CaCOs3-
Dextran 1-Partikel.

0,025

@ Dx 464 kD
mDx 70 kD

0,005 - I I
0

0,0 0,2 1,0 2,0 4,0 20,0 44,0
Zeitinh

Abb. 14: VM-Konzentrationen (MW und SA n=3) in mg/m | der Uberstande der
VM-CaCOs-Dx-Partikel Typ 1 (Zugabe Dextran bei der Prazipit  ation) mit 70kD
oder 464 kD Dextran, von O - 44h. Die 70kD-Dextran  1-Partikel enthalten eine
hohere Konzentration an VM.

3.6.5 VM-CaCOs;-Dextran 2-Partikel

Es wurden zwei unterschiedliche Arten an VM-CaCOgs-Dextran 2-Partikeln hergestellt
(s. 2.3.4.4). Ein Teil der Probe wurde mit VM in einer 12,5 mg/ml VM-L6sung fir eine
Stunde nachtraglich inkubiert, der andere Teil der Probe wurde nicht weiter behan-
delt. Im Langzeitversuch wurden die VM-Konzentrationen beider Proben im Uber-
stand untersucht. Aufgrund der vorherigen Ergebnisse wurde ausschlief3lich mit dem
kleineren Dextran von 70 kD gearbeitet. In beiden Fallen wurde das Dextran bereits
bei der Prazipitation der Kristalle hinzugefiigt und anschlie3end vernetzt.
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Abb. 15: Vergleich der VM-Konzentrationen in mg/ml der Uberstande der VM-
CaCOg3 -Dx 1-Partikel (Zugabe Dextran nach Prazipitation)  und VM-CaCO 3-Dx 2-
Partikel (Zugabe Dextran bei Prazipitation) mit und ohne weitere Nachinkubati-
on mit VM nach Fertigstellung der Partikel tiber 24h , MW und SA (n=3).

Der Graph zeigt, dass die Konzentration der Dx 1- u  nd Dx 2-Partikel sich nicht
wesentlich unterscheidet, die Dx 2-Partikel mit Nac  hinkubation jedoch das
10fache an VM freisetzen. Nach 4h hat sich ein Glei chgewicht zwischen der
VM-Konzentration in den Partikeln und im Uberstand eingestellt.

Die Dextranpartikel, die im Anschluss an die Vernetzung noch einmal mit einer VM-
L6sung (12,5 mg/ml) inkubiert wurden, zeigen in Abb. 15 eine deutlich erhéhte VM-
Konzentration im Uberstand, im Gegensatz zu den Partikeln, die nicht weiter inku-
biert wurden. Insgesamt differieren die Werte um eine 10er Potenz: 0,014 mg/ml im
Vergleich zu 0,148 mg/ml nach 15h.

Im Vergleich zu den VM-CaCOgs-Dextran 2-Partikeln liegen in Abbildung 15 auch die
Uberstande der VM-CaCOs-Dextran 1-Partikel vor. Es ist erkennbar, dass die Kon-
zentrationen in den Uberstanden der Typ 1 und Typ 2 VM-CaCOs-Dextranpartikel
sich nicht signifikant unterscheiden, sondern lediglich die Nachinkubation mit VM ei-
ne deutliche Differenz hervorbringt. Nach 4h ist der Release bereits abgelaufen und
ein Gleichgewicht zwischen den Konzentrationen innerhalb der Partikel und aul3er-
halb im Uberstand eingetreten. Aufgrund des Gleichgewichts tritt keine weitere Kon-
zentrationssteigerung ein, obwohl die Partikel noch VM enthalten.
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3.6.6 Vergleich der VM-CaCO ;-Dextran 2-Partikel mit den VM-CaCO 3;-HSA
2-Partikeln

Die Ergebnisse der Versuche der VM-CaCOs-Dextran 2-Partikel (2.3.4.2) und der

VM-CaCO3-HSA 2-Partikel 2 (2.3.5.2) wurden zusammengefasst in einem Graphen
aufgetragen.
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Abb. 16: Graphischer Vergleich der VM-Konzentration en in mg/ml der Uber-
stande der VM-CaCO 3-HSA 2-Partikel (Zugabe HSA bei der Prazipitation)  und
VM-CaCOs-Dextran 2-Partikel (Zugabe des Dextrans 70kD bei d er Préazipitation)
von 0 - 96h, MW und SA (n=3).

Zu sehen ist, dass die gemessenen Werte der HSA 2-P  artikel deutlich tGber den
Werten der Dextran 2-Partikel liegen. Im Verlauf de r Zeit nimmt die Konzentra-
tion des VM in beiden Proben dezent ab.

Die Graphik in Abbildung 16 zeigt deutlich, dass die vernetzten VM-CaCOs-
Dextranpartikel weniger VM enthalten als die unvernetzten VM-CaCO3-HSA-Partikel.
Genau genommen belauft sich dieser Unterschied nach 24h auf 0,65 mg/ml zu 0,15
mg/ml, das heil3t, dass die Dextranpartikel nur 23% der VM-Menge der HSA-Partikel
in den Uberstand freisetzen, obwohl sie mit der gleichen Ausgangskonzentration an
VM hergestellt wurden.

Dies bestétigt die Ergebnisse der Beladungseffizienzen. Die freigesetzten Konzentra-
tionen und das Tempo der Diffusion sind proportional abhéngig zu der Beladungsef-

fizienz.

48



Ergebnisse

3.6.7 VM-CaCOg-Fibrinpartikel

VM-CaCOs-Fibrinpartikel wurden angesetzt (s. 2.3.6.1), indem die in Plasma synthe-

tisierten Partikel mit Thrombin vermengt wurden und somit eine Fibrinhille entstand.

Die Freisetzungskinetik des VM wurde, anhand der Konzentrationen in den Uber-

standen, im Langzeitversuch untersucht. AnschlieRend wurde der Verdinnungsfaktor

entsprechend der Formel (s. 2.4.2) herausgerechnet.
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Abb. 17: VM-
Konzentration
in  mg/mlim
Uberstand der
F-Partikel  (Zu-
gabe Fibrin bei
Préazipitation) in
PBS bei 37T
bis 24h, Ver-
dunnungsfaktor
herausgerech-
net. MW und SA
(n=3). In den
ersten 8h lauft
der Grolteil der
Freisetzung ab .

Abb. 18: VM-
Konzentration
im  Uberstand
der F-Partikel
in PBS bei 37C
bis 264h, Ver-
dinnungsfaktor
herausgerech-
net. MW und SA
(n=3), die F-
Partikel geben
VM ab, nach
24h beginnt die
VM-
Konzentration
Zu sinken.

Die mit Fibrin umhllten Partikel gaben in den ersten 20 h den gréf3ten Teil an VM an

den Uberstand ab, so dass nach 20h ein Gleichgewicht mit einer Konzentration von

0,57 mg/ml erreicht wurde. Die groRRten Konzentrationsspringe des VM im Uberstand
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finden in den ersten 8 Stunden statt. Nach 24h beginnt die VM-Konzentration zu sin-
ken: im Durchschnitt um 4,83% alle 24h.

Die Umhillung der VM-CaCOs-Partikel mit einer Fibrinschicht (s.2.3.6.1) ist, wie an-
hand des CLSM-Bildes in Abbildung 19 sichtbar, gelungen:

Besonders deutlich sind die Fibrinhillen sichtbar, wenn das CaCO3; mit HCI aufgeldst
wurde und ausschlief3lich die Hillen tbrig bleiben.

Abb. 19: FITC-BSA markierte VM-CaCO s-Fibrinpartikel (Zugabe Fibrin bei der

Prazipitation) A) in Wasser B) Fibrinhillen nach Ly  se des Kalziumkarbonats
durch HCI. Zu erkennen sind die runden Mikropartike |, die das FITC-BSA auf-
genommen haben (A) und die Fibrinhillen, die noch F ITC-BSA aufweisen,
nachdem das Kalziumkarbonat durch das HCI gelést wu  rde (B).
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3.6.8 Fibrinpartikel + Enzyme (VM-CaCO 3;-PV-Partikel)

Um eine physiologische Umgebung in vitro zu simulieren wurden in den Uberstand
der Fibrinpartikel die Enzyme Plasminogen und Alteplase in physiologischen Kon-
zentrationen (Plasminogen 0,2 mg/ml, Actilyse 0,005 mg/l) hinzugegeben (s. 2.3.6.2).

Abb. 20: VM-
Konzentration
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os T IH ;- der PV-Partikel

) jig! €I (VM-C&COs'
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In 24h Rythmen wurde bis 240h weitergemessen. Die VM-Konzentration im Uber-
stand blieb dabei konstant. In Abbildung 20 wird der MW der VM-Konzentration im
Uberstand der VM-CaCOs-PV-Partikel graphisch dargestellt. Der Anstieg verlauft zu
Beginn sehr steil und flacht nach 4h ab. Nach 6h ist das Maximum mit einer Konzent-
ration von 0,9 mg/ml erreicht. Die Messungen wurden bis 240h (nicht in Abbildung 20
dargestellt) fortgefuhrt. Dabei fand keine weitere signifikante Veranderung der Kon-
zentration statt. Nach 240h hatte sich die VM-Konzentration auf 0,857 mg/ml ge-
senkt, dies entspricht einem Verlust von 4,7% im Vergleich zum 6h Wert.

Zur weiteren Untersuchung der Unterschiede zwischen Fibrinpartikeln und PV-
Partikeln wurden AFM (Atomic Force Microscopy)-Bilder angefertigt.

Besonders hervorzuheben ist, dass dabei ein vertikales Profil der getrockneten Parti-
kel abgebildet werden kann. Das vertikale Profil zeigt an, welche Dicke die Fibrinhille
der jeweiligen Partikel besitzt. Dadurch kdnnen Informationen Uber die Auswirkungen
der lysierenden Enzyme, die zu den PV-Partikeln gegeben wurden, auf die Dicke der
Fibrinhille gewonnen werden.

In Abbildung 21 sind die AFM-Bilder dargestellt. Die Dicke der Fibrinpartikel-Hulle
liegt bei 524,11 nm und der Durchmesser bei 2,56 um. Im Vergleich besitzen die VM-
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PV-Partikel eine Dicke von 326,9 nm und einen Durchmesser von 2,328 um. Das
bedeutet, dass die Dicke der Fibrinhiulle nach Zugabe der Enzyme um 197,2 nm
(37,6%) abgenommen hat.

Zur weiteren Darstellung der lysierenden Wirkung der Enzyme auf die Fibrin-Hulle
der PV-Partikel wurde eine Zeitserie mit dem CLSM aufgenommen. Wé&hrend der
Prazipitation der PV-Partikel wurde FITC-BSA hinzugegeben, welches in die CaCOs-
Partikel und in den Fibrinmantel aufgenommen wurde.

Bei 37C wurde eine Plasminogen-Alteplase-Lésung au f die Partikel gegeben und in
Abstéanden von 30 Sekunden Bilder angefertigt. Mittels des Mikroskops konnte die
Intensitat in einem MP entlang des roten Pfeils gemessen werden.

In Abbildung 22 zeigt der Vergleich der sechs Aufnahmen im Zeitverlauf, dass mit
zunehmender Zeit die Intensitat der FITC-BSA-Markierung des MP abnahm.

Diese Intensitatsabnahme begann im Zentrum des Partikels und wirkte sich mit der
Zeit auch auf die Fibrinhulle aus.
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VM-CaCOg;-Fibrinpartikel

Horiz distance{L 2,558 pm
wert distance 524.11 nm
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VM-CaCO;-PV-Partikel (mit lysierendem Enzym bei 37<C)

Horiz distance 2.328 pm
wert distance 326.90 nm
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Abb. 21: AFM-Bilder (Atomic Force Microscopy) der F ibrin- und PV-Partikel (mit
Alteplase und Plasmin), Ausmessung des vertikalen u nd horizontalen Durch-
messers. Die Fibrinhille der VM-CaCO ;-Fibrinpartikel ist dicker als die Fibrin-
hille der VM-CaCO ;-PV-Partikel.
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Abb. 22: CLSM Aufnahmen mit FITC-BSA markierten VM-
unter zeitgleicher Zugabe der lysierenden Enzyme PI
bei 37<C. Die Bilder 1 - 6 wurden im 30s Takt aufge
tensitatsverlauf wurde entlang des roten Strichs in
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messen. Die Abnahme der Intensitat Uber die Zeit wi  rd deutlich.
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3.7 Diffusionskoeffizient

Entsprechend 2.5 wurde mit dem EXDIF-Diffusionsprogramm der Diffusionskoeffi-

zient berechnet.

0,00001 -
6,5E-06
6,2EJ06
5,4E{06
(%]
S
£
(&)
2,2E-06
1,1E-06
5,8E-07 5,1E-07
519E_07 4,0E_O7 2,6E_07 Ij—;l
0 B I | |
NP bP HSA1l HSA2 Dx1-1 Dx12 Dx21 Dx22 F PV

Abb. 23: Diffusionskoeffizienten von VM in cm  ?/s der verschiedenen Partikel-
praparationen mit EXDIF berechnet und MW und SA (n=  3). Je kleiner der Diffu-
sionskoeffizient, desto starker wird die Diffusion des VM aus den Partikeln her-
aus behindert. Im Saulendiagramm mit den unterschie  dlichen Partikelvariatio-
nen wird deutlich, dass die HSA 1- und 2-, Dextran  1- und 2- und bP-Partikel die
kleinsten Diffusionskoeffizienten besitzen.

(nP = Zugabe von VM zu den CaCO j-Partikeln nach Prézipitation des CaCO 3;
bei allen tbrigen Partikeltypen war das VM bereits bei der Prazipitation (CaCO -
bP) des CaCO 3 enthalten. Bei den folgenden Partikeln erfolgte zu  satzlich eine
Zugabe von den Molekilen HSA, Dextran oder Fibrin z  u unterschiedlichen
Zeitpunkten im Rahmen der VM-CaCO 3-Synthese: HSA 1 = Zugabe HSA nach
Prazipitation, HSA 2 = Zugabe HSA bei Prazipitation , D 1 = Zugabe Dextran
nach Prazipitation, D 2 = Zugabe Dextran bei Prazip itation, F = Fibrin Zugabe
bei Prazipitation, Vernetzung durch Thrombin im Ans chluss an Synthese, PV =
Herstellung wie F-Partikel, mit Zugabe der Enzyme P lasminogen und Alteplase
in den Uberstand).

Die im Saulendiagramm aufgetragenen Diffusionskoeffizienten liegen alle im Bereich
von 2,5 x 10 cm?/s und 5,9 x 10”7 cm?s. Ein kleiner Diffusionskoeffizient bedeutet,
dass die Partikelhtlle die VM-Diffusion starker behindert als bei einem grofl3eren Wert

des Diffusionskoeffizienten. Dieser Wert ist konzentrationsunabhangig. Alle Langzeit-
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versuche der Partikel erfolgten bei Raumtemperatur, abgesehen von den VM-
CaCOgs-F-Partikeln und VM-CaCOs-PV-Partikeln, die in den Warmeschrank bei 37C
gelegt wurden. Im Vergleich der unbehandelten VM-CaCO3-nP- und den VM-CaCOs-
bP-Partikeln untereinander wird der Unterschied des Diffusionskoeffizienten deutlich
sichtbar.

Wie bereits bei den Langzeitversuchen, ist auch der Diffusionskoeffizient fur die VM-
CaCOgs-bP-Partikel im Rahmen einer verzogerten VM-Freisetzung besser, da er klei-
ner ist.

Die Koeffizienten der Partikel HSA 1 (5,9 x 10 'cm?/s) und HSA 2 (5,75 x 107'cm?/s)
unterscheiden sich kaum, liegen jedoch deutlich unterhalb der VM-CaCOs-Partikel
ohne Polymere. Bei den Dextranpartikeln ist auffallig, dass die Diffusionskoeffizienten
der kleineren Dextrane niedriger liegen und dass eine Nachinkubation mit Dextran
und VM, wie bei den Dextran 2-2-Partikeln, den Diffusionskoeffizienten erhoht. Die
Fibrinpartikel besitzen bei Raumtemperatur einen niedrigeren Diffusionskoeffizienten
(1,9 x 10® cm?/s) als die Fibrinpartikel bei 37C (2,2 x 10 " cm?s). Die Diffusion des
VM aus den Fibrinpartikeln wird durch Zugabe von lysierenden Enzymen (PV-
Partikel) weiter beschleunigt (D = 6,2 x 10° cm?/s) und nach Zugabe von Enzymen
steigt dieser weiter an.

Im Vergleich zu dem Diffusionskoeffizienten von VM bei Raumtemperatur (RT) (3,6 X
10® cm?/s), wird ersichtlich, dass alle Partikelsorten, auRBer den VM-CaCOs-nP-, VM-
CaCOgs-Dextran 2- und den VM-CaCOg3;-PV-Partikeln, einen niedrigeren Diffusionsko-
effizienten besitzen. Das bedeutet, dass diese Partikel die freie Bewegung der VM-
Molekile hemmen und die Einstellung eines Diffusionsgleichgewichts verzdgern.

Abb. 24: Frei-
setzung von VM
—— in mg/ml aus
VM-CaCOs-bP
1-Partikeln (Zu-
gabe von VM
bei Prazipitati-
on, Probe 1) in
24h, mit Fit aus
EXDIF-
Programm, der
an die experi-
mentell gemes-
——Fit W b.5.1Partikel | senen tW_ege
angepasst wird .

VM in mg/ml

0 4 8 12 16 20 24
Zeitin h
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In Abbildung 24 wird beispielhaft dargestellt, wie das EXDIF-Computerprogramm an-
hand des experimentell gemessenen Konzentrationsanstiegs einen Fit anpasst, wel-

cher den theoretischen Diffusionskoeffizienten definiert.

3.8 Knochenversuche

3.8.1 Knochenvorversuch mit VM-LAsung

o Abb. 25: V_M-
: Konzentratio-
0,045 1 nen in mg/ml im
0,040 ﬁ’%‘t. Uberstand der

_0,035 Knochen ohne

£ 0,030 - Partikel, Ver-

£ 0,025 | dinnungsfaktor
= 0,020 - rausgerechnet,
0,015 MW und SA
0,010 (n=3). Nach 4h
0,005 1 hat sich ein
0,000 : ‘ \ w w ! Gleichgewicht
0 1 2 3 4 5 6| in der Losung

Zeitinh eingestellt.

Der Knochenvorversuch, der mit 100 pL einer 8 mg/ml VM-L6sung durchgefihrt wur-
de und dessen VM-Konzentrationen im Uberstand in Abbildung 25 sichtbar sind,
zeigt, dass die reine, nicht eingekapselte VM-Ldsung ohne Partikel nach 3 h ihre ma-
ximale Konzentration von 0,037 mg/ml erreicht. Das heif3t, dass nach 3 h das VM
sich durch den Knochen hindurch gleichméRig in der PBS-Amphotericinlésung ver-
teilt hat.
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3.8.2 Knochenversuch mit VM-CaCO 3-HSA 2-Partikeln

Die Knochenversuche wurden entsprechend 2.6 durchgefihrt und Uber eine Dauer

von 144h im Langzeitversuch auf ihre VM-Konzentrationen hin untersucht.
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Abb. 26: MW und SA (n=3) der VM-Konzentration in mg /ml im Uberstand der
Knochenversuche mit VM-CaCO 3-HSA 2-Partikeln (Zugabe von HSA und VM bei
der Prazipitation), Verdinnungsfaktor herausgerechn et, a) bis 96h und b) bis
28h. Erkennbar ist der steile Konzentrationsanstieg binnen der ersten 5h und
die Einstellung eines Gleichgewichts zwischen der V M-Konzentration in den
Partikeln und im Uberstand. Im weiteren Verlauf sch ~ wanken die Werte bis 96h,
verandern sich aber nicht mehr wesentlich

In Abbildung 26 wird ersichtlich, dass der gréf3te Konzentrationsanstieg in der die
Knochen umgebenden PBS-L6sung bereits nach 4h stattgefunden hat, dass aber

insgesamt bis zu 48h VM aus den Partikeln austritt. Zum Zeitpunkt 48h ist die Maxi-
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malkonzentration von 0,084 mg/ml erreicht. Anschliel3end sinkt die VM-Konzentration

kontinuierlich ab.
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4 Diskussion

Die Osteomyelitis ist eine schwerwiegende und zu Chronifizierung neigende Erkran-
kung. Es handelt sich dabei um eine Entziindung des Knochens, die alle Strukturen
betreffen kann und in deren Folge es zur Nekrose des Knochens und zur Sepsis
kommen kann [1, 3].

Im Vordergrund der Therapie stehen eine chirurgische Sanierung und eine antibioti-
sche Therapie, da es sich in der Regel um eine bakteriell getriggerte Inflammation
handelt [4, 5]. Die Antibiotika kdnnen systemisch oder lokal verabreicht werden. Eine
Kombination dieser zwei Darreichungsformen hat sich als vorteilhaft erwiesen, da es
zu weniger Rezidiven im Langzeitverlauf der Erkrankung kam. Ziel einer Antibiose ist,
eine Keimeradikation mdglichst schnell und mit wenigen Nebenwirkungen durchzu-
fuhren. Die systemischen Nebenwirkungen vieler Antibiotika, wie Nieren- und Leber-
belastung, kdnnen bei einer lokalen Antibiose vernachlassigt werden. Lokal kdnnen
weitaus hohere Konzentrationen an Antibiotika appliziert werden, die bei einer sys-
temischen Applikation, wegen der Hamatome und Odeme im traumatisierten Kno-
chen, nicht zu erreichen waren [53].

Fur die lokale Applikation von Antibiotika sind zwei verschiedene Tragersubstanz-
klassen bekannt, die klassischen und die resorbierbaren Materialien. Letztere werden
physiologisch Uber die Zeit hinweg abgebaut und bieten daher viele Vorteile. Ein
operativer Eingriff zur Entfernung des Materials nach Beendigung der Therapie ist
dadurch nicht mehr notwendig, so dass flr den Patienten eine weitere OP mit zuge-
horigem perioperativen Risiko und Kosten entfallt [21]. Zusatzlich wird bei einigen
resorbierbaren Materialien, die wie Kalziumkarbonat eine hervorragende Biokompati-
bilitat besitzen [35], das Hervorrufen von Fremdkoérperreaktionen und das Risiko der
Resistenzentwicklung durch Persistenz der Keime auf haufig genutzte Antibiotika
minimiert. Durch eine vollstandige Eradikation aller sich im Gewebe befindenden
Keime kann verhindert werden, dass die Bakterien eine sekundare Resistenz entwi-
ckeln.

Es handelt sich daher bei den biologisch abbaubaren Tragersubstanzen, die Antibio-
tika enthalten, um eine sehr interessante Therapiealternative.

In der vorliegenden Arbeit werden oberflachenmodifizierte CaCOs-Mikropartikel als

Drugcarrier fur Vancomycin untersucht. Ziel ist, eine Tragersubstanz herzustellen,
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welche physiologisch abgebaut werden kann, eine ausreichende Beladung mit Anti-
biotika zuldsst und zu einem kontrollierten Release derselben fuhrt.

Die exemplarischen Ergebnisse der verschiedenen Partikelsorten in Bezug auf Bela-
dungseffizienz, Freisetzungskinetik und Diffusionskoeffizienten werden im Folgenden

verglichen und diskutiert.

4.1 VM-CaCOs-Partikel

Nano- und Mikropartikel kénnen in ihren Eigenschaften, wie L&slichkeit, Freiset-
zungskinetik, Abbaugeschwindigkeit und Gesamtoberflache, beeinflusst und gezielt
hergestellt werden. Jedoch birgt diese Herstellung auch neue Herausforderungen in
sich, da viele Variablen noch unbekannt sind. Hinzu kommt die Tatsache, dass sich
die Eigenschaften eines Materials verandern, wenn es in Nanometergrof3e vorliegt.
Es handelt sich dabei um komplexe dreidimensionale Strukturen, deren Grél3e, Form
und Ladungen die Charakteristika maf3geblich beeinflussen. Caruthers et al. 2007
betonen, dass es sich in der Nanomedizin Gberwiegend um Strukturen handelt, von
denen der Groldteil noch nicht definiert worden ist [54]. Eine Verdnderung des pH-
Wertes und der Mischverhéltnisse der eingesetzten Chemikalien beeinflusst die Par-
tikelmorphologie erheblich [55].

Die Partikelsynthese erfolgte wie bei Petrov et al. 2005 [37] beschrieben, allerdings
wurden Ruhrgeschwindigkeit und Ruhrdauer variiert und deren Auswirkungen auf die
Partikelmorphologie untersucht. Wie erwartet, konnte festgestellt werden, dass aus
der am langsamsten und der am kirzesten gerthrten Probe (10s bei 4 Umdrehungen
pro Sekunde) die grol3ten Partikel (4,5 um) entstanden. Dies beruht vermutlich auf
der Tatsache, dass die prazipitierenden Nanokristalle bei langsameren Umdrehun-
gen, mehr Zeit haben, zu groReren Komplexen zu aggregieren. Die kleinsten Kristalle
entstanden bei Rihrtempo 3 (10 Umdrehungen pro Sekunde) fir 20 s. Da die Her-
stellung von Mikropartikeln angestrebt wurde, hétte jede dieser Partikelgréf3en ver-
wendet werden kdonnen. Jedoch wurden die 4,5 um Partikel verwendet, da Liu et al.
1999 dargestellt haben, dass groRere Partikel aufgrund ihrer insgesamt geringeren
Oberflache zu einer langsameren Freisetzung fuhren [21]. Eine zeitverzogerte, konti-
nuierliche Freisetzung wurde als Ziel dieser Arbeit angestrebt. Allerdings muss disku-
tiert werden, ob nicht optimalerweise kleinere Partikel eine grof3ere Menge an VM
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hatten absorbieren kénnen, da sie insgesamt je ml Volumen eine gréRere Oberflache
besitzen wurden.

Sukhorukov et al. 2004 nennen die Konzentration der Salzlésungen, den pH-Wert,
die Temperatur, die Dauer und die Geschwindigkeit des Ruhrvorgangs bei der Her-
stellung der Partikel als wichtige Faktoren, die die Partikelmorphologie wesentlich
beeinflussen [35]. In diesem Zusammenhang entspricht die in dieser Arbeit evaluierte
GroélRenverdnderung der Partikel, je nach Riuhrdauer und Geschwindigkeit, der Abbil-
dung 3. Um eine konstante Herstellung von Mikropartikeln einer GrofRe von durch-
schnittlich 4,5 um zu gewahrleisten, wurden diese unmittelbar vor jedem Versuchs-
beginn zu gleichen Konditionen hergestellt.

Die unbehandelten VM-CaCOs-Mikropartikel wurden mit zwei unterschiedlichen Be-
ladungsmechanismen, mit VM-Inkubation nach und bei der Prazipitation (s. 2.3), her-
gestellt und anschlieRend mehrere Langzeit- und Aufloseversuche durchgefihrt. In
Kapitel 3.3 Abb.4 wird ersichtlich, dass die Partikel mit VM-Inkubation bei der Prazipi-
tation die doppelte Menge an Antibiotikum einschlie3en kbnnen, als die erst nach der
Prazipitation beladenen Partikel. Es kann davon ausgegangen werden, dass bei der
Prazipitation der pordsen CaCOs-Partikel in Verbindung mit VM, dieses zentral im
Kern eingeschlossen werden kann. Wohingegen erst im Nachhinein zugefugtes VM
weniger tief in die Partikel hinein diffundiert. Dadurch ist dieses VM bei den Wasch-
vorgangen weniger geschiutzt als Molekile, die zentraler eingekapselt wurden. Dies
bestatigen die Ergebnisse von Petrov et al. 2005, die bei einer VM-CaCOs3-
Partikelsynthese in Anwesenheit von Proteinen 5fach gré3ere Mengen erreichten, als
Partikel, die erst nach der Synthese Proteine absorbierten. Erklart wird dies anhand
der kleinen Porendurchmesser, die eine nachtragliche Diffusion einschranken kon-
nen. Sie beschreiben spharische CaCOs-Partikel mit gleichmaRiger GroRenverteilung
von ca. 5 um und einem ausgepragt porésen Innenleben, charakterisiert durch mit-

einander verbundene Freiraume und Kapillaren innerhalb der Kapsel [37].
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Abb. 27: SEM Bilder der CaCO 3-BSA Partikel
A) Ubersicht B) zerbrochener Partikel C) Rekristall  isation der Partikel D) Kalzi-
umkarbonat Mikrokristalle (Aldrich), [45].

Es wird erlautert, dass, wie in Abbildung 28 schematisch dargestellt, bei der Mikro-
partikelherstellung zu Beginn zahlreiche einzelne Nanopartikel und anschlielRend
durch deren Aggregation die Mikropartikel entstehen. Die wahrend der Kristallisation
anwesenden Molekiile kénnen daher bereits an die Oberflache der Nanopartikel ab-
sorbieren. Diese besitzen zusammengefasst eine weit hohere Oberflache, als die
fertig aggregierten Mikropartikel.

Manoparticle

o
Na,CO, o aggregation
+ —_— o »
CaCl; © o

CaC0O; nanoparticles

Abb. 28: Schematische Darstellung der CaCO  ;-Mikropartikelformation, [45].

Insgesamt besitzen die Partikel von einer Gro3e von 4,8 pum im Durchschnitt eine

Oberflache von 13 +/- 7 m?/g und eine PorengréRe von 20-70 nm [46]. Dies fihrt da-
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zu, dass die portsen Partikel eine 11fach hohere Oberflache als gleich grof3e, kom-
pakte Partikel besitzen [35]. In etwa 59% des Partikelvolumens sind mit CaCO3; ge-
fullt und 41% liegen als interne Poren und Freiraume vor [46].

Volodkin et al. 2004 untersuchten die Oberflachenladung der CaCOg3-Partikel und
stellten in Wasser eine negative Ladung der Partikel bei pH-Werten gréf3er 9 fest. Da
CaCOs-Mikropartikel jedoch ihren isoelektrischen Punkt bei pH = 8,5 besitzen und
die CaCOgs-LOsung nach Inkubation mit VM-Hydrochlorid einen pH = 8 aufzeigt, la-
gen die VM-CaCOg-Partikel positiv geladen vor. Das VM besitzt mehrere funktionelle
Gruppen, darunter eine Carboxylgruppe, 2 Amino- und 3 Phenolgruppen und liegt bei
einem pH = 8 negativ geladen vor. Sukhorukov et al. 2004 beobachteten eine positi-
ve Auswirkung von entgegen gesetzten Ladungen auf die Menge an aufgenomme-
nen Molekilen. Jedoch berichten sie auch von einer hohen Proteinaufnahme in Ca-
COgs-Partikel trotz gleicher Ladungen. Es wird vermutet, dass dies mdoglich ist, well
neben elektrostatischen Wechselwirkungen auch sterische Wechselwirkungen, ein
Wechsel des Hydratationszustandes und die Organisation der makromolekularen
Struktur als treibende Krafte wirken [35]. Da in dieser Arbeit ausschlief3lich mit VM
gearbeitet wurde, kann zu diesem Vergleich keine Stellung genommen werden.
CaCOgs-Partikel gelten als physiologische Komponente biologischer Systeme [35]. Es
ist davon auszugehen, dass die Mineralien aus dem Mikropartikelzerfall sich stabili-
sierend in die Knochenmatrix integrieren. Nanopartikel aus Kalziumkarbonat wurden
bereits in Knochenzement gertihrt, um dessen Stabilitéat zu erhéhen und die Zytotoxi-
zitat zu reduzieren [56]. Weitere Vorteile neben der Biokompatibilitat des Kalziumkar-
bonats sind, dass es sich um ein kostengiinstiges Material handelt, die Partikel eine
kurze Herstellungsdauer besitzen und dass keine Hitze bei der Herstellung der Kris-
talle notwendig ist, so dass auch thermolabile Antibiotika wie VM verwendet werden
kénnen [45].

Zusammenfassend konnte dargestellt werden, dass CaCOgs-Partikel VM aufnehmen
und zeitverzogert wieder abgeben. Jedoch geschah dies im Rahmen der unbehan-
delten VM-CaCOg3-Partikel ohne Biopolymere bereits binnen 6h, weshalb eine Opti-
mierung der Partikel mit Biopolymeren erfolgt. Fir eine antibiotische Therapie der
Osteomyelitis wird eine initial hohe Freisetzung, ein sogenannter ,burst“ angestrebt,
welcher postoperativ zu einer schnellen Keimabtotung fiihrt und anschlie3end eine
konstante Freisetzung fur 2-4 Wochen oberhalb der minimalen Hemmkonzentration

garantiert. Diese liegt fur VM bei 1,18 mg/L [21]. Zusétzlich muss die Freisetzung
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Uber einen begrenzten Zeitraum hinweg erfolgen, um eine Resistenzentwicklung zu

verhindern.
4.2 Oberflachenmodifikationen

4.2.1 Albumin

Albumin ist ein wasserlosliches Protein bestehend aus 585 Aminosauren. Wegen
seiner ampholytischen Eigenschaften (d.h. es kann Kationen und Anionen binden) ist
es in der Lage, pH-Werte zu puffern. Da es hydrophile und lipophile Substanzen bin-
den kann, besitzt es im Blut die Rolle des Transportmolekiils.

Die in Anwesenheit von BSA kristallisierten Partikel besitzen eine grof3ere Oberflache
(63 +/- 12 m?/g) und einen kleineren Porendurchmesser von 4-15 nm, denn sie be-
stehen aus kleineren Nanopartikeln. Die Anwesenheit von Proteinen erhoht die
Keimbildungsrate [57]. Das Kalziumkarbonat selbst verandert ebenfalls die Sekun-
darstruktur des Albumins, so dass es eine optimale Konformation fiir eine Biominera-
lisierung erhalt [58]. Diese Angaben in der Literatur konnten durch die Ergebnisse
dieser Arbeit bestatigt werden. Es wird angenommen, dass die Effekte von BSA und
HSA direkt vergleichbar sind, da ihre Sequenz zu 76% identisch ist [59].

Ziel der zwei HSA-Versuchsreihen war der Vergleich der Freisetzungskinetik und
Beladungseffizienz zwischen Partikeln mit Zugabe des HSA bereits vor der Parti-
kelprazipitation und Partikeln, bei denen die HSA-Zugabe erst nach der abgeschlos-
senen Partikelherstellung erfolgte. Es konnte festgestellt werden, dass die unter-
schiedliche Anfertigung der HSA-Umhiullung die Charakteristika der Partikel wesent-
lich verandert. Die VM-Mikropartikel, welche im Anschluss an die Préazipitation mit
HSA inkubiert wurden (CaCO3;-HSA 1-Partikel), enthielten geringere Mengen an VM
als die identisch behandelten Kontrollpartikel ohne HSA. Dies ist an der niedrigen
Beladungseffizienz von 10,7% deutlich zu erkennen. Eine mdgliche Erklarung lautet,
dass die HSA-L6sung einen osmotischen Effekt auf das in den Partikeln enthaltene
VM ausubt. Daher sind diese CaCO3-HSA 1-Partikel fur eine Herstellung von VM-
Partikeln, trotz des niedrigen Diffusionskoeffizienten von 5,9 x 10, ungeeignet.

Als nachster Versuchsaufbau wurde die simultane Inkubation von HSA wahrend der
Prazipitation gewahlt, indem dieses bereits in die Na,CO3-L6sung gegeben wurde.
Es stellte sich heraus, dass diese VM-CaCO3;-HSA 2-Partikel die 10fache Menge an

VM, im Vergleich zu den Kontrollpartikeln ohne HSA, einschliel3en. Im Langzeitver-
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such tber 96h konnte eine ansteigende Freisetzung innerhalb der ersten 24h beo-
bachtet werden.

Die VM-CaCOg3-HSA 2-Partikel weisen mit 68% die zweithdchste Beladungseffizienz
und einen niedrigeren Diffusionskoeffizienten (5,75 x 107') als die VM-CaCO3-Partikel
ohne Polymere auf. In Anbetracht dieser hohen Konzentrationen in den Kristallen,
verlieren diese mit 17% relativ wenig VM bei den Waschschritten 1-3. Es ist anzu-
nehmen, dass bei dieser Partikelart aufgrund der erhdhten Porositadt mehr VM aufge-
nommen wird und bei dem kleineren Porendurchmesser starker verzégert wieder
heraus diffundiert.

Diese Beobachtungen lassen die Annahme zu, dass BSA und weitere Polymere, die
wahrend der Partikelprazipitation zugegeben werden, den Kristallisierungsprozess
erheblich beeinflussen. Albumin besitzt eine besonders stark positive Auswirkung auf
die Nukleation, da es sich um ein strukturell instabiles Protein handelt und somit eine
ausgepragte Absorption im Sinne der Entwicklung einer positiven Entropie fordert
[59].

4.2.2 Fibrin

Fibrinogen, ein Glykoprotein, liegt im Blut als Dimer gel6st vor. Im Falle einer Koagu-
lation wird das Dimer durch Thrombin in zwei Monomere gespalten: Fibrinopeptid A
o und B [60]. Diese Monomere kdnnen sich
._._. Fibrinogen durch nonkovalente Wechselwirkungen zu
% Thrombin Strangen verbinden und anschliel3end un-
ter Mitwirkung des Gerinnungsfaktors XIlI A
ein stabiles Gerist bilden (siehe Abb. 29)
[61]. Dieses Fibringerist besteht aus hete-
Fibrin mesh rogenen Maschen unterschiedlicher GréRe
vy Factor X [62].

Crosslinked fibrin mesh

Abb. 29: Schematische Darstellung der

‘/\ . Entstehung eines Fibringeriists durch

Other FDPs A D-dimer g Thrombin und Faktor XIll aus Fibrino-
Pilasmin gendimeren
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Dieser physiologische Prozess wurde in dieser Arbeit fir eine Umhuillung der MP als
Diffusionsbarriere genutzt.

Das Fibrinogen lag in physiologischer Konzentration im Plasma, welches fir die Her-
stellung der VM-CaCOs-Fibrinpartikel genutzt wurde, vor. Im Anschluss an die Prazi-
pitation wurde eine Thrombinlésung auf die Kristalle gegeben und eine Vernetzung
des Fibrins erreicht.

Die Beladung eines Fibrinthrombus mit Ciprofloxazin wurde von Tsourvakas et al.
1995 untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass das Fibrin in vivo keine systemischen
Nebenwirkungen auslést und sich in vitro nach 60 Tagen auflést [63]. Geer et al.
2002 konnten nachweisen, dass Fibrin den Wundheilungsprozess und die Angioge-
nese beschleunigt, indem es eine Matrix zur Zelladh&asion und Migration bereitstellt
[64, 65]. Durch diese Eigenschaften wird Fibrin zu einem sehr interessanten Polymer
bei der Herstellung der MPs. Vorteilhaft ist zusatzlich, dass Kalzium die Fibrinforma-
tion fordert [60].

Die CaCOgs-Fibrinpartikel mit Vancomycin liegen mit einem Diffusionskoeffizienten
von 1,9 x 10 cm?%s bei Raumtemperatur unterhalb des Diffusionskoeffizienten von
VM ohne Partikel in Wasser. Jedoch mit einer Gré3enordnung deutlich Gber den VM-
CaCO3-HSA- und den VM-CaCOs-Dextran-Partikeln. Bei 37T erhoht sich der Diffu-
sionskoeffizient auf 2,2 x 10°cm?/s, da die Brownsche Molekiilbewegung bei 12°C
Unterschied deutlich schneller ablauft. Die VM-CaCOg3;-nP-Partikel liegen auf gleicher
Ebene wie die VM-CaCOs-Fibrinpartikel hinsichtlich des Diffusionskoeffizienten. Das
bedeutet dass die Fibrinumhllung fur die Schnelligkeit der Diffusion keine vorteilhaf-
te Verzogerung bringt. Jedoch liegt die Beladungseffizienz der VM-CaCOs-
Fibrinpartikel mit 93% im Vergleich zu den anderen Partikelarten sehr hoch. Das be-
deutet, dass der Verlust an VM bei den CaCOgs-Fibrinpartikeln am geringsten ist, da
die eingesetzte Konzentration zu 93% auch in den Partikeln erreicht wird.

Mittels Zugabe von Aprotinin kann die Halbwertszeit und Stabilitat des Fibringels ver-
langert werden, da es den Abbau des Fibringeriistes verzdgert [66]. Ohne dessen
Zugabe findet ein Abbau des Fibrins in der Regel binnen zwei Wochen statt [62].

Es konnte daher in Erwdgung gezogen werden, bei der Applikation von Fibrinparti-
keln in den Knochen, der Losung Aprotinin hinzuzufigen. Durch die verlangerte Sta-
bilitdt des Fibrins konnte die Freisetzung des VM verzogert werden.
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4.2.3 Fibrin und Enzyme

Fur eine Annaherung der in vitro Ergebnisse an die tatsachlichen in vivo Bedingen
wurden die VM-CaCOs-Fibrinpartikel bei 37T in eine Losung gegeben, die eine phy-
siologische Konzentration an Plasmin und Alteplase (rt-PA, rekombinanter gewebs-
spezifischer Plasminogenaktivator) enthielt.

Im menschlichen Korper werden Fibrinthromben von Plasmin aufgel6st. Dieses En-
zym zirkuliert im Blut als inaktives Proenzym Plasminogen. Gelangt es in die Néhe
eines Fibringeristes, wird es Uber eine Lysinbindungsstelle gebunden und in seine
aktive Plasminform gespalten. Die aktivierte Protease fuhrt zur Spaltung des fest ge-
bundenen Fbringerists [67]. Alteplase ist eine Serinprotease, die von den Endothel-
zellen sezerniert wird und zuséatzlich die Aktivierung des Plasmins bewirkt und somit
die Gerinnung hemmt [61]. Die VM-CaCO3;-PV-Partikel liegen mit ihrer Beladungsef-
fizienz von 90% erwartungsgemaf ahnlich hoch wie die VM-CaCOg3-Fibrin-Partikel.
Die Wirksamkeit des proteolytischen Plasmins wird anhand des etwas erhéhten Dif-
fusionskoeffizienten von 6,2 x 10°% cm?/s deutlich.

Fur die Effektivitat dieser MP im Sinne einer Verzdgerung der Freisetzung von VM

gilt das gleiche, wie bereits oben fur die VM-CaCOg;-Fibrinpartikel genannt wurde.

4.2.4 Dextran

Dextrane sind neutral geladene, stark verzweigte Polysaccharide, deren Grundstruk-
tur das Glukosemolekul bildet und die daher biokompatibel und resorbierbar sind
[68].

Um die Auswirkungen von einer Oberflachenmodifkation mit Dextran genauer zu un-
tersuchen, wurden verschiedene Mdoglichkeiten der Dextranapplikation gewahlt. Die
VM-CaCOs-Dextran 1-Partikel wurden nach der Herstellung in eine 20% Dextranlo-
sung von 464 kD fur 1h gegeben und anschlieRend wurde das Dextran durch Divi-
nylsulfon vernetzt. Es wurde anhand der Beladungseffizienz von 9% deutlich, dass
nach diesen Versuchsschritten die Konzentration an enthaltenem VM sehr gering
war. Es ist anzunehmen, dass wahrend der Inkubation mit Dextran und der anschlie-
Renden Dextranvernetzung bereits ein Grof3teil des VM aus den Partikeln herausdif-
fundiert. Die Beladung der Partikel ist abhangig vom Molekulargewicht der einzelnen
Substanzen. Dies zeigt, dass kleine Molekiile, wie z.B. Dextran 4 kD die Poren pe-

netrieren kbnnen und sich im Inneren der Partikel gleichmalig verteilen. Im Gegen-
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satz dazu kann das 2000 kD Dextran Uberwiegend nur aul3en an die Partikel adsor-
bieren [45]. Diese Erlauterungen von Volodkin et al. 2004 erklaren, weshalb in dieser
Arbeit die Beladung mit einem kleineren Dextran zu einer besseren Beladung mit VM
fuhrte als der vergleichbare Versuch mit einem grél3eren Dextran. Die kleineren
Dextranmolekile dringen tiefer in die Poren ein, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass die kleinen Dextranmolekile eine dichtere Hiille als die gro3eren Moleki-
le bilden, da Letztere sich ausschliel3lich von auf3en an die Partikel anlagern.

Die Dextranpartikel wurden zusatzlich nach der Herstellung und Beladung mit VM mit
Divinylsulfon vernetzt. Die Vernetzung stellt einen sehr aufwendigen Schritt in der
Herstellung dar, da wahrend der Inkubation mit Divinylsulfon bereits ein Teil an VM
aus den Partikeln heraus diffundiert und verloren geht. Zuséatzlich soll die Vernetzung
bei einem pH = 11 stattfinden. Dabei handelt es sich um einen pH-Bereich, in dem
VM instabil wird [28]. Auch wird eine Beladung in diesem pH-Bereich ineffektiver, da
die CaCOgs-Partikel wie das VM negativ geladen vorliegen und eine AbstolRungsreak-
tion wahrscheinlich ist.

Der identische Versuch mit einem kleineren Dextran der Grole 70 kD enthielt im
Uberstand nach 44h einen um 33% hoheren Betrag an VM im Vergleich zum Uber-
stand der Partikel mit dem 464 kD Dextran. Auch der Diffusionskoeffizient ist bei dem
70 kD Dextran um 35% kleiner als bei dem 464 kD Dextran. Daraus wird ersichtlich,
dass die Barriere, die eine Diffusion des VMs aus den Partikeln behindert, bei dem
70 kD Dextran dichter ist. Insgesamt besitzen die CaCOg3-Dextran 1-Partikel mit 4 x
10" cm?s einen sehr niedrigen Diffusionskoeffizienten, verlieren jedoch wahrend
der Waschschritte 1-3 mit 40% am meisten VM von allen Partikelsorten, die in dieser
Arbeit untersucht wurden.

Trotzdem wurde die Auswirkung von Dextran, das bei der Synthese der Partikel be-
reits hinzugefugt wurde, auf die VM-Menge untersucht. Der Diffusionskoeffizient die-
ser VM-CaCOs-Dextran 2-Partikel ist mit 2,6 x 1077 der niedrigste, der in dieser Ar-
beit erreicht wurde. Auch der Verlust wahrend der Waschschritte liegt mit 11% &ahn-
lich niedrig, wie bei den VM-CaCO3;-HSA 1-Partikeln. Es wurde jedoch festgestellt,
dass bei diesen VM-CaCOg3;-Dextran 2-Partikeln die Beladungseffizienz wider Erwar-
ten mit 10% nahezu identisch ist mit den VM-CaCOg3;-Dextran 1-Partikeln, das heif3t
sehr niedrig liegt.

Der Verlust an VM wird in Abbildung 14 besonders deutlich, denn in diesem Dextran

2-Partikel Versuch wurde VM bei einem Teil der Partikel zusatzlich wahrend der Ver-
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netzung in den Uberstand gegeben, um die Verluste zu minimieren. Dieser Vorgang
fuhrt zwar zu Partikeln mit einem héheren VM-Gehalt, verursacht jedoch durch den
erhohten Bedarf an VM deutlich hohere Kosten der Herstellung und erhéht den Diffu-
sionskoeffizienten um die GroRenordnung einer Zehnerpotenz. Daher ist eine Nach-
inkubation als Modifikation nicht ideal.

Insgesamt stellen die Dextranpartikel keine anzustrebende Oberflachenmodifikation
zur Freisetzung von grol3en Mengen an VM aus den MP Uber einen langen Zeitraum
dar. Wie in Abbildung 10 ersichtlich wird, liegt die Beladungseffizienz extrem niedrig
und das Herstellungsverfahren ist durch die Vernetzung aufwendig und langwierig.
Es ist anzunehmen, dass das Dextranmolekul zwar die Poren penetriert, dort jedoch
nicht zu einer positiven Verstarkung der elektrostatischen Wechselwirkungen zwi-

schen CaCO3; und VM fuhren kann, da es neutral geladen und wasserloslich vorliegt.

4.3 Knochenversuch

Bei dem Knochenversuch handelt es sich um einen Pilotversuch, bei dem eine zu-
satzliche Komponente, namlich der Knochen selbst, bei der Freisetzung des VM aus
den Mikropartikeln untersucht wurde. Durch die Applikation der Partikel auf einen
Knochenquader wurden die Wechselwirkungen zwischen Knochen und Mikroparti-
keln untersucht. Da exemplarisch mit sehr geringen Mengen gearbeitet wurde, be-
stand ein hohes Konzentrationsgeféalle, welches eine sehr schnelle Gleichge-
wichtseinstellung der Konzentrationen zur Folge hatte. Im Vergleich zu dem Kno-
chenvorversuch, bei dem das VM ohne Partikel auf die Spongiosa gegeben wurde,
verlangerte sich die Freisetzung von 3,5h auf 5h bei der Verwendung der Mikroparti-
kel, was eine Verzdgerung der Freisetzung um 30% bedeutet. Danach hatte sich das
VM im Uberstand gleichmaRig verteilt. Es muss jedoch angemerkt werden, dass in
vivo aufgrund des Abtransportes von VM durch die Blutbahn weiterhin VM freigesetzt
wiurde. Infolgedessen wirde die VM Freisetzung bis zur vollstandigen Entleerung der
Partikel ablaufen.

Mit dem Knochenmodell konnte verdeutlicht werden, dass die Spongiosa eine Frei-

setzung des VM aus den Partikeln nicht behindert.

In Ubereinstimmung mit der Literatur konnte beobachtet werden, dass die VM-

CaCOg-Partikel in wassriger Losung nach 24 h zu rhomboiden Formationen weiter
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aggregieren (siehe Abbildung 25D). Die amorphe Struktur von CaCO3s-Mikropartikeln
entspricht einem instabilen Zustand des Materials und kristallisiert in Aqua dest. be-
reits nach wenigen Minuten weiter zu Calcit [69]. Dies entspricht den Beobachtungen
von Volodkin et al. 2004 [46]. Sie verhinderten die Calcitkristallentstehung, indem sie
die Partikel mit Wasser und Aceton wuschen und anschlie3end trockneten. In der
hier dargestellten Arbeit konnte beobachtet werden, dass die Oberflachenmodifikati-
on mit Fibrin ebenfalls zu einer Stabilitdt der Partikel fihrte und es erst nach 5 Tagen

in flissigem Medium zu einer Rekristallisation kam.

4.4 Verlust bei Waschschritten

Der in dieser Arbeit errechnete Verlust an VM wahrend der Waschschritte entspricht
den Angaben aus der Literatur von Volodkin et al. 2004 [45], dort wird von 6% Ver-
lust wahrend der Herstellung und der Waschvorgange berichtet. Es wird davon aus-
gegangen, dass es sich dabei Uberwiegend um die Molekile handelt, die an die au-
Beren Partikelschichten absorbiert waren. In Abbildung 6 wird ersichtlich, dass der
Grof3teil des VM beim ersten Waschschritt verloren geht. Im Verlauf der n&chsten
zwei Waschschritte liegt dieser bei W2 bei ca. 0,7% und geht bei W3 gegen 0%. Die
verschiedenen Partikelsorten verlieren unterschiedlich viel VM wéhrend der Wasch-
vorgange. Am wenigsten verlieren die VM-CaCOg3;-bP-Partikel (bei Prazipitation) mit
9,62%, die VM-CaCO3-HSA 1-Partikel mit durchschnittich 10,5% und die VM-
CaCOg3-Dextran 2-Partikel mit 11,35%. Am meisten verlieren die VM-CaCO3-Dextran
1-Partikel mit 40,45%.

Die Annahme, dass die VM-Konzentration im U1 der in den Partikeln enthaltenen VM
Konzentration entspricht, ist stark vereinfacht und trifft auf die verschiedenen Parti-
kelsorten in unterschiedlicher Weise zu. Im Fall der Albumin-Partikel konnte im Kern
eine héhere Konzentration vorliegen, aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkun-
gen und der kleineren Poren, die den Diffusionsprozess des VM verlangsamen.

Im Rahmen dieser Arbeit stellten die Waschschritte eine wichtige Voraussetzung fur
die Versuche dar. Denn nur anhand der Dokumentation, dass in der die Partikel um-
gebenden Losung kaum VM vorhanden war, konnte bewiesen werden, dass die zeit-
abhangig bestimmte VM-Konzentration tatsédchlich aus den MP heraus diffundierte.
Der VM-Verlust, der bei den Waschschritten in dieser Arbeit aufgetreten ist und einen

Kostenfaktor darstellt, ist fir die Pharmaindustrie nicht relevant. Denn bei der indus-
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triellen Herstellung der VM-CaCOg;-Mikropartikel sind die Waschschritte nicht not-

wendig.

4.5 Beladungseffizienz

Auf der Grundlage der experimentell gemessenen Konzentrationen an VM unmittel-
bar nach Herstellung und anschlielRender Auflosung der Partikel, wurde die Menge
an VM, die in den Mikropartikeln enthalten war, bestimmt und als Beladungseffizienz
BE definiert:

BE = VM-Konzentration in den MP /eingesetzte VM-Kon  zentration x 100%

Je hoher die Beladungseffizienz ist, desto affiner ist VM gegentiber den Mikroparti-
keln, d.h. desto mehr VM wird in den MP immobilisiert. Die Synthese von Partikeln
mit einer hohen Beladungseffizienz wurde angestrebt, um den Verlust an VM und die
damit verbundenen Kosten gering zu halten.

Die Beladungseffizienzen der verschiedenen Partikelsorten variierten im Bereich von
9% - 93%. Dieser Unterschied in der GroéRenordnung einer Zehnerpotenz verdeut-
licht wie unterschiedlich die MP, abh&angig von den verwendeten Polymeren und Her-
stellungsverfahren, das VM aufnehmen.

Die hdchsten Werte von 93% und 90% erreichen die VM-CaCOs-Fibrin- und VM-
CaCOg3;-PV Partikel. Den dritthdchsten Prozentsatz von 68% nehmen die VM-CaCOzs-
HSA 2-Partikel auf. Darauf folgen bereits die VM-CaCOgs-bP-Partikel mit 41%. An-
hand dessen wird ersichtlich, dass die restlichen Partikelsorten, VM-CaCOs-Dextran
1 und 2 sowie VM-CaCO3; HSA 1-Partikel die Beladungseffizienz betreffend, keinen
Vorteil gegentber den puren VM-CaCOg3;-nP-Partikeln (21%) ohne Polymere erbrin-
gen. Die Ursache dafur liegt in der unterschiedlichen Partikelmorphologie mit ver-
schiedenen Porengréf3en, die die Immobilisierung des VM in den Partikeln mal3geb-
lich beeinflussen.

4.6 Diffusionskoeffizient

Die Freisetzung von Medikamenten aus biologisch abbaubaren Tragersubstanzen,
erfolgt Uber Diffusion und Matrixerosion. Das bedeutet, dass der Konzentrationsgra-

dient zwischen Partikel und Umgebung und der Abbau bzw. Zerfall der Partikel mal3-
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gebend fur die Freisetzung des enthaltenen Medikamentes sind. Diffusion ist ein
Prozess, welcher in der Regel zur homogenen Verteilung von Molekilen im Raum
fuhrt. Im flussigen Medium kénnen sich die Molekule nicht wie in Gasen frei bewe-
gen, sondern ihre Bewegungen werden durch Kollisionen mit anderen Molekilen be-
hindert und dadurch verlangsamt [57].

Bei der Freisetzung von Vancomycin aus den MP finden diese Kollisionen des VM
vor allem mit den CaCOs-Nanokristallen innerhalb der Mikropartikel und den ggfs.
verwendeten Biopolymeren statt.

Unter physiologischen Bedingungen und in vivo sind weitere regulierende Faktoren,
wie Abbau des Medikaments, Gewebsabsorption und Partikelabbau, Porenbildung,
osmotischer Druck, Gewebe-pH-Wert und Beweglichkeit der betroffenen Extremitét,
zu bertcksichtigen. Dies zeigt, dass besonders im Zusammenhang mit abbaubaren
Materialien, die Freisetzung stark von der physiologischen Umgebung abhangig ist
[70, 71].

Fur den Vergleich der Freisetzung von Vancomycin aus den unterschiedlichen Mik-
ropartikeln wurde aus den experimentell bestimmten Daten der Diffusionskoeffizient
berechnet. Er gibt an wie schnell ein Molekul in einem Volumen diffundieren kann. In
dieser Arbeit handelt es sich um Vancomycin, das auf Grund des Konzentrationsgra-
dienten zwischen den beladenen Mikropartikeln und der wéssrigen Suspensionslo-
sung durch die Partikelwande hindurch diffundiert.

Mit Hilfe des EXDIF-Programms wird auf Grundlage der experimentell bestimmten
Konzentration in Abhangigkeit von der Zeit, die Freisetzungskinetik von Vancomycin
modelliert, wobei der Fitparameter (siehe Abbildung 24) den Diffusionskoeffizienten
D unter den gegebenen Bedingungen darstellt.

Je kleiner der Diffusionskoeffizient, desto langsamer diffundiert VM aus den Partikeln
heraus. Daher wurde in dieser Arbeit die Herstellung von Carriern mit niedrigen Dif-
fusionskoeffizienten angestrebt.

Der hydrodynamische Radius eines Molekils ist abhangig von dessen Molekularge-
wicht. In der Literatur wird der hydrodynamische Radius von VM mit 1,1 nm be-
schrieben [51]. Der hydrodynamische Durchmesser des Vancomycin-Molekils in
wassriger Losung betragt demnach 2,2 nm. Da die Poren in den CaCOgs-Partikeln
einen durchschnittlichen Durchmesser von 20-70 nm aufweisen [46], kann davon
ausgegangen werden, dass das VM problemlos durch die Poren diffundieren kann.

Aus dem hydrodynamischen Radius lasst sich mit der im Methodenteil genannten
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Formel (Kapitel 2.5) der Diffusionskoeffizient des VM in wassriger Umgebung errech-
nen.

Dieser Diffusionskoeffizient entspricht der Bewegung von VM in Wasser bei Raum-
temperatur und betragt 3,6 x 10° cm?/s. Bei 37T betragt er 4,0 x 10 °® cm?/s. Das
heiRt, dass die VM-Molekiile binnen 1 s eine Strecke von der Wurzel aus 4,0 x 10°®
cm?/s in cm zuriicklegen, namlich 0,002 cm = 0,02 mm = 20 nm in einer Sekunde. Da
die in dieser Arbeit ermittelten Werte des Diffusionskoeffizienten im Durchschnitt bei
4 x 107 cm?/s lagen, bedeutet dies, dass das VM aus den Partikeln heraus nur 2
nm/s diffundiert und der Prozess um ein 10faches langsamer ablauft. Die Partikel
und deren Oberflachenmodifikation haben den Prozess der Diffusion verzégert.

Bei der Betrachtung der Diffusionskoeffizienten muss jedoch beriicksichtig werden,
dass diesen zusétzlich eine Konvektion Uberlagert ist, da die Partikel in der Lésung
bewegt wurden. Dies erklart warum die Freisetzung von VM aus den Partikeln im
Allgemeinen nur 10mal langsamer ablauft als unter regularen Diffusionsbedingun-
gen. Im nicht gerthrten Zustand sind bei weitem kleinere Werte zu erwarten.

Der Vergleich der verschiedenen Partikelsubtypen anhand des Diffusionskoeffizien-
ten ist moglich, da die Versuchsbedingungen fur alle Partikeltypen identisch waren.
Im Detail betrachtet erlangen die VM-CaCOs-Dextran 2-Partikel mit 2,6 x 10°” cm?/s
und die VM-CaCOs-Dextran 1-Partikel mit 4,0 x 10°” cm?/s die niedrigsten Diffusi-
onskoeffizienten. Dicht daran liegen die VM-CaCO3-HSA 1-Partikel und VM-CaCOs-
HSA 2-Partikel mit 5,9 x 10°" und 5,8 x 10",

Die anderen Partikeltypen liegen eine Zehnerpotenz dariiber. Die VM-CaCOs-nP-
Partikel haben mit 6,5 x 10 cm?/s zusammen mit den VM-CaCOs-PV-Partikeln (6,2
x 10 cm?s) den héchsten Diffusionskoeffizienten. Bei letzteren fiihrt die Lyse der
Fibrinhdlle durch die Enzyme Plasmin und Alteplase und die Umgebungstemperatur
von 37T (im Gegensatz zu RT) zu einer schnelleren Diffusion.

Die Tatsache, dass sich die VM-CaCOs-nP-Partikel und die VM-CaCOs-bP-Partikel
im Diffusionskoeffizienten um das 6fache unterscheiden ist auffallig. Dabei handelt es
sich unter den gegebenen Versuchsbedingungen um einen sehr deutlichen Unter-
schied. Das ist wahrscheinlich darauf zuriickzufihren, dass das VM, welches bei der
Prazipitation anwesend ist, zu einem tieferen Einschluss in die Poren fihrt, so dass
es im Anschluss zu einer langsameren Freisetzung kommt. Zusatzlich kann vermutet
werden, dass sich auch die Struktur der MP selbst &ndert, was ebenfalls zu einer

Verlangsamung der VM-Freisetzung fihren kann.
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Tabelle 4: Ubersicht der Diffusionskoeffizienten un d Beladungseffizienzen der
verschiedenen VM-CaCO ;-Partikelsubtypen (nP und bP beziehen sich auf die
Anwesenheit von VM im Prazipitationsprozess)

Partikelsorte VM-CaCO 3 E)r:fglzionskoefﬁzient in Beladungseffizienz in %
Nach Prazipitation (nP) 6,51E-06 21,1

Bei Préazipitation (bP) 1,13E-06 41,2

HSA 1 5,91E-07 10,7

HSA 2 5,75E-07 68,0

Dextran 1 4,02E-07 9,1

Dextran 2 2,61E-07 10,2

Fibrin 2,17E-06 93,3

PV 6,23E-06 90,0

4.7 Fazit der Beladung

Die verschiedenen Partikelarten unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Eigenschaften
wie Beladungseffizienz, Verlust an VM wahrend der Waschschritte, Diffusionskoeffi-
zient und Freisetzung im Langzeitversuch. Zusammenfassend wird in der Betrach-
tung der Qualitaten der einzelnen Partikelsorten folgendes deutlich:
Fur eine effektive Beladung und einen niedrigen Diffusionskoeffizienten (Verzége-
rung der Freisetzung von VM) sind die VM-CaCO3;-HSA 2-Partikel am besten geeig-
net. Die VM-CaCOgs-Fibrinpartikel nehmen zwar mehr VM auf, jedoch sind sie im Ver-
gleich zu den VM-CaCO3-HSA 2-Partikeln, durchlassiger.
Die VM-CaCOj; Partikel ohne Polymere, das heildt die VM-CaCOs-nP-und bP-
Partikel, nehmen deutlich weniger VM auf, als die mit Polymeren behandelten Parti-
kel. lIhre Diffusionskoeffizienten liegen zwar unter denen von freiem VM in Wasser,
jedoch auch deutlich Gber denen von den VM-CaCOjz;-HSA- und VM-CaCOs-
Dextranpartikeln. Daraus ergibt sich, dass die Behandlung der MP mit Polymeren
von Vortell ist.
Die Herstellung von VM-CaCOs-Dextran 1-Partikeln kann im Vergleich dazu nicht
empfohlen werden, da es bei einem &hnlichem Diffusionskoeffizienten, durch den
hohen Verlust bei den Waschschritten, zu einer geringeren Beladung kommt.
Fur eine besonders lange Verzdgerung der Freisetzung eignen sich die VM-CaCOs-
Dextran 2-Partikel am besten, jedoch liegt bei ihnen die Beladungseffizienz ausge-
75



Diskussion

sprochen niedrig, so dass diese Herstellung mit etwas héheren Kosten verbunden
sein konnte.

Insgesamt kénnen die unterschiedlichen Qualitdten kombiniert genutzt werden. Eine
Mischung aus VM-CaCO3;-HSA 2-Partikeln, die VM langsam freisetzen und VM-
CaCOg-Fibrinpartikeln, die eine groRe Menge an VM immobilisieren, jedoch schnell
freisetzen, fuhrt zu einer initial hohen Konzentration an VM, die Uber einen langen
Zeitraum aufrechterhalten werden kann.

Im Vergleich zu anderen abbaubaren Carriern kann man davon ausgehen, dass das
Kalziumkarbonat optimal den Knochen stabilisiert. Aufgrund seiner ausgezeichneten
Biokompatibilitdt werden die VM-CaCOs-Partikel vollstandig resorbiert, so dass es zu
keiner Persistenz von Material und damit verbunden von Keimen kommt. Dadurch
besitzen die Kalziumkarbonatpartikel gegentber der mit Antibiotika beladenen Kera-
mik einen entscheidenden Vorteil [28]. Die unkomplizierte, kostengunstige und re-
produzierbare Herstellung ist ein weiterer Vorteil und zeigt, dass VM-CaCOs-
Mikropartikel ideal flr eine lokale antibiotische Therapie geeignet sind [70].

4.8 Vorschlage zur Optimierung der Mikropartikel

Der angestrebte initiale Burst findet bei der Freisetzung des VM aus den VM-CaCOzs-
Partikeln aufgrund des hohen Diffusionsgradienten zu Beginn statt. Eine Freisetzung
von VM aus den Mikropartikeln konnte tber 24h, bis zur Einstellung eines Gleichge-
wichts zwischen der Konzentration in den MP und der sie umgebenden Lésung, be-
obachtet werden.

Die Freisetzung des Antibiotikums wiurde in vivo vermutlich langer, als hier in vitro
dargestellt, ablaufen, da unter physiologischen Umstanden die Medikamente ab-
transportiert werden und sich kein Gleichgewicht einstellen kann. Das heilt, dass
Molekile verlangert austreten bis die MP vollstandig entleert und aufgeldst sind und
nicht wie in den hier dargestellten Ergebnissen die Einstellung eines Gleichgewichts
der Konzentrationen zwischen dem Innenraum der Partikel und der umgebenden
Ldsung erfolgt.

Eine weitere Optimierung und eine in vivo Untersuchung werden angestrebt. Die Mo-
difizierung der Partikel kdnnte, abgesehen von Antibiotikakombinationen, durch eine
weitere Oberflachenmodifikation wie multiple Schichten und hdhere Antibiotikamen-

gen erfolgen [21]. Die Verwendung von 1M CaCl,- und 1M Na,COs-Loésungen, an-
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stelle von 0,3 M Lésungen, kénnte durch eine héhere Partikeldichte bei bestehender
VM-Konzentration den Beladungseffizienten deutlich erhéhen.

Auch konnte eine Lyophilisierung der Partikel direkt nach der Herstellung eine Stabili-
tat des VM bewirken. Die gefriergetrockenen Partikel kbnnten in einem Gel, z.B. Fib-
ringel appliziert werden, so dass ein Auflosen der Partikel in Gewebe und Blut verz6-
gert ablaufen wirde. Zusatzlich kbnnte dabei die Halbwertszeit des VM in trockenem
Zustand uber einen langeren Zeitraum gewahrleistet werden.

Die Kalziumkarbonatpartikel sollten in einer Kombination aus kleinen und grofRen
Partikeln, zum Beispiel VM-CaCO3-HSA 2-, VM-CaCOs-Fibrin- und VM-CaCOg3-bP-
Partikel, unterschiedlicher Zusammensetzung, abhangig vom Diffusionskoeffizienten,
vorliegen. Grolere Partikel fur eine langsamere Freisetzung und kleinere Partikel fur
eine schnellere Freisetzung. Dadurch wirde ein initialer Burst mit hohen Antibiotika-
konzentrationen die Bakterien moglichst schnell eliminieren, aber auch eine langfris-
tige Freisetzung gewahrleistet sein. Eine Kombination unterschiedlicher Antibiotika
wie zum Beispiel VM mit Daptomycin, Linezolid und Cefuroxim ware ebenfalls mog-
lich, wodurch das Wirkungsspektrum einschlief3lich fur gramnegative Keime deutlich
erweitert werden konnte.

Die Optimierung der MP bleibt weiteren in vitro und in vivo Untersuchungen vorbehal-

ten.

4.9 Vancomycin (VM)

VM ist im Rahmen der Therapie von Knochen- und Gelenkserkrankungen mit MRSA-
Besiedlung ein etabliertes Antibiotikum [6, 72, 73]. Da die Inzidenz an MRSA-
Infektionen steigt und die damit verbun-
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Die Vor- und Nachteile dieses Antibiotikums werden an dieser Stelle genauer erlau-
tert: Vorteilhaft am VM ist sein breites, grampositives Wirkspektrum, die ausgepragte
Wasserldslichkeit und sein niedriges allergenes Potential [17].

VM gehdrt zu den Glykopeptidantibiotika (siehe Abb. 30) und fuhrt durch Bindung
einer NH,-Gruppe an Murein zu einer Hemmung der Zellwandsynthese der Bakterien
Vancomycinresistente Enterokokken hingegen besitzen eine D-Alanin-Ligase, die die
NH,-Gruppe des Vancomycins in eine Hydroxylgruppe umwandelt, so dass eine Bin-
dung an Murein nicht stattfinden kann und die Bakterien resistent gegen VM sind.

Bei systemischer VM-Applikation wird eine Konzentration von 15-35% des VM im
Knochen erreicht [22]. Im Vergleich zu einer lokalen Applikation, bei welcher nahezu
100% des VMs im Knochen freigesetzt werden, ist dieser Prozentsatz relativ gering
und erklart die haufigen Nebenwirkungen bei systemischer Applikation, denn VM ist
nephro- und neurotoxisch. Aufgrund der hohen Dosen, die Uber einen langen Zeit-
raum verabreicht werden missen, um die minimale Hemmkonzentration im Knochen
zu erreichen, treten Nieren- und Horschaden haufig auf [28]. Daher ist es von enor-
mem Vorteil, dass diese Nebenwirkungen bei einer lokalen Applikation vernachlas-
sigt werden kdnnen. Zusatzlich besitzt VM im Gegensatz zu Cefazolin, Aminoglyko-
siden, Rifampicin und Quinolonen weniger negative Auswirkungen auf die Knochen-
regeneration [17].

VM-L6sungen besitzten sehr niedrige pH-Werte von 2,5 - 4,5 was als Nebenwirkung
zu lokalen Unvertraglichkeiten wie Nekrosen bei intramuskulérer Injektion oder
Schleimhautirritationen fuhrt [75]. Es ist daher von groRem Vorteil, dass die VM-
CaCOs-Partikel einen pH-Wert von 8 aufweisen und somit keine lokalen, intraossé-
ren Irritationen zu erwarten sind.

Es ist bekannt, dass Proteine am effektivsten absorbieren, wenn der pH-Wert in der
N&ahe ihres isoelektrischen Punktes liegt, da sie in diesem Zustand keine Nettoladung
besitzen. Es wird angenommen, dass bei niedrigeren oder hoheren pH-Werten die
gegenseitige AbstoRung der Proteine eine Absorption stéren [45]. Dies trifft fir diese
Arbeit nicht zu, da hier die gegenseitigen Anziehungskrafte der positiv geladenen
Partikel und des negativ geladenen Glykopepeptids VM bei einem pH-Wert von 8
Uberwiegen. Die Absorption von z.B. Proteinen an die Partikel findet vermutlich tber
elektrostatische Wechselwirkungen auf der Oberflache, in den Poren und uber Prote-
in-Protein Wechselwirkungen statt [35]. Da CaCOs-Partikel, abhangig von der Mole-

kulgréRe aufgrund der Diffusionsbarrieren, unterschiedliche Permeabilitat fir Makro-
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molekule, aufweisen [45], ist VM mit seinem Molekulargewicht von 1,4 kD klein ge-
nug, um in die Poren hinein zu permeieren und auch wieder heraus zu diffundieren.
Von Nachteil ist die Tatsache, dass VM in geléstem Zustand nur begrenzt haltbar ist.
Es zerféllt in verschiedene Teilprodukte, die dem VM noch sehr &hnlich sind, sich
jedoch in einzelnen funktionellen Gruppen (Isoaspartat anstelle von Asparagin) un-
terscheiden und keinen antibiotischen Effekt aufweisen. Das CDP-1 (crystalline de-
gradation product) wird beim Zerfall des VM in der HPLC als zusatzlicher ,peak” bei
280 nm sichtbar. Die Grol3e des ,peaks” steigt Uber die Zeit an und hat nach 10 Ta-
gen die gleiche Grol3e wie der ,VM-peak®. Dies bedeutet, dass VM geldst in PBS bei
37T bereits nach 10 Tagen nur noch zu 50% vorliegt und die restlichen 50% zerfal-
len sind. Es wurde festgestellt, dass dies in Peritonealdialysat besonders auffallig
verlauft, da dort bereits nach 10 d 80% des VM zerfallen sind. Vermutlich liegt der
Grund im alkalischeren pH des Peritonealdialysats. Im Serum hingegen entsprechen
die Werte dem in PBS geltésten VM [28]. Allerdings betragt der pH der mit VM bela-
denen Partikel 7-8 und kann dadurch die Instabilitdt des VM eventuell zusatzlich ver-
starken. Im Gegensatz dazu gibt CellPharm in der Produktbeschreibung von Vanco-
cell 1000 mg bei einer Temperatur <25 eine Stabil itat tber 96 h an. Dies entspricht
dem Grol3teil der Beobachtungen dieser Arbeit. Im Rahmen der VM-CaCO3;-HSA 1-
und VM-CaCOgs-Dextran 1-Versuche wurden bis zu 72 h nach Versuchsbeginn kon-
stante VM-Konzentrationen gemessen. Jedoch wurde bei den VM-CaCO3-HSA 2-,
VM-CaCO3; Dextran 2-, VM-CaCOs-Fibrin- und VM-CaCO3-PV-Versuchen eine Ab-
nahme der VM-Konzentration in unterschiedlichen Anteilen beobachtet. Insbesonde-
re bei den beiden letzteren Partikelsorten war der VM-Verlust besonders ausgepragt.
Dieser lag bei den VM-CaCOg;-Fibrinpartikeln bei 9% nach 72h/ 24% nach 144h und
bei den VM-CaCO3; PV-Partikeln bei 26% nach 72h/ 34% nach 144h. Eine mdgliche
Erklarung liegt in der erhéhten Temperatur von 37<C, bei der diese Versuche durch-
gefuhrt wurden. In geléstem Zustand sollte VM nur fur einen Zeitraum von nicht mehr
als 4 Tagen vorgesehen bzw. dann erneut angesetzt werden.

Im pH-Bereich zwischen 3 und 5 gelten VM-L6sungen 2 Wochen lang als stabil [75].
Jedoch kann in Kombination mit den CaCOs-Partikeln dieser pH-Wert nicht genutzt
werden, da es sich in diesem Bereich nicht um physiologische pH-Werte handelt und

es zu Gewebsirritationen kommen wirde.
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4.10 Alternative Antibiotika

Die Qualitdten eines Antibiotikums zur Osteomyelitistherapie sollten Stabilitat, ein
breites Wirkspektrum, bakterizide Wirkung und ein Molekulargewicht von bis 10 kDa
beinhalten [5, 21].

Diese Qualitaten, abgesehen von der Stabilitdt, besitzt VM. Daher werden im An-
schluss interessante alternative antibiotische Therapien vorgestellt.

Daptomycin zum Beispiel stellt ein neuartiges Antibiotikum dar, welches vermehrt bei
Knochen- und Weichteilinfekten eingesetzt wird. Die problematischen Infektionen mit
resistenten Keimen wie VRE (VM resistente Enterokokki), VRSA (VM resistente
Staph.aureus), MRSA und [3-h&dmolysierende Streptokokken limitieren den Einsatz
von VM und konnen stattdessen wirksam mit Daptomycin behandelt werden. Es
handelt sich dabei um ein lipophiles Antibiotikum, welches auf mehreren Ebenen die
Zellmembranfunktionen der Bakterien zerstért [14]. Der lipophile Schwanz dringt in
die Zellmembran ein und fuhrt durch Kaliumausstrom zu Membrandepolarisation. Es
kommt zur Arretierung der Protein-, DNA- und RNA-Synthese und der Toxinprodukti-
on, ohne zu einer Zelllyse zu fuhren. Aufgrund dieser vielfaltigen Angriffspunkte in
der Bakterienzellwand ist eine schnelle Resistenzentwicklung als unwahrscheinlich
anzusehen, auch wenn bereits wenige Daptomycinresistente VISA-Stamme bekannt
sind. Als Ursache der Resistenzentwicklung wird eine Verdickung der Zellmembran
vermutet [72].

Des weiteren ist von Vorteil, dass Daptomycin geringe Nebenwirkungen aufweist und
selten zu medikamentdsen Interaktionen fihrt, da es nicht tber hepatische Enzyme
wie das Cytochrom P450, metabolisiert wird, sondern ausschlief3lich tber die Nieren
ausgeschieden wird [72]. Eine in vitro Untersuchung von Lai et al. 2004 stellte eine
Kompatibilitdt mit Medikamenten wie Gentamycin, Ceftriaxone, Fluconazol, Levoflo-
xazin, Aztreonam u.v.m. fest [76]. Diese geringe Rate an Wechselwirkungen mit ver-
schiedensten Medikamenten ist von besonderem Wert, da der Anteil an multimorbi-
den OM-Patienten bereits dominierend ist und dem demographischen Wandel zufol-
ge steigen wird. Es liegen derzeit noch nicht viele klinische Erfahrungen vor und eine
Therapie mit Daptomycin ist sehr teuer, jedoch wurde die Wirksamkeit in Knochen-
und Gelenksinfektionen bereits nachgewiesen [72, 77].

Daptomycin besitzt eine hohe Proteinbindungskapazitat (92%), die im Zusammen-

hang mit Albuminpartikeln von Interesse sein kénnte.
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Es kann erwartet werden, dass die Diffusionskinetik aufgrund des lipophilen Charak-
ters deutlich verzégert wird und somit eine langfristige Freisetzung erreicht werden
kann. Synergetische Effekte in Kombination mit Aminglykosiden wie Gentamycin, mit
3-Laktamen und Rifampicin konnten beobachtet werden [72]. In diesem Zusammen-
hang konnte gezeigt werden, dass eine Kombination von Daptomycin und Rifampicin
in einer in vivo Studie erfolgreich zur OM-Therapie eingesetzt wurde [78]. Bislang
sind keine Kreuzresistenzen mit anderen Antibiotika bekannt. Daher stellt sich eine
Entwicklung unterschiedlicher Partikelgrof3en, die verschiedene Antibiotika enthalten,
als viel versprechend dar [76].

AMP (antimikrobielles Peptid) wirkt antibakteriell und fungizid, allerdings ist der Wirk-
mechanismus bisher noch unbekannt. Als vorteilhaft zu nennen sind seine Fahigkei-
ten, auch Mikrofilme zu penetrieren und die Knochenmineralisierung zu stimulieren
[79]. Besonders letzteres ist um Zusammenhang mit Osteomyelitis von besonderem
Interesse. Jedoch besteht ein Nachteil in der positiven Ladung des Peptids: aufgrund
der gleichgerichteten Ladung kénnte es zu AbstolRungsreaktionen und Schwierigkei-
ten bei der Beladung der Partikel kommen.

Eine Alternative kdnnte Linezolid darstellen, welches die Proteinsynthese hemmt,
indem es an die 70S Initiationseinheit der Ribosomen bindet. Es handelt sich um ein
Breitsprektrumantibiotikum im grampositiven Bereich und wird bei VRE (allerdings
nur bakteriostatisch), komplizierten SSSI (skin and skin structure infection), Endokar-
ditiden und nosokomialen Pneumonien eingesetzt. In klinischen Studien konnte eine
Wirksamkeit von 85% der Féalle nach 12 Wochen Therapie nachgewiesen werden.
Allerdings wiesen 51,5% der Patienten Nebenwirkungen wie Anamie und teilweise
irreversible periphere Neuropathien auf [72]. Weitere Nebenwirkungen sind gastroin-
testinale Beschwerden und Myelosuppression [77].

Linezolidresistente MRSA und Enterococcus faecacium Stamme sind bekannt aber
aulRerst selten [72, 80].
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4.11 Behandlungskonzept mit Kalziumkarbonatpartikel n

Patienten mit der Diagnose einer exogenen Osteomyelitis sollten wie folgend behan-

delt werden:
1. Erregerisolierung mit Erstellung eines Antibiogramms
2. chirurgisches Debridement mit Sequestrektomie und Dekortikation
3. aseptische Wundspulung
4. Totraummanagement und lokale Antibiose mit VM-CaCOs-Mikropartikeln
5. Wundverschluss mit ggfs. freier Lappentransplantation
6. Systemische Antibiose
7. engmaschige Kontrollen

Als erste therapeutische Malinahme sollte, bei einer operativen Sanierung, ein chi-
rurgisches Debridement mit Sequestrektomie und ggfs. Dekortikation erfolgen [81].
Dabei wird nekrotisches und infiziertes Gewebe abgetragen. Es ist zwingend erfor-
derlich, bei diesem Schritt mehrere Gewebsproben zur mikrobiologischen Diagnostik
zu entnehmen, damit im Anschluss mittels eines Antibiogramms eine gezielte Antibi-
ose erfolgen kann. Das betroffene Areal muss mehrfach mit aseptischen Lésungen
gespult werden, um die Keimzahl so stark wie méglich zu reduzieren.

Die aseptische Wundspulung sollte mit einem antiseptischen Detergenz (z.B. Lava-
nid) erfolgen. Der Vorteil liegt darin, dass das Detergenz die Bakterienzahl reduziert
und fir die Antibiose sensibilisiert [82]. Durch diesen Prozess wird die Wirksamkeit
von Antibiotika gesteigert und die Entwicklung von Resistenzen verringert. Von weite-
rem Vorteil ist, dass Detergenzien Mukus, nekrotisches Gewebe und Pus auflésen,
so dass die Antibiotika die Zielstrukturen besser erreichen kdnnen [82].

Im Anschluss an die Sanierung des infizierten Gebietes erfolgt das Totraummana-
gement. Dieses beinhaltet eine Fillung des entstandenen Knochenlumens mit anti-
biotisch beladenen Mikropartikeln zur Stabilisierung und Keimeradikation.
Verschiedene kleine und grofRe Partikel, zum Beispiel VM-CaCO3;-HSA 2, VM-
CaCOgs-Fibrin- und VM-CaCOs-bP-Partikel, beladen mit Kombinationen verschiede-
nen Antibiotika, die dem Antibiogramm entsprechen, sollten appliziert werden. Eine
initiale und langfristige Freisetzung von Antibiotikum mit breitem Wirkspektrum kann
somit gewdahrleistet werden.

Durch den Einbau des Kalziumkarbonats in die Knochenmatrix wird diese gestarkt
und ein Wachstumsanreiz gesetzt, ohne dass eine Knochenneubildung behindert

wuirde [53]. Nach Einlage der Mikropartikel wird ein Verschluss der Wunde durchge-
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fuhrt. Dabei sollte ein Shunt in das Knochenlumen gelegt werden, Uber den in regel-
mafigen Abstanden eine Wundspulung und die Applikation von Mikropartikeln erfol-
gen konnten. Nach Beendigung der letzten Spulung und Applikation wiirde der Shunt
gezogen werden. Alternativ zur Shunteinlage kdnnte eine intraossare Injektion erfol-
gen. Dabei ware von Vorteil, dass der Shunt, welcher mdglicherweise eine Eintritts-
pforte flr nosokomiale Keime darstellt, nicht notwendig ware. Jedoch bleiben bei die-
sem schmerzhaften Injektionsverfahren Praktikabilitaét und die Compliance des Pati-
enten fraglich.

Zusatzlich zur lokalen Therapie muss eine systemische Einnahme von Antibiotika
oral oder intravends fur mindestens 6 Wochen erfolgen [5].

Im Anschluss an die Therapie mussen regelméafig bildgebende Kontrollen erfolgen,
damit eine Reaktivierung der Osteomyelitis frihzeitig erkannt werden kann. Die

hochste Spezifitdt und Sensitivitat besitzt in diesem Zusammenhang die MRT [13].
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5 Zusammenfassung

Das Auftreten von Entzindungen im Knochen, einschlielich des Knochenmarks,
wird als Osteomyelitis (OM) bezeichnet. Diese zu einer Chronifizierung neigende Er-
krankung rezidiviert haufig nach symptomfreien Intervallen. Daher ist eine grindliche
Therapie, die eine Kombination aus chirurgischer und antibiotischer Therapie zur
Keimsanierung beinhaltet, von gro3er Bedeutung.

Der haufigste Erreger der OM ist Staphylokokkus aureus. Aufgrund seiner hohen
Wirksamkeit im grampositiven Bereich ist Vancomycin (VM) aus heutiger Sicht bei
einer MRSA assoziierten Knocheninfektion das bevorzugte Therapeutikum und sein
Einsatz bei steigenden MRSA-Zahlen in Deutschland von zunehmender Wichtigkeit.
Fur die antibiotische Therapie gehort eine gezielte Antibiose tiber 6 Wochen bis zu 6
Monaten zum Goldstandard.

Aktuelle Studien zeigen, dass eine zusatzliche intraosséare Applikation von Antibiotika
zu langeren symptomfreien Intervallen fihrt. Dies wird bislang mit PMMA-
Gentamycinkugeln (Polymethylmethacrylat) durchgefuhrt. Diese nicht resorbierbaren
Ketten werden in den Knochen gelegt und geben dort das Antibiotikum Gentamycin
ab. Da zur Beendigung dieser lokalen antibiotischen Therapie eine operative Entfer-
nung der Kugeln notwendig ist, stellen resorbierbare Tragerstoffe fir die antibiotische
Therapie eine sehr interessante Alternative dar. Bisher untersuchten einige Studien
bereits biologisch abbaubare Tragersubstanzen zur langfristigen und kontinuierlichen
Freisetzung von Antibiotika im Knochen, darunter unter anderem Kalziumphosphat-
zement, Liposomen und Polymere aus Polylactiden. Der neue Therapieansatz in die-
ser Arbeit konzentrierte sich auf Kalziumkarbonat, weil es mit seiner ausgesprochen
hohen Biokompatibilitat, Resorbierbarkeit und seinen stabilisierenden Auswirkungen
auf das Knochenwachstum eine optimale Tragersubstanz fir den intraossaren Ein-
satz bei einer OM-Behandlung darstellt. Es war Aufgabe dieser Arbeit, eine Beladung
der Kalziumkarbonat-Mikropartikel (MP) mit Vancomycin und dessen Freisetzungski-
netik zu untersuchen. In exemplarischen, dreifach wiederholten Versuchen wurden
Kalziumkarbonat-Mikropartikel, die nach dem Schema von Volodkin et al. 2004 durch
Préazipitation von CaCl, und Na,CO3; gewonnen worden waren, in vitro untersucht. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden wahrend der Herstellung verschiedene Biopo-
lymere hinzugefugt und diese teilweise anschlieRend vernetzt. Mittels des CLSM

(Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie) und FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-
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markierter Molekule konnte die Partikelmorphologie untersucht werden und ihre Fa-
higkeit dargestellt werden, Substanzen einzukapseln und wieder freizusetzen. Quan-
titative Analysen der Vancomycin-Konzentrationen erfolgten durch Photometrie und
HPLC, da Vancomycin ein Absorptionsmaximum bei 282 nm besitzt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Kalziumkarbonat-Mikropartikel Vancomycin auf-
nehmen und im zeitlichen Verlauf dieses wieder freisetzen. Da sich die Partikelmor-
phologie durch Zugabe der Biopolymere HSA, Dextran und Fibrin erheblich veran-
derte, unterscheiden sich die verschiedenen Partikelsorten deutlich hinsichtlich ihrer
Eigenschaften wie Beladungseffizienz, Verlust an Vancomycin wahrend der Wasch-
schritte und Freisetzungskinetik.

Erreicht wurde ein Release von Vancomycin aus den Mikropartikeln Gber 24h bis
sich ein Gleichgewicht der Konzentration innerhalb der MP und der sie umgebenden
Ldsung eingestellt hatte. Gezeigt wurde, dass eine Beladung mit Vancomycin wéah-
rend der Herstellung der MP, simultan zur Prazipitation, besonders effektiv ist. Im
Rahmen der lokalen Antibiose bei Osteomyelitis stellen die VM-CaCO3;-HSA 2-
Partikel die interessantesten modifizierten Mikropartikel dar, da sie das beste Ver-
haltnis von hoher Beladungseffizienz und verzogerter Freisetzungskinetik aufweisen.
Sie stellen eine sehr interessante Ergdnzung der konventionellen antibiotischen The-
rapie der OM dar, da sie am Wirkungsort eine hohe Konzentration an Antibiotikum
freisetzen, ohne die betrachtlichen Nebenwirkungen einer systemischen Antibiose
wie u.a. Nephrotoxizitat und Neurotoxizitat aufzuweisen.

Zusatzlich besitzen die biologisch abbaubaren Tragersubstanzen, im Gegensatz zu
den bislang eingesetzten Gentamycin-PMMA-Kugeln den Vorteil, dass keine Opera-
tion zur Entfernung des Materials notwendig wird, so dass das perioperative Risiko
und die damit verbundenen Kosten entfallen. Das regenerative Knochenwachstum
kann, entsprechend der physiologischen Resorption der Mikropartikel, ungehindert
ablaufen.

Vorstellbar ist fur die Zukunft eine intraossare Applikation von unterschiedlichen Ca-
COgs-Partikeltypen, beladen mit Kombinationen verschiedener Antibiotika aus z.B.
Vancomycin, Daptomycin und Linezolid fur das grampositive Spektrum und Cefuro-
xim fur die gramnegativen Keime. Durch das breite Wirkspektrum kdnnte eine Resis-

tenzentwicklung verhindert werden und somit die OM kurativ behandelt werden.
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