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Die biologische und medizinische Bedeutung von Calciumphosphaten

Sergey V. Dorozhkin und Matthias Epple*

Professor Sir John Meurig Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet

Die anorganische Komponente der
Hartgewebe (Knochen und Zihne)
von Séugetieren besteht aus Calcium-
phosphat, hauptsichlich aus Hydroxyl-
apatit. Auch die meisten pathologi-
schen Verkalkungen, die zu oft schwer-
en Erkrankungen fiihren, beruhen
letztlich auf der Kristallisation von
Calciumphosphaten an unerwiinschten
Orten im Korper. Medizinisch wichtig
ist hier vor allem die Arteriosklerose,
d.h. die Blockierung von Blutgefdf3en
durch Cholesterin und Calciumphos-
phate. Die Kariesbildung beruht auf
dem Ersatz des wenig 16slichen, harten
Hydroxylapatits durch andere, besser

losliche und weichere Calciumphos-
phatphasen. Osteoporose ist eine De-
mineralisierung von Knochen. Che-
misch kann man die Bildung von Kno-
chen und Zéhnen genau wie die
pathologische Verkalkung (Arterio-
sklerose) als eine In-vivo-Kristallisa-
tion bezeichnen, ebenso wie man Ka-
ries und Osteoporose als In-vivo-Auf-
16sung von Calciumphosphat beschrei-
ben kann. Calciumphosphate sind an
vielen Stellen im Korper présent. Viele
Biomaterialien mit hoher Biokompati-
bilitdt beruhen daher auf diesen Mate-
rialien. Calciumphosphatzemente wer-
den als Knochenersatz verwendet, und

Titan-Implantate zum Zahn- oder
Hiiftgelenkersatz werden mit Calcium-
phosphaten beschichtet, um das An-
wachsen von Knochen und damit die
mechanische Stabilitdt zu erhohen. In
diesem Aufsatz wird die biologische
und medizinische Bedeutung der Cal-
ciumphosphate aus dem Blickwinkel
eines Chemikers beleuchtet und an
Beispielen erlédutert.

Stichworter: Bioanorganische  Che-
mie - Biomaterialien - Biomimetische
Synthesen - Biomineralisation - Ma-
terialwissenschaften
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1. Einleitung

Vom anthropozentrischen Standpunkt aus betrachtet sind
Calciumphosphate das wichtigste Biomineral. Die Hartgewe-
be im menschlichen Korper beruhen auf dieser Stoffklasse,
die als carbonathaltiger Hydroxylapatit (HA) in Knochen,
Zihnen und Sehnen vorkommt und diesen Stabilitit, Hérte
und Funktion verleiht. Auch in der unbelebten Natur kom-
men Calciumphosphate hiufig vor, z. B. als grofe Einkristalle,
deren Wachstum iiber viele Jahre unter zum Teil extremen
Temperatur- und Druckbedingungen erfolgte. Hingegen han-
delt es sich bei den ,biologischen“ Calciumphosphaten fast
immer um NanoKkristalle, deren Kristallisation unter milden
physiologischen Bedingungen abliuft.

Die Bildung von anorganischen Mineralien durch lebende
Organismen wird allgemein als Biomineralisation bezeich-
net.l")’ Man kennt heute mehr als 60 unterschiedliche
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Mineralien, die von Lebewesen fiir die unterschiedlichsten
Zwecke verwendet werden: zum Schutz gegen Feinde (Scha-
le), als Werkzeug (Zihne), als Schwerkraftsensor (Octoco-
nien oder Statolithen) oder als stiitzendes Geriist (Skelett).
Mengenmaifig betrachtet sind die Calciumphosphate gegen-
iiber Calciumcarbonat (CaCO;) und Kieselsdure (SiO,-
nH,0) von geringerer Bedeutung, da diese beiden Stoffe in
riesigen Mengen von marinen Einzellern als Skelettsubstanz
verwendet werden. Eine weitere wichtige Klasse von Bio-
mineralien sind die Eisenoxide, die z.B. in den Zihnen von
Schnecken oder in magnetotaktischen Bakterien vorkom-
men.! Da Calciumphosphate in Wirbeltieren (wie den
Menschen) vorkommen und viele Krankheiten auf Stérungen
in Knochen oder in Zihnen zuriickzufiihren sind, spielen sie
eine grofle Rolle in der Biomedizin. Obwohl die Gegenwart
ausreichender Mengen von Calciumphosphaten in diesen
Hartgeweben wichtig ist, muss hier betont werden, dass es
zahlreiche Fille gibt, in denen eine Kiristallisation von
Calciumphosphaten am falschen Ort zu ernsten und teilweise
lebensbedrohenden Krankheiten fiihrt. Dies bezeichnet man
als pathologische Kristallisation oder ektope Mineralisation.
Arteriosklerose, Steinbildung und Zahnstein sind hierfiir
bekannte Beispiele.
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Hier wollen wir einen Uberblick iiber Vorkommen, Bil-
dung und Bedeutung von Calciumphosphaten in lebenden
Organismen geben, wobei ein Schwerpunkt auf derzeitigen
biomedizinischen Fragestellungen liegt.

2. Geologisches und biologisches Vorkommen

Calcium und Phosphor sind weit verbreitete Elemente auf
der Erde. Die Erdrinde enthilt etwa 3.4 % Calcium und etwa
0.1% Phosphor.l'] Durch formale Kombination der Oxide
dieser beiden FElemente und gegebenfalls Wasser entsteht
eine Reihe von unterschiedlichen Calciumphosphaten. Im
reinen Zustand handelt es sich stets um weifle Festkorper,
wobei die natiirlich vorkommenden Calciumphosphate hiufig
wegen des Einbaus von Ubergangsmetallionen farbig sind.
Die meisten Calciumphosphate 16sen sich nur schlecht oder
gar nicht in Wasser, wihrend sie alle sdureloslich sind.
Strukturell kann man Ortho- (PO,*), Pyro- (P,O;*) und
Polyphosphate ((PO;),””) unterscheiden. Obwohl Calcium-
pyrophosphate in einigen pathologischen Verkalkungen vor-
kommen konnen, werden hier ausschlieBlich Calciumortho-
phosphate beschrieben. Diese sind die Hauptmineralkompo-
nente im menschlichen Hartgewebe und iiberdies die
Ausgangsverbindung zur Herstellung von phosphathaltigen
Diingemitteln.!''-14

Geologisch handelt es sich bei Calciumphosphaten um weit
verbreitete Mineralien. Wichtig sind dabei der Fluorapatit,
Ca,((PO,)¢F,, und die Phosphorite. Normalerweise kommen
diese Mineralien begleitend in vielen Gesteinen vor (<5 %).
Ausreichend hohe Konzentrationen fiir eine bergbauliche

Verwertung findet man in Sedimentgesteinen (Phosphorite)
und selten in Eruptivgesteinen (Fluorapatit). Die weltweit
grofiten Vorkommen liegen in Marokko, Russland, Kasach-
stan und in den USA (Florida und Tennessee).'''l In der
Regel handelt es sich um polykristalline Mineralien. Grofere
Einkristalle haben gewohnlich die Apatitstruktur (hexagonal,
Raumgruppe P6i;/m, oder monoklin, Raumgruppe P2,/b).
Fast immer sind Fremdionen in das Kristallgitter eingebaut.
Hierbei konnen beispielsweise Calcium durch Sr, Ba, Mg, K,
Na oder Fe, Phosphat durch AsO,*~, CO5>~ oder VO,*~ sowie
Fluorid durch OH-, Cl-, Br-, CO;> oder O?" substituiert
werden. Zudem konnen auch Defekte im Kristallgitter
vorkommen. Insgesamt erhilt man damit nichtstochiometri-
sche Verbindungen. Abbildung 1 zeigt polykristalline und
einkristalline Calciumphosphatmineralien.

Die wichtigste wirtschaftliche Anwendung von Calcium-
phosphatmineralien ist die Herstellung von Phosphatdiin-
gern. Dafiir werden Mineralien sowohl biologischen als auch
geologischen Ursprungs verwendet. Bei ersteren handelt es
sich im Allgemeinen um die mineralisierten Exkremente
(Guano) von Vogeln, welche im Laufe von Jahrtausenden
angehiuft wurden, z.B. auf den Siidseeinseln Nauru, Banaba
und Makatea. Auf der nur 21 km? groBen Insel Nauru werden
pro Jahr etwa 2 Millionen t Phosphate abgebaut, wodurch
schwere okologische Schidden entstehen. Die weltweite Pro-
duktionskapazitit aller Phosphatdiinger-Fabriken ist grofer
als 25 Millionen t (bezogen auf P,05).[1!

In biologischen Systemen kommen Calciumorthophospha-
te als anorganische Komponente von physiologischen Hart-
geweben (Knochen, Zihne, Fischgriten und einige Muschel-
schalen) und von pathologischen Verkalkungen vor (Zahn-
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Abbildung 1. Polykristalliner (a) und einkristalliner (b) Fluorapatit (che-
mische Formel: Ca,,(PO,)sF,) geologischen Ursprungs. Der Einkristall hat
eine grau-griine Farbe aufgrund von eingebauten Ubergangsmetallionen.

stein, Blasensteine, arteriosklerotische Ablagerungen).['>-181
Strukturell handelt es sich hier hauptsichlich um niedrig
kristalline nichtstochiometrische Apatitphasen, die zu einem
gewissen Teil auch Natrium, Magnesium und Carbonat
enthalten (,,biologischer Apatit“ oder ,,Dahllit“). Humaner
Knochen besteht zu 50-60% aus solchem biologischen
Apatit, zu 30-40% aus Kollagen und zu etwa 10% aus
Wasser. Ultrastrukturelle Untersuchungen der Grenzfliche
zwischen implantierten Calciumphosphatkeramiken und den
umgebenden Knochen bestétigten, dass eine diinne Schicht
aus knochenédhnlichem Apatit zwischen den beiden Materia-
lien vorkommt."™2! Die grundlegenden Daten iiber die
chemische Zusammensetzung der wichtigsten humanen Hart-
gewebe sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Abbildung 2 zeigt
das Bild einer calcinierten Knochenprobe, d.h. das Calcium-
phosphatskelett, das nach dem Abbrand aller organischen
Bestandteile zuriickbleibt.

Abbildung 2. Schwammartiger Knochen (Spongiosa) mit hoher Porositit
und interkonnektierendem Porennetzwerk (calciniert; VergroBerung: 20.4-
fach).

Zur schnelleren Benennung der Calciumphosphate wurden
Abkiirzungen eingefiihrt. Die entscheidenden Parameter sind
das molare Ca:P-Verhéltnis und die Loslichkeit in Wasser. In
Tabelle 2 sind die bekannten Calciumphosphatphasen zusam-
mengefasst. Fiir die stochiometrisch zusammengesetzten
Phasen werden Ca:P-Verhiltnisse von 0.5-2.0 gefunden.
Allgemein gilt: Je kleiner das Ca:P-Verhiltnis, desto saurer
und besser wasserloslich ist das Calciumphosphat (siche
Lit. [22] fiir die Loslichkeit dieser Phasen in Abhéngigkeit
vom pH-Wert und der Calciumkonzentration). Eine kurze
Beschreibung dieser Calciumphosphatphasen wird nachfol-
gend gegeben. In Tabelle 3 finden sich ihre kristallographi-
schen Daten.

MCPM (Monocalciumphosphat-Monohydrat, Ca(H,PO,), -
H,0) ist das am stirksten saure und am besten wasserlosliche
Calciumphosphat. Man kann es aus stark sauren Losungen
fillen, wie sie in der Diingemittelindustrie vorkommen
(,, Tripelsuperphosphat*).['?l Oberhalb von 100°C wandelt es

Tabelle 1. Zusammensetzung und Strukturparameter der anorganischen Phasen im humanen ausgewachsenen Hartgewebe.[2ll!5 21]

Enamel (Zahnschmelz) Dentin (Zahnbein) Knochen Hydroxylapatit (HA)
Calcium [Gew.-% |I*) 36.5 35.1 34.8 39.6
Phosphor (als P) [Gew.-% |1 17.7 16.9 15.2 185
Ca:P (molares Verhiltnis)!®! 1.63 1.61 1.71 1.67
Natrium [Gew.-% |(*] 0.5 0.6 0.9 -
Magnesium [Gew.-% ]! 0.44 123 0.72 -
Kalium [Gew.-% ]! 0.08 0.05 0.03 -
Carbonat (als CO;*") [Gew.-% ]! 3.5 5.6 7.4 -
Fluorid [Gew.-% ] 0.01 0.06 0.03 -
Chlorid [Gew.-% | 0.30 0.01 0.13 -
Pyrophosphat (als P,0,*") [Gew.-% ]! 0.02 0.10 0.07 -
Anorganischer Anteil [Gew.-% ]! 97 70 65 100
Organischer Anteil [Gew.-% ]! 1.5 20 25 -
Wasser [Gew.-% ]! 1.5 10 10 -
a-Achse [A]4 9.44 9.42 9.41 9.43
c-Achse [A]4 6.88 6.89 6.89 6.89
Kristallinitdtsindex (HA =100) 70-75 33-37 33-37 100
Typische KristallgroBe [nm]* 105 107) 100 pm x 50 x 50 35-25-4 50-25-4 200-600
Calcinierungsprodukt (800°C) B-TCP + HA B-TCP + HA HA + CaO HA
Elastizitdtsmodul [GPa]??¢!] 80 15 0.3-13.8 10
Druckfestigkeit [MPa] 10 100 150 100

[a] Wegen der betrichtlichen Streuung in biologischen Proben sind typische Werte angegeben. [b] Calcinierte Proben. [c] Nichtcalcinierte Proben.

[d] Gitterparameter 40.003 A.

Angew. Chem. 2002, 114, 3260-3277
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Tabelle 2. Eigenschaften der biologisch relevanten Calciumorthophosphate.2Il103 1041

Ca:P-Ver- Verbindung Formel Losl. bei 25°C  Losl. bei 37°C  pH-Stabili-

hiltnis [—log(K)] [—log(K)] titsbereich
(in H,O bei 25°C)

0.5 Monocalciumphosphat-Monohydrat (MCPM) Ca(H,PO,),-H,0O 1.14 Keine Daten  0.0-2.0

0.5 Monocalciumphosphat-Anhydrat (MCPA) Ca(H,PO,), 1.14 Keine Daten (d

1.0 Dicalciumphosphat-Dihydrat (DCPD, Brushit) CaHPO,-2H,0 6.59 6.63 2.0-6.0

1.0 Dicalciumphosphat-Anhydrat (DCPA, Monetit) CaHPO, 6.90 7.02 (d

1.33 Octacalciumphosphat (OCP) Cay(HPO,),(PO,),-5H,0 96.6 95.9 55-7.0

1.5 a-Tricalciumphosphat (a-TCP) a-Cay(PO,), 25.5 25.5 [b]

1.5 B-Tricalciumphosphat (3-TCP) B-Cas(PO,), 28.9 29.5 [b]

12-22  Amorphes Calciumphosphat (ACP) Ca,(PO,),-nH,0 [e] le] le]

1.5-1.67 Calcium-defizitirer Hydroxylapatit (CDHA) Ca,,_,(HPO,),(PO,)s_.(OH), , (0<x<1) ~85.1 ~85.1 6.5-9.5

1.67 Hydroxylapatit (HA) Ca,(PO,)s(OH), 116.8 1172 9.5-12.0

2.0 Tetracalciumphosphat (TTCP) Ca,(PO,),0 38-44 37-42 [b]

[a] Die Loslichkeit ist angegeben als Logarithmus des Ionenprodukts fiir die angegebene Formel (ohne Hydratwasser) mit Konzentrationen in mol L~!. [b] Diese
Verbindungen konnen nicht aus wissriger Losung gefillt werden. [c] Kann nicht genau angegeben werden. Folgende Werte wurden berichtet: 25.7+0.1
(pH 7.40), 29.9 + 0.1 (pH 6.00), 32.7 £ 0.1 (pH 5.28).% [d] Stabil oberhalb von 100°C. [e] Immer metastabil. Die Zusammensetzung eines Niederschlags hiingt

vom pH-Wert und der Zusammensetzung der Losung ab.

Tabelle 3. Kristallographische Daten der Calciumorthophosphate.l 73]

Verb. Raumgruppe Elementarzellenparameter(®) zZl Dichte [gem™3)

MCPM triklin P a=5.6261(5), b=11.889(2), c =6.4731(8) 2 223
@ =98.633(6), B =118.262(6), y = 83.344(6)

MCPA triklin P a=17.5571(5), b =8.2531(6), c = 5.5504(3) 2 258
a=109.87(1), B=93.68(1), y =109.15(1)

DCPD monoklin 7a a=5.812(2), b=15.180(3), ¢ = 6.239(2) 4 232
B=116.42(3)

DCPA triklin P a=6.910(1), b =6.627(2), ¢ = 6.998(2) 4 2.89
a=9634(2), f=103.82(2), y = 88.33(2)

OCP triklin P a=19.692(4), b=9.523(2), c = 6.835(2) 1 2.61
a=90.15(2), f="92.54(2), y =108.65(1)

o-TCP monoklin P2,/a a=12.887(2), b="27.280(4), c =15.219(2) 24 2.86
B=126.20(1)

B-TCP rhomboedrisch R3cH a=b=10.439(1), c=37.375(6) 211 3.07
y=120

HA monoklin P2,/b a=9.84214(8), b=2a, c = 6.8814(7) 4 3.16
y =120 (monoklin)

oder hexagonal P6;/m a=>b=9.4302(5), c=6.8911(2) 2

y =120 (hexagonal)

TTCP monoklin P2, a="7.023(1), b=11.986(4), c =9.473(2) 4 3.05

£=90.90(1)

[a] a, b, ¢ sind in A und «, f, y in ° angegeben. [b] Formeleinheiten je Elementarzelle. [c] Pro hexagonaler Elementarzelle.

sich unter Wasserabgabe in Monocalciumphosphat-Anhydrat
um. Wegen seiner relativ hohen Aciditédt und Loslichkeit wird
MCPM nicht biologisch calcifiziert. Es wird jedoch in der
Biomedizin als Komponente von einigen Calciumphosphat-
zementen verwendet.>?71 Als Magensiurebinder, Sdurungs-
mittel und Mineraladditiv wird es in Backpulver, Nahrungs-
mitteln und Getrénken zugesetzt.l

MCPA (Monocalciumphosphat-Anhydrat, Ca(H,PO,),)
ist die wasserfreie Form von MCPM. Es kristallisiert ober-
halb 100°C unter den gleichen Bedingungen wie MCPM,
z.B. aus hoch konzentrierten Mutterlaugen in der Diinge-
mittelherstellung. Ebenso wie MCPM kommt es nicht bio-
logisch vor. Es gibt derzeit keine Anwendung in der Medi-
zin, sondern es wird ausschlieflich in der Diingemittelin-
dustrie eingesetzt.['> 8]

DCPD (Dicalciumphosphat-Dihydrat, CaHPO,-2H,0;
das Mineral Brushit) kann leicht aus wissriger Losung
kristallisiert werden. Es entwissert leicht zu Dicalciumphos-
phat-Anhydrat oberhalb 80 °C. Biologisch ist es wichtig, da es

3264

hiufig in pathologischen Verkalkungen (Zahnstein, Chon-
drocalcinosel'>'"l und Blasensteine!'®!) vorkommt. Weiterhin
wurde es als intermediédre Phase in der Knochenbildung und
bei der Auflosung von Zahnschmelz durch Karies postu-
liert.'>"®81 In der Chirurgie wird es in Calciumphosphat-
zementen verwendet?” -3 und in Zahnpasta zusammen mit
fluoridhaltigen Verbindungen (z.B. NaF) zur Kariesprophy-
laxe.}3] Weitere Anwendung findet DCPD als Diingemit-
tel,'? in der Glasherstellung und als Calciumquelle in
Nahrungsmitteln.

DCPA (Dicalciumphosphat-Anhydrat, CaHPO,; das Mi-
neral Monetit) ist die wasserfreie Form von DCPD. Ebenso
wie DCPD kann DCPA aus wéssriger Losung kristallisiert
werden, allerdings oberhalb 100 °C. Anders als DCPD kommt
das wasserfreie DCPA weder in physiologischen noch in
pathologischen Verkalkungen vor. Verwendung findet es in
medizinischen Calciumphosphatzementen,* 34 als Schleif-
mittel, als Calcium- und Phosphatzusatz in Lebensmitteln, als
Tablettierhilfsstoff und in Zahnpasta.?®!

Angew. Chem. 2002, 114, 3260-3277
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OCP (Octacalciumphosphat, Cay(HPO,),(PO,),-5H,0)
tritt haufig als metastabile Zwischenphase bei der Ausféllung
von thermodynamisch stabileren Calciumphosphaten (Hy-
droxylapatit, Calcium-defizitdrer Hydroxylapatit) aus wassri-
ger Losung auf. Strukturell besteht es aus apatitdhnlichen
Schichten, die durch hydratisierte Schichten getrennt sind. Es
ist als stabiler Bestandteil von Zahnstein und Blasensteinen
von groBer biologischer Bedeutung.[*#1 Weiterhin spielt es
eine wichtige Rolle als Zwischenprodukt bei der In-vivo-
Bildung von Biomineralien. Ein ,,zentraler OCP-Einschluss®
(auch als ,zentrale dunkle Linie* bezeichnet) wurde durch
Transmissionselektronenmikroskopie in vielen biologischen
und einigen synthetischen Apatiten gefunden (detaillierte
Diskussion siehe unten).*1 OCP selbst wurde nicht bei
GefiBverkalkungen nachgewiesen, aber als Vorstufe zum
biologischen Apatit bei der Verkalkung von natiirlichen und
kiinstlichen Herzklappen postuliert.? 53]

B-TCP (B-Tricalciumphosphat) ist das ,echte Calcium-
orthophosphat® mit der stochiometrischen Zusammensetzung
Ca;(PO,),. Es kann nicht aus wissriger Losung gefillt, sondern
nur durch Calcinieren oberhalb 800 °C hergestellt werden (z. B.
aus Calcium-defizitirem Hydroxylapatit) [Gl. (1)]:

Ca,(HPO,)(PO,);OH — 3Cay(PO,), + H,0 0

Oberhalb von 1125°C wandelt es sich in die Hochtempe-
raturphase a-TCP um. Da B-TCP die stabilere Phase bei
Raumtemperatur ist, hat es eine geringere Loslichkeit als o-
TCP (Tabelle 2). Reines 3-TCP kommt als Biomaterial nicht
vor. Lediglich die magnesiumhaltige Form (das Mineral
Whitlockit) mit der Formel (-(Ca,Mg);(PO,),) wurde in
Zahnstein, Blasensteinen,['>'8 54 Speicheldriisensteinen, Ka-
riesbildungen, arthritischem Knorpel und einigen Verkalkun-
gen im Weichgewebe gefunden.[>-'81 In der Biomedizin wird
B-TCP in calciumphosphathaltigen Knochenzementen ver-
wendet.?% 24581 Eine Mischung von 3-TCP mit Hydroxyl-
apatit (=biphasisches Calciumphosphat) wird als Knochener-
satz verwendet.P*®] Weitere Verwendung findet es als
Diingemittel [’ Schleifmittel, in der Porzellan- und Emaille-
herstellung sowie als Tierfutterzusatz.?®l

o-TCP (a-Tricalciumphosphat, a-Ca;(PO,),) wird aus (-
TCP durch Erhitzen auf mehr als 1125 °C hergestellt. Die bei
Raumtemperatur metastabile Hochtemperaturphase ist reak-
tiver als B-TCP und kann zu einem Gemisch von anderen
Calciumphosphaten hydrolysiert werden. a-TCP kommt nie
in biologischen Verkalkungen vor und findet in der Medi-
zin lediglich Verwendung in Calciumphosphatzemen-
ten.[26 31, 33, 34,4144, 66] Technisch wird es auch als Diingemittel
verwendet. !

ACP (Amorphes Calciumphosphat) ist hdufig ein Zwi-
schenprodukt bei der Fillung von Calciumphosphaten aus
wissriger Losung.77!1 Seine chemische Zusammensetzung
hingt stark von den Fillungsbedingungen (pH-Wert, Calci-
um- und Phosphatkonzentrationen) ab. So wurden beispiels-
weise ACP-Phasen mit Ca:P-Verhiltnissen von 1.18 (Féllung
bei pH 6.6), 1.53 (Fillung bei pH 11.7)I"> 7] bis hin zu 2.5
beschrieben.[17)

Die Struktur von ACP ist immer noch nicht eindeutig
bestimmt. IR-Spektren von ACP zeigen breite Phosphatban-
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den. Gemifl dem Rontgendiffraktogramm ist ACP amorph.
Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen wird es
gewohnlich als annidhernd runde Partikel mit Durchmessern
von 20-200 nm ohne besondere Morphologie beschrieben.
Moglicherweise hat ACP eine apatitische Mikrostruktur mit
einer so kleinen Doménengrofle, dass es rontgenamorph ist.
Diese Annahme wird gestiitzt durch rontgenabsorptionsspek-
troskopische Messungen (EXAFS) an biologischen und syn-
thetischen Proben. 71 Andererseits wurde auch vorgeschla-
gen, dass die strukturelle Grundeinheit von ACP ein an-
ndhernd kugelformiger Cluster mit einem Durchmesser von
etwa 9.5 A und der Zusammensetzung Cay(PO,), ist.’>73
Solche Cluster wurden experimentell als erste Keime wih-
rend der Kristallisation von Hydroxylapatit gefunden. Auf
dieser Basis wurde ein Modell vorgeschlagen, das die
Kristallisation von Hydroxylapatit als stufenweise Zusam-
menlagerung dieser Einheiten beschreibt.”®! Biologisch
kommt ACP (oft mit den Fremdionen Magnesium, Carbonat
und Pyrophosphat) in pathologischen Verkalkungen in
Weichgeweben vor (z.B. Verkalkungen von Herzklappen
bei urdmischen Patienten).'>® In der Medizin wird ACP
gelegentlich in Calciumphosphatzementen verwendet.’'-
Bioaktive Composit-Werkstoffe aus ACP und Polymeren ha-
ben Eigenschaften, die sie fiir Anwendungen in der Zahn-
heilkunde!™*2 und der Chirurgie interessant machen. -5

CDHA (Calcium-defizitirer Hydroxylapatit) ist leicht
durch Fillung herstellbar. Man gibt calcium- und phosphat-
haltige Losungen simultan in kochendes Wasser und lésst die
Suspension fiir einige Stunden kochen. Hierbei wandelt sich
das zunichst gefillte OCP oder ACP (je nach pH-Wert der
Losung) in CDHA um. Beim Erhitzen auf mehr als 700°C
wandelt sich der gefillte CDHA in $-TCP (Ca:P-Verhiltnis
1.5) oder eine Mischung aus 3-TCP und HA (Ca:P-Verhiltnis
<1.5:<1.67) um, je nach Stochiometrie des Niederschlags.
Die Mischung aus B-TCP und HA wird als biphasisches
Calciumphosphat (BCP) bezeichnet.[%%-%3

Bedingt durch den nicht stochiometrischen Charakter
enthidlt CDHA stets einen kleinen Anteil an Fremdionen
(z.B. Nat, CI"), je nach den bei der Fillung anwesenden
Fremdionen. Daher gibt es keine direkte Strukturbestimmung
von CDHA, und auch die angegebenen Elementarzellenpa-
rameter variieren. In erster Nédherung kann CDHA als
Hydroxylapatit mit Gitterstorungen durch Fehlstellen und
Fremdionen beschrieben werden.[’”! Entsprechend der che-
mischen Bruttoformel von CDHA (Tabelle 2) werden Leer-
stellen auf Calcium-Positionen (hauptséchlich Ca2® #1) und
Hydroxid-Positionen angenommen. Uber die Baufehler im
Phosphat-Teilgitter ist bekannt, dass Phosphat teilweise pro-
toniert und teilweise durch Carbonat ersetzt ist.

Unsubstituierter CDHA (d.h. nur aus den Ionen Ca?*,
PO, -, HPO* und OH~ bestehend) kommt in biologischen
Systemen nicht vor. In allen Fillen sind Fremdionen in
unterschiedlichem AusmaRB vorhanden: Na*, K*, Mg>" und
Sr?* fiir Ca?*; Carbonat fiir Phosphat; Fluorid, Chlorid und
Carbonat fiir Hydroxid; sowie Einbau von Kristallwasser.
Dies fiithrt zum ,,biologischen Apatit“ oder ,Dahllit“, der
Mineralphase in Hartgeweben und pathologischen Verkal-
kungen.['> 191 Aus diesem Grund ist CDHA ein vielverspre-
chendes Material fiir synthetische Knochenersatzstoffe.
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HA (Hydroxylapatit, Ca,,(PO,)s(OH),) ist das am schlech-
testen losliche und somit das stabilste Calciumorthophosphat
(Tabelle 2). Chemisch reiner Hydroxylapatit kristallisiert
monoklin in der Raumgruppe P2,/b. Oberhalb 250°Cl2 7
durchlauft er allerdings eine Phasenumwandlung (hexagonale
Raumgruppe P6,/m).”*!l Fremdionen im Kristallgitter (z.B.
Hydroxid statt Fluorid oder Chlorid) stabilisieren die hexa-
gonale Struktur auch bei Raumtemperatur. Daher weisen die
(geologisch selten vorkommenden) Einkristalle stets eine
hexagonale Symmetrie auf.

Die Herstellung von Hydroxylapatit gelingt durch Umset-
zung von exakt stochiometrischen Mengen an Calcium- und
Phosphatsalzlosungen mit einem pH-Wert >9 und anschlie-
Bendem mehrtigigem Erhitzen auf 100°C in CO,-freier
Atmosphidre. Mikrokristalliner Hydroxylapatit kann auch
durch Festkorperreaktion von geeigneten Calciumphospha-
ten (z.B. MCPM, DCPA, DCPD, OCP) mit CaO, Ca(OH),
oder CaCO; hergestellt werden (>1200°C, dquimolare At-
mosphédre aus Wasserdampf und Stickstoff). Einkristalle
erhilt man durch Hydrothermalsynthese.”> 73l Eine wasser-
freie Synthese ist in Ethanol ausgehend von Ca(OEt), und
H,PO, moglich.[? %l

Stochiometrisch reiner Hydroxylapatit kommt nicht in
biologischen Systemen vor. Da der ,biologische Apatit“ in
Knochen oder Zdhnen dem Hydroxylapatit aber recht nahe
kommt (Tabelle 1), wird Hydroxylapatit hiufig als biologisch
aktive Beschichtung auf chirurgischen und zahnmedizini-
schen Implantaten (z. B. Hiiftendoprothese, Zahnimplantate)
eingesetzt (siche Lit. [94, 95] fiir Ubersichten). Ein Calcium-
phosphatzement auf Hydroxylapatit-Basis wurde vorgeschla-
gen.® Wegen seiner Ahnlichkeit mit dem Knochenmineral
wird Hydroxylapatit auch als stationédre Phase in der Fliissig-
chromatographie zur Trennung von Proteinen und anderen
Biomolekiilen eingesetzt.[6-101]

TTCP (Tetracalciumphosphat Ca,(PO,),0) ist das basischs-
te Calciumorthophosphat, wobei seine Loslichkeit hoher als
die des Hydroxylapatits ist (Tabelle 2). Es kann nicht aus
Wasser gefillt werden, sondern nur durch Festkorperreaktion
oberhalb 1300°C hergestellt werden, z.B. aus dquimolaren
Mengen von DCPA und CaCOj; in trockener Luft oder
Stickstoff [G1. (2)]:7> 7

2CaHPO, +2CaCO, — Ca,(PO,)O +2CO,+H,0 ©)

TTCP ist in Gegenwart von Wasser instabil: Es tritt
langsame Hydrolyse zu Hydroxylapatit und Calciumhydroxid
ein.> 73 Deshalb kommt es nicht in biologischen Verkalkun-
gen vor. In der Medizin wird TTCP vor allem zur Herstellung

von Calciumphosphatzementen fiir den Knochenersatz ver-
Wendet [27, 29-31, 39, 41, 102-104]

3. Biomineralisation und biologische Hartgewebe

Als biologische Mineralisation (Biomineralisation) be-
zeichnet man die In-vivo-Bildung von anorganischen Minera-
lien. Im menschlichen Korper kommen sowohl physiologische
als auch pathologische Verkalkungen vor, die in den meis-
ten Fillen aus Calciumphosphaten bestehen. Ebenfalls von

3266

grofBer Bedeutung sind andere Mineralien wie Calciumcar-
bonat (in Muschel- und Schneckenschalen, marinen Kalkal-
gen, Fischen, Ascidien und Pflanzen), Calciumoxalat (in
Pflanzen), Calciumsulfat (in Quallen), Strontiumsulfat (in
den Meereseinzellern der Gattung Acantharia), Bariumsulfat
(in Algen), Kieselsdure (in marinen Kieselalgen und in
Pflanzen) und Eisenoxide (in Bakterien und in Schnecken-
zdhnen).[' 431 An dieser Stelle sollen aber nur die chemi-
schen und strukturellen Besonderheiten von Hartgeweben
aus Calciumphosphaten diskutiert werden.

Nach Weiner und Wagner bezeichnet der Begriff Knochen
eine Familie von Materialien, die alle aus mineralisierten
Kollagenfasern aufgebaut sind.['"> 1% Diese Materialfamilie
umfasst neben dem eigentlichen Knochen auch Dentin (d.h.
das innere Material von Zihnen), Zahnzement (die diinne
Schicht zwischen Zahnwurzel und Kiefer) und mineralisierte
Sehnen.['% 171 Beginnen wir die Diskussion mit der Betrach-
tung des ,,echten“ Knochens.

3.1. Knochen

Der grofite Teil des Hartgewebes im menschlichen Korper
besteht aus Knochen.l!!' Seine Hauptfunktionen sind zum
einen die mechanische Stabilisierung und zum anderen die
Speicherung von Calcium und Phosphat fiir unterschiedliche
metabolische Zwecke. Aus Sicht eines Chemikers ist Knochen
ein Verbundwerkstoff aus Calciumphosphat und Kollagen
(Tabelle 1). Die physiologischen Fliissigkeiten im Knochen
erhohen die Elastizitidt. Die Porositdt des Knochens ist von
grofler Bedeutung fiir den Stoffaustausch und die Zuging-
lichkeit fiir Zellen. Daneben spielt sie eine grofle Rolle
fir die anisotrope mechanische Stabilitit des Kno-
chens. [ 5 15-17, 19-21, 105, 108-112]

Normalerweise besteht Knochen aus einer relativ dichten
duBeren Schicht (Corticalis oder kompakter Knochen), die
einen weniger dichten pordsen Innenraum (Spongiosa oder
schwammartiger Knochen) umgibt, der mit gelartigem Kno-
chenmark gefiillt ist (Abbildung 3). Die Struktur von Kno-
chen kann durch einen hierarchischen Aufbau auf unter-

zeigt den Ubergang von der kompakten duBeren Schicht (Corticalis) zum
pordsen Inneren (Spongiosa).
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schiedlichen Lingenskalen erkldrt werden (detaillierte Be-
schreibungen siehe Lit. [1, 5, 105, 108 -112]).

Knochen ist aus mikroskopisch kleinen Bauelementen
zusammengesetzt, den mineralisierten Kollagenfasern (Fibril-
len) von etwa 80—100 nm Durchmesser und einigen 10 um
Linge (Abbildung4). Diese bestehen aus biologischem

Mineralisierte Kollagen-
fibrille: einige um lang
und ¢a. 100 nm Durch-
messer

Kollagenmolekiile (Polypeptid-
Ketten): ca. 300 nm lang und 1.5 nm
Durchmesser

CDHA-Kristall

(ca. 50 x 25 x 4 nm®)

Abbildung 4. Schematische Darstellung der mineralisierten Kollagenfib-
rillen, die die grundlegenden Bausteine des Knochens sind. Plattchenfor-
mige Nanokristalle aus CDHA sind parallel zwischen den Kollagenmole-
kiilen eingelagert, wobei die c-Achse parallel zur Faserachse angeordnet
ist.

Apatit (d.h. substituiertem CDHA) und Kollagen-I-Molekii-
len. Letztere lagern sich zu Tripelhelices zusammen. Die
Apatitkristalle im Knochen sind pléattchenformig gestreckt
(entlang der c-Achse im Kristall) und ca. 2—4 nm diinn (nur
einige Elementarzellen!, Tabelle 1). Die Kristalle sind paral-
lel in die Kollagenfibrillen eingebaut.l'™ Im Labor konnte
diese hierarchische Anordnung durch Fillung von Hydroxyl-
apatit mit amphiphilen Polymermolekiilen (Bildung von
mineralisierten Nanofasern) kiirzlich nachgeahmt werden.['!3]
Dennoch ist die Grenzfliche zwischen dem biologischen
Apatit und der Kollagen-Proteinkomponente bis heute nur
schlecht verstanden. Auch der Grund fiir die besondere
Geometrie der Calciumphosphat-Anordnung im Kollagen ist
nicht bekannt.!: > 105 108-112]

Allgemein kann eine typische Abfolge der Knochenbildung
beschrieben werden. Der erste Schritt umfasst die Biosyn-
these und extrazellulire Anordnung des Netzwerks aus
faserartigem Kollagen-I, woran sich die Mineralisation an-
schlie3t. Dabei wachsen die Kristalle des biologischen Apatits
epitaktisch auf, d.h., die c-Achse im Kristall verlduft parallel
zur Lingsachse der Kollagenfaser.[> 1051971 Entsprechendes
gilt fir Dentin und Enamell"'* '] sowie fiir Niedere Tiere.
Beispielsweise sind in der Schale der Molluske Lingula unguis
CDHA-Kristalle so angeordnet, dass die c-Achsen der
Kristalle parallel zu den (3-Chitin-Fasern verlaufen.!''*! Offen-
bar ist eine solche parallele Anordnung von Apatitkristallen
entlang der Langsachse einer organischen Faser ein Charak-
teristikum dieses Biomineralisationsprozesses.

Anders als andere Hartgewebe durchlduft Knochen kon-
tinuierlich einen Auf- und Abbauprozess, die Knochenge-
weberemodellierung (,,Remodelling®). Spezialisierte Zellen
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(,,Osteoklasten*) bauen kontinuierlich Knochensubstanz ab,
wihrend andere Zellen (,,Osteoblasten) laufend neues
Knochengewebe aufbauen. Im gesunden Organismus liegt
hier ein dynamisches Gleichgewicht vor, sodass sich die
Knochensubstanz netto nicht verdndert (iiberwiegt der Kno-
chenabbau, so kommt es zur Osteoporose; iiberwiegt der
Knochenaufbau, so kommt es zur Osteopetrose). Daher
besteht der Knochen im erwachsenen Menschen aus einer
Vielzahl von kleinen Bereichen unterschiedlichen ,,Alters*
und gegebenenfalls unterschiedlicher Struktur; eine Tatsache,
die die Strukturuntersuchung erheblich erschwert.[: > 105 107-112]

Bis heute ist der chemische Mechanismus der Knochen-
bildung nicht vollstdndig gekldrt. Unumstritten ist, dass der
anorganische Anteil des Knochens aus biologischem Apatit
besteht, d.h. aus CDHA mit ionischen Substitutionen (inte-
ressanterweise konnte kein Hydroxid nachgewiesen wer-
den)."7-"1 Versuche zur Nachahmung der Knochenminera-
lisation in vitro haben gezeigt, dass bei der Fillung von
CDHA und HA aus ibersittigter Losung stets Zwischen-
produkte auftreten.[>-1% 48536771l Drej Verbindungen werden
als solche intermedidre Phasen diskutiert: DCPD, ACP und
OCP. Es liegt nahe, diese Verbindungen auch als Intermediate
bei der Knochenmineralisation in vivo anzunehmen. Es ist
allerdings schwierig, eine solche Zwischenstufe in vivo nach-
zuweisen. Brown schlug 1966 OCP als erste feste Phase bei
der Knochenbildung vor, die auch als Templat fiir die weitere
Keimbildung von biologischem Apatit dienen sollte.'?”) In der
Folge wurden weitere Arbeiten publiziert, die diese Annahme
stiitzten."?-1241 Direkte Hinweise wurden durch hochaufls-
sende Transmissionselektronenmikroskopie erhalten: compu-
tersimulierte Kristallgitteraufnahmen zeigten, dass die ,,zen-
trale dunkle Linie* in mineralisiertem Gewebe aus OCP
besteht.[*8-50]

Gleichzeitig mit Brown postulierte die Gruppe um Posner
das ACP als erste feste Phase bei der Knochenmineralisa-
tion.l'">177] Dies wurde aus den folgenden Tatsachen abgeleitet:
e Bei der Fillung von Calciumphosphaten in vitro bei pH >

8.5 ist die erste feste Phase amorph.

o Im ausgewachsenen Knochen besteht die Mineralphase
aus einer Mischung von ACP und niedrig kristallinem
CDHA.

e ,Junges“ Knochenmineral hat eine niedrigere Kristallinitat
als ,,altes“ Knochenmineral.'>>"33] Dijes deutet auf einen
Reifungsprozess der Knochenmineralkristalle hin.

Es gibt nur indirekte Hinweise auf diesen Reifungsprozess
in vivo. Es zeigt sich beispielsweise, dass die Rontgenbeu-
gungsreflexe von tierischem Knochen mit zunehmendem
Alter schiarfer werden. Dieser Effekt ist in der a-Achse
((310)-Reflexe) ausgeprégter als in der c-Achse ((002)-
Reflexe).[3* 1351 Weitere Veridnderungen sind eine Zunahme
des Calciumgehalts und eine Abnahme des Hydrogen-
phosphatanteils mit zunehmendem Alter.['** 1371 Sowohl die
KristallitgroBe als auch der Carbonatanteil nahmen in
Knochen von Ratten und Kithen mit dem Alter zu.l'¥]
Chemisch betrachtet zeigen diese Befunde einen langsamen
Ubergang vom ,,schlecht® kristallisierten CDHA zu einem
»besser® kristallisierten Hydroxylapatit.

Gegenstand einer anhaltenden Diskussion ist die Frage, ob
es sich bei der Knochenbildung um einen aktiven oder um

3267



AUFSATZE

M. Epple und S. V. Dorozhkin

einen passiven Prozess handelt. Unter einem aktiven Prozess
versteht man hier die Akkumulation von Calciumphosphat-
Nanokristallen in einem rdumlich begrenzten Zellbereich
eines Osteoblasten, d.h. in einem Matrixvesikel. Solche
Matrixvesikel wurden durch Transmissionselektronenmikros-
kopie in Friihstadien der Knochen- und Zahnmineralisation
nachgewiesen.[135-140]

Als passiver Prozess wird eine spontan ablaufende Mineral-
bildung an geeigneten Keimbildungsplédtzen bezeichnet (z.B.
auf einer Kollagenfaser). Das Blutserum ist bezogen auf die
Calciumphosphatausfillung iibersittigt.['*!] Die Kollagenfi-
brillen haben eine spezielle Struktur mit einer Periodizitit
von 67 nm und 35-40 nm Liicken oder Lochern zwischen den
Enden der Kollagenmolekiile, in denen im ausgewachsenen
Knochen die Calciumphosphat-Nanokristalle lokalisiert sind.
Eine Keimbildung an diesen Stellen wiirde zu diskreten
Kristallen in der GroBe der Hohlrdume fithren, wobei die
GroBe durch die Kollagenfibrille begrenzt wire. Das zeit-
weilige Fehlen von spezialisierten Inhibitoren soll zur Aus-
fallung von Calciumphosphat und somit zur Mineralisation
fithren.['¥>-144] Bis heute ist die Frage, ob das Knochenmineral
von Zellen aktiv gebildet und ausgeschieden wird oder eine
systemische Regulation der Inhibitorkonzentration die Mi-
neralisation lenkt, nicht beantwortet.'’] Vermutlich liegt die
Wahrheit zwischen diesen beiden Extremfillen, d.h., Cal-
ciumphosphat-Nanokristalle werden in Zellen aus einem
ibersittigten Serum gebildet und anschlieSend in der Néhe
der Kollagenfibrille ausgeschieden, um dort an geeignetem
Ort angelagert zu werden.

3.2. Zihne

Nach den Knochen sind Zihne das zweite wichtige Hart-
gewebe in Hoheren Tieren.!l Die Struktur von Zihnen ist
noch komplexer als die von Knochen (Abbildung5). Bei-
spielsweise bestehen Zdhne aus mindestens zwei unterschied-
lichen Biomineralien: Zahnschmelz (Enamel) an der AuBen-
seite und Zahnbein (Dentin) an der Innenseite. Tabelle 1
zeigt, dass Dentin und Knochen eine sehr dhnliche Struktur

haben, sodass man in der Praxis beide gleichsetzen
kann. [l 72. 73. 105, 107-112, 136]

/ Te— " D\ Zahnschmelz (Enamel): 98-99% CDHA
/ Y
v

Dentin-Enamel-Grenzflache (Enameloid):
/ CDHA + Kollagen

ﬁ Dentin (knocheniihnlich): CDHA + Kollagen
A= Zahnfleisch
ez

Pulpa {#ahnhéhle)

L]
{;— Zahnzement
i

— Merven und Blutgefifle

Abbildung 5. Schematische Darstellung eines Zahns und seiner lokalen
chemischen Zusammensetzung.
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Zahnschmelz hat eine andere Struktur. Er enthélt Kristalle
aus biologischem Apatit, die deutlich gréBer als die Nanokris-
talle in Knochen und Dentin sind (Tabelle 1). Allerdings
enthélt er kein Kollagen. Die Grenzphase zwischen Enamel
und Dentin bezeichnet man als Enameloid. Hier handelt es
sich um ein Hartgewebe mit enamelidhnlichen Kristallen aus
biologischem Apatit im Verbund mit Kollagen.[!

Einer der wesentlichen Unterschiede zwischen Enamel und
Enameloid auf der einen Seite und allen anderen Hart-
geweben im Korper auf der anderen Seite ist die Groe der
Kristalle. Die Mineralphase im Zahnschmelz besteht aus
nadelférmigen Kristallen, die einige 10 pm lang werden (bis
zu 100 um), aber teilweise nur 50 nm breit sind.['*-5% Obwohl
diese Kristalle viel groBer als die in Dentin oder Knochen sind
(Tabelle 1), so bestehen sie dennoch aus carbonathaltigem
CDHA.[P1531 An der Oberfliche enthélt Zahnschmelz auch
Fluorid (ca. 500—1000 ppm, ca. 0.01 Gewichts-% insgesamt(!%l),
welches die Hydroxid-Positionen im Apatit besetzt.'’*] Fluor-
apatit kommt im Zahnschmelz nicht vor.[!l

Die Enamelkristalle entstehen in paralleler Anordnung
unter strenger biologischer Kontrolle, die bei allen Stufen der
Zahnschmelzbildung vorliegt. Die Kiristallite haben dabei
eine bemerkenswert einheitliche Form (Abbildung 6).0140-1481
Die ersten Kristalle bei der Schmelzbildung sind flache,
diinne Binder,141 die als OCPI® 1157 (3-(Ca,Mg)s-
(PO,),"® oder DCPD identifiziert wurden.!''” 119 Wihrend
der Reifung des Zahnschmelzes nimmt der Mineralgehalt von
45 auf 98-99 Gewichts-% zu.['""] Parallel hierzu werden die
Kristallite breiter(!'? 1% 158,19 ynter Zunahme des Ca:P-Ver-
héltnisses!*® 1 und Abnahme des Carbonatanteils.'-1621 Am
Ende dieses Prozesses steht das hirteste Gewebe mit dem

hochsten Mineraliengehalt im Korper.

Abbildung 6. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Zahn-
schmelzes eines kontinuierlich wachsenden Rattenschneidezahns mit
geordneten Stidbchen aus Calciumphosphaten. LangenmaBstab: 10 um
(aus Lit. [1] mit Genehmigung).

Die in den Enamelkristalliten vorhandenen Kristallflichen
sind stets die (100)-Fldche an den Seiten und vermutlich die
(001)-Fliche an den Enden,!'®!% die iiblicherweise bei
Apatit auftretenden Flidchen. Im Zentrum der Enamelkris-
talle findet man eine lineare Struktur, die wie in Knochen und
Dentin als ,,zentrale dunkle Linie“ bezeichnet wird und
ebenfalls aus OCP besteht.*>!1 Bei Dentin beobachtet man
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ebenso wie im Knochen einen Reifungsprozess mit zuneh-
mendem Alter, erkennbar durch schirfer werdende Rontgen-
beugungsmuster.!3*! Auch hier tritt also eine Umwandlung von
niedrig kristallinem CDHA zu hoher kristallinem HA auf.

Die Bildung von Enamel- und Dentinkristallen wurde auf
mikroskopischer Ebene durch hochauflosende Transmissions-
elektronenmikroskopie untersucht.'>-17] Der Verlauf ist bei
beiden dhnlich und wurde als vierstufiger Prozess beschrieben.
Die ersten beiden Schritte bestehen aus Keimbildung und
Kiristallisation von Nanopartikeln aus CDHA. Daran schlief3t
sich die Bildung von bénderformigen Kristallen an, die bis vor
kurzem als erster Schritt der Biomineralisation im Zahn
angesehen wurde.['°1%7) Diese komplexen Vorginge bei Keim-
bildung und Kristallwachstum laufen unter Beteiligung der
extrazellulliren organischen Matrix und unter strenger Kon-
trolle durch entsprechend spezialisierte Zellen (Odontoblasten,
Ameloblasten) ab.'®®l Uberdies wurden regelmiBige Anord-
nungen unterschiedlicher Oberflichenladungsdichten an der
Oberfldache von biogenen CDHA-Kristallen aus natiirlichem
Enamel durch kombinierte Rastersondenmikroskopie nachge-
wiesen.'®) An diesen geladenen Oberfléichenstellen tritt offen-
bar bevorzugt Adsorption von spezifischen organischen Mole-
kiilen (z.B. Amelogenin['®1) bei physiologischem pH-Wert auf.

Trotz dieser strukturellen Gegensdtze haben Dentin und
Enamel einen gemeinsamen Startpunkt: die Dentin-Enamel-
Grenzfliche (,junction®).l'’172l Tn welcher Weise hier das
Wachstum der Zahnschmelzkristalle ablduft, wird derzeit
intensiv diskutiert. Einige Autoren postulieren ein epitakti-
sches Wachstum von Enamelkristallen auf bereits vorhande-
nen Dentinkristallen, da keine scharfe Grenzfliche auf-
tritt.'”>17) Andere konnten zeigen, dass die Enamelkristalle
in einem gewissen Abstand zur Dentinoberflidche gebildet
werden'3-157 1761 ynd entweder Letztere durch Kristallwachs-
tum erreichen!'”” oder ihr fern bleiben.l'7¢ 178 Die Bildung des
Hartgewebes Zahn ist eher noch komplizierter als die des
Hartgewebes Knochen.

Eine physikalisch-chemische Form der Biomineralisation
lauft bestdndig in unseren Zdhnen ab. Da Enamel nur bei der
Zahnbildung im Kiefer entsteht, kann es nicht durch zelluldre
Mechanismen repariert werden. Eine chemische Schéadigung
durch Sdure (z.B. durch sdurehaltige Lebensmittel oder
Getrianke) fiihrt zur lokalen Auflosung des Calciumphos-
phatminerals im Zahnschmelz. Gliicklicherweise ist der
Speichel (ebenso wie das Blutserum) bezogen auf die Ab-
scheidung von CDHA iibersittigt, sodass eine Selbstheilung
durch Kristallisation auftritt. Dieser Vorgang ist rein physi-
kalisch-chemischer Natur, d.h. nicht unter biologischer Kon-
trolle. Daher kann man ihn als ,passive Mineralisation®
bezeichnen (siehe hierzu auch die Abschnitte zur Knochen-
bildung). Eine Substitution von Hydroxid durch Fluorid im
Zahnschmelz fiihrt zur Bildung von Fluorhydroxylapatit, der
eine geringere Loslichkeit und damit eine hohere Saure-
bestindigkeit aufweist.['>4

3.3. Knorpel

Knorpel ist hauptsichlich ein Bestandteil des Skelettsys-
tems.'” Er kommt sowohl in mineralisierter als auch in
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nichtmineralisierter Form vor. Der mineralisierte Knorpel
kommt nur in Wirbeltieren vor, ist hier aber nicht die normale
Form. Man findet ihn vor allem im Wirbelbereich und im
Kiefer. Knorpel kann auf zwei unterschiedliche Weisen
mineralisieren: Als Zwischenstufe bei der Knochenbildung
(endochondrale Ossifikation) oder (untergeordnet) als End-
produkt. Erstere tritt in fast allen Wirbeltieren auf,! wihrend
Letzteres nur in einigen Haifisch- und bestimmten anderen
Fischarten vorkommt.['8%

Mineralisierter Knorpel besteht aus dem nichtmineralisier-
ten Knorpelgewebe, welchem CDHA-KTristalle und betricht-
liche Mengen Aminoséduren, Phosphoserin und anderen Bio-
molekiilen zugesetzt sind. Bis heute ist die molekulare
Anordnung von Biomakromolekiilen und CDHA nicht hin-
reichend verstanden. Man vergleicht den mineralisierten
Knorpel oft mit Knochen, da beide in enger Nachbarschaft in
der Wachstumsfuge vorkommen und dhnliche biologische
Bausteine sowie CDHA enthalten.!! Anders als die pléttchen-
formigen Mineralkristalle im Knochen sind die Mineralkris-
talle im Knorpel eher nadelférmig,!! 105 1%-1121 ynd wesentlich
kiirzer (25-75 nm!"®! oder 50— 160 nm!'#?!) als im Zahnschmelz
(bis zu 100 um!“e) Die Breite der CDHA-Kristalle im
Knorpel wurde mit 5-7.5 nm!¥ und 1.8 nm angegeben.['82]

Ubersichten zur Mineralisation in Knorpel sind in Lit. [183 -
185] gegeben. Vor der Kristallisation nimmt die organische
Matrix (Proteoglycane, Kollagen-IT und Wasser)!! zunichst
Calcium und dann Phosphat auf.l'® Die ersten Kristalle aus
CDHA im Knorpel sind nadelférmig und entstehen in
zelluldren Matrixvesikeln.['s> 18 Nach der Ausscheidung aus
den Zellen ordnen sie sich an der organischen Matrix als
Cluster von zufillig orientierten Kristallen an. Diese Cluster
verschmelzen anschlieBend zum ausgewachsenen mineralisier-
ten Knorpel, der anders als Knochen und Zahnschmelz zuféllig
orientierte Mineralkristalle aufweist.'8!! Physikalisch-chemi-
sche Untersuchungen zeigen die niedrige Kristallinitit und die
Anwesenheit von signifikanten Mengen nichtapatitischer Cal-
ciumphosphate. Der Anteil dieser nichtapatitischen Calcium-
phosphate nimmt zu Beginn zu und bei fortschreitender
Reifung des Gewebes bei zunehmendem Gesamtmineralgehalt
wieder ab.['¥ Man kann hieraus schlieBen, dass die in den
Vesikeln gebildeten CDHA-Kristalle als Keime fiir die weiter-
gehende Mineralisation dienen. Von einem umfassenden
Verstédndnis der hier ablaufenden Prozesse der Keimbildung
und Kiristallisation sind wir heute noch weit entfernt.!"

3.4. Schalen

In seltenen Fillen bilden Weichtiere (Mollusken) Schalen
aus Calciumphosphat.['” 1381 Als vor etwa 570 Mio. Jahren die
Biomineralisation von Weichtieren einsetzte, gab es sowohl
Mollusken mit Schalen aus Calciumcarbonat als auch solche
mit Schalen aus Calciumphosphat. Im Laufe der Entwick-
lungsgeschichte sind die Arten mit Calciumphosphatschalen
fast vollig ausgestorben (als ,Problematica“ bezeichnete
Arten), sodass die bei weitem iiberwiegende Zahl heutiger
Schnecken und Muscheln Schalen aus Calciumcarbonat
bildet.ll Abbildung 7 zeigt die versteinerten Schalen der Art
Lingula, die aus Calciumphosphat (Apatit) bestehen.['®]
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Abbildung 7. Versteinerte Schalen der Molluske Lingula aus Calcium-
phosphat (unterer Trias; aus http://inyo.topcities.com/ef/lingula.html mit
Genehmigung).

4. Die pathologische Kristallisation von
Calciumphosphaten

Die Abscheidung von Calciumphosphaten im Korper am
falschen Ort kann zu schweren Erkrankungen fiihren. Solche
pathologischen Verkalkungen sind z.B. verantwortlich
fiir Blasensteine,['> 181901 Arteriosklerose,['4! 1917193 Zahn-
stein,*> 4] die Verkalkung von kiinstlichen Herzklap-
pen, 1%l und verkalkte Menisken (,,Chondrocalcino-
se*).[19%- 2001 Abbildung 8 zeigt eine arteriosklerotische Ab-
lagerung von Calciumphosphat (gemeinsam mit Cholesterin),
die aus verkalkten Arterien isoliert wurde.['">2] Diese Art

der GefidBiblockierung ist heute die haufigste Todesursache
beim Menschen in den Industrieldndern.

Abbildung 8. Kugelférmige Partikel aus Calciumphosphat aus arterio-

sklerotischen Ablagerungen. LingenmaBstab: 4 um (aus Lit. [193] mit
Genehmigung).

Da einige Korperfliissigkeiten (Blut, Speichel) hinsichtlich
der Hydroxylapatitabscheidung iibersittigt sind,*!) kénnen
wir folgern, dass die Verkalkung thermodynamisch zwar stets
moglich, aber kinetisch im Allgemeinen gehindert ist. Es muss
also geeignete Inhibitionsmechanismen im Korper geben, die
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eine Mineralisation am unerwiinschten Ort im gesunden

Organismus verhindern. Die Untersuchung dieser Inhibi-

tionsmechanismen ist Gegenstand der aktuellen Forschung in

der Molekularen Medizin. Es ist moglich, dass Storungen
dieser Inhibition die Ursache fiir eine Reihe der pathologi-
schen Verkalkungen sind. Auflerdem gibt es Hinweise darauf,
dass das dynamische Gleichgewicht zwischen Knochenauf-
16sung und Knochenneubildung ebenfalls von der Inhibition
abhingt. So neigen ,,Knock-out-Méuse“, die bestimmte Pro-
teine im Blut nicht bilden konnen, zu massiver unkontrol-
lierter GefdBverkalkung. Vermutlich wirken diese Proteine

(z.B. Fetuin,[*> %] Matrix-Gla-Protein['**22l) im gesunden

Organismus als Inhibitoren der Verkalkung. Mogliche Me-

chanismen sind das Komplexieren der Calcium- oder Phos-

phationen und das Verhindern des Wachstums von ersten

Calciumphosphatkeimen durch spezifische Adsorption.[203-203]
Daneben wurden auch Mechanismen identifiziert, die die

Kristallisation begiinstigen.!'*] Insbesondere fiir die Arterio-

sklerose werden derzeit diskutiert:

o die heterogene Keimbildung von Calciumphosphaten an
den Membranen von toten Zellen (Induktion der Kristal-
lisation durch die Phosphatgruppen von Zellmembran-
Phospholipiden)[ 19

o Keimbildung durch Antikorper, die spezifisch mit Choles-
terin reagierenl?0 201

o Bildung von knochenihnlichen Strukturen auf der Innen-
seite von Gefdlen durch osteoblastenéhnliche Zellen
(Perizyten)R207)

Im Fall der Arteriosklerose ist es wahrscheinlich, dass eine
Reihe von Effekten fiir die pathologische Kristallisation verant-
wortlich sind, angefangen bei rein physikalisch-chemischen
Prozessen (Abscheidung aus iibersittigter Losung)!'*!l {iber
biologisch induzierte Kristallkeimbildung bis hin zur zelluldr
kontrollierten Abscheidung von Calciumphosphaten.['4!]

Ahnliche Effekte werden fiir die Verkalkung von kiinst-
lichen Herzklappen diskutiert. Der Ersatz von Herzklappen
durch biologische Implantate (Herzklappen von Schweinen)
oder synthetische Implantate ist heute in der Herzchirurgie
etabliert (ca. 150000 Implantationen weltweit pro Jahr).[']
Problematisch ist die Verkalkung der Implantate, teilweise
schon nach wenigen Monaten, d.h., die Herzklappen werden
durch die Ablagerung von Calciumphosphaten steif. Es ist bis
heute nicht klar, warum dies geschieht. Zumindest bei
Herzklappen biologischen Ursprungs scheint eine Keimbil-
dung an den Phospholipidgruppen von toten Zellen wahr-
scheinlich.[%+1%8]

5. Calciumphosphate als Biomaterialien

Die Behandlung von Verletzungen oder Erkrankungen
erfordert hiufig einen chirurgischen FEingriff. Seit etwa
50 Jahren werden zunehmend Biomaterialien zur Verbesse-
rung der chirurgischen Eingriffe oder zum Ersatz von
geschidigten Korperorganen eingesetzt. Knochenbriiche wer-
den heute meist mit metallischen Driahten, Nigeln, Schrauben
und Platten behandelt, abgenutzte Gelenke (Knie, Hiifte)
werden durch kiinstliche Endoprothesen ersetzt und verlore-
ne Zihne konnen durch metallische Implantate ersetzt
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werden, um nur einige Beispiele zu nennen. Sobald ein

solches korperfremdes Material Korperkontakt hat, wird die

Frage nach der Biokompatibilitit aufgeworfen, da jede

Nebenwirkung moglichst vermieden werden muss (vor allem

Toxizitdt, Allergieauslosung, Entziindung, Korrosion, mecha-

nisches Versagen). Die Entwicklung optimaler Biomateria-

lien ist Gegenstand gemeinsamer Arbeiten von Medizinern,

Ingenieuren, Chemikern und Physikern.[' 194 208-213]
Calciumphosphate verfiigen normalerweise iiber eine aus-

gezeichnete Biokompatibilitét, d.h., sie werden vom Koérper

gut angenommen und integriert, z. B. in den Knochen nach

einer Implantation. Dies liegt an ihrer weiten Verbreitung im

Korper in geloster oder fester Form. Calciumphosphate sind

daher heute als Biomaterialien weit verbreitet, vor allem zur

Hartgeweberegeneration (Knochen, Zihne).?b 47 66 214-221]

In Form von groleren Werkstiicken werden Calciumphos-
phate als kiinstliche Knochenersatzmaterialien zur chirurgi-
schen  Behandlung von  Knochendefekten  einge-
setzt.[116:219.222] Eijn durch eine Tumorextraktion, einen
komplizierten Knochenbruch oder Entziindung hervorgeru-
fener Knochendefekt muss mit geeignetem Material auf-
gefiillt werden, um das Einwachsen von neuem Knochenge-
webe zu ermoglichen. Wenn dies nicht geschieht, kann
Bindegewebe in den Defekt einwachsen, sodass die Knochen-
bildung unterbleibt. Das ideale Ersatzmaterial (der ,,goldene
Standard*), der korpereigene spongiose Knochen aus dem
Beckenkamm (Hiifte), ist gewohnlich nicht in ausreichender
Menge vorhanden. Fremdmaterialien biologischer Herkunft
(von humanen oder tierischen Spendern) werden wegen
moglicher Infektionsgefahren kritisch diskutiert, und die
Notwendigkeit fiir ein vollsynthetisches Material ist offen-
kundig. Heute ist eine Vielzahl von unterschiedlichen Cal-
ciumphosphaten zur Behandlung von Knochendefekten auf
dem Markt (Ubersichten siehe Lit. [15, 16, 219, 222]).

Chemisch handelt es sich im Allgemeinem um Hydroxyl-
apatit, 3-TCP oder BCP (d.h. einen Composit-Werkstoff aus
HA und B-TCP).[1516.219.222.223] Dje Anforderungen an ein
ideales Knochenimplantat sind in der Regel:

e cine Porositidt mit Porendurchmessern von einigen 100 pm
(zum Einwachsen des Knochens; siche Abbildung 2 und
Abbildung 3)

e cine biologische Abbaubarkeit mit einer dhnlichen Ge-
schwindigkeit wie bei der Neubildung von Knochen (d.h.
zwischen einigen Monaten und etwa zwei Jahren)

e cine ausreichende mechanische Stabilitdt'> 16219 222]
Hydroxylapatit ist unter physiologischen Bedingungen

stabiler als a- und B-TCP, da es schlechter 16slich ist und

langsamer resorbiert wird.['> 162192221 Tmplantate aus calci-
niertem HA mit hoher Kristallinitét sind in einem Knochen-
defekt noch nach Jahren in nahezu unverdnderter Form

nachweisbar. Daher scheinen B-TCP?'¥l und BCPR! 6% 63 64]

derzeit favorisiert zu werden. Ein ideales Material sollte sich

so schnell auflosen, wie neuer Knochen gebildet wird, d.h.,

nach der Heilung sollte der Defekt vollstdndig mit gesundem

Knochengewebe gefiillt sein. Abbildung 9 zeigt drei Kno-

chenersatzmaterialien auf der Basis von Calciumphosphaten

unterschiedlicher Herkunft. Die Porositdt der Implantate ist
sehr wichtig, um Zellinvasion und Knocheneinwachstum zu
ermoglichen.
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Abbildung 9. Beispiele fiir porose Knochenersatzmaterialien auf Calcium-
phosphat-Basis: a) Cerabone (Hydroxylapatit) aus calcinierter Rinder-
spongiosa (ca. 3 x 1 x 1 cm?). b) Algipore (Hydroxylapatit) aus der hydro-
thermalen Umwandlung von Calciumcarbonatalgen mit Ammoniumphos-
phat. LangenmaBstab: 100 pm. c) Cerasorb (synthetisches phasenreines 3-
TCP) mit CNC-gebohrten Lochern (ca. 1 x 1 x 2 cm?). CNC = computer
numerical control.

Ein neues Material fiir die Behandlung von Knochende-
fekten sind Knochenzemente auf Calciumphosphat-Basis.
Diese werden als Paste eingebracht und hérten dann im
Defekt aus. Es gibt viele solcher Zemente mit unterschied-
licher Zusammensetzung auf dem Markt (siche auch die
Diskussion der einzelnen Calciumphosphate). Gewohnlich
bestehen sie alle aus einer Mischung fester Calciumphos-
phate, die mit einer Losung angerithrt werden, um die
Ausfillung einer CDHA-Phase zu erreichen [GI. (3); nicht
stochiometrisch ausgeglichen]:[66 102-104, 211, 212]

Ca(H,PO,) - 2H,0 (s) + p-Ca;(PO,), (s) + CaCO; (s) + Na,HPO, (aq) —
Cags(HPO,))7(PO4)45(CO3)o7(OH), 5 (5)

Dieses Verfahren ist vorteilhaft, da es anders als bei
vorgeformten festen Implantaten eine gute geometrische An-
passung des Zements an den Defekt ermoglicht. Struktur und
Zusammensetzung des ausgehérteten Materials dhneln dem
Knochenmineral, was eine gute Resorption zur Folge hat.[*!

Die Beschichtung von metallischen Implantaten mit Cal-
ciumphosphat spielt eine grofe Rolle in der Medizin. Solche
Implantate werden vor allem als Endoprothesen (kiinstliches
Hiiftgelenk) und als Zahnimplantate im Kiefer verwendet.
Die notwendige mechanische Stabilitdt erfordert metallische
Grundkorper. Da Metalle aber gewohnlich keine feste Ver-
bindung mit dem Knochen bilden, wurde schon frith nach
Wegen gesucht, den mechanischen Kontakt an der Grenz-
fliche Implantat-Knochen zu verbessern.[%2%. 2241 Neben
einer Erhohung der Oberflichenrauhigkeit ermoglicht eine
Beschichtung mit Calciumphosphaten, dass Knochen gut an
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die Calciumphosphatdeckschicht anwichst: Die Beschichtung
wirkt wie ein Klebstoff zwischen Metall und Knochen
(Abbildung 10).

Abbildung 10. Calciumphosphate in der Hiiftendoprothetik: Ein kerami-
sches Kugelgelenk (ALO;), eine calciumphosphatbeschichtete Endopro-
these (zementfreie Endoprothese) und eine unbeschichtete Endoprothese,
die im Femurschaft mit PMMA-Knochenzement fixiert wird. PMMA =
Poly(methylmethacrylat).

Derzeit werden zwei Beschichtungsmethoden praktisch
angewendet: Zum einen das Aufbringen von geschmolzenem
Calciumphosphat durch Hochtemperatur-Plasmaspritzen,
zum anderen die Kristallisation aus tiberséttigter Calcium-
phosphatlosung. Die erste Methodel % 2162241 jst chemisch
gesehen recht rauh. Festes Calciumphosphatpulver wird in
eine Plasmaflamme eingespritzt und gegen ein Implantat
geschleudert. Dieses wird entsprechend rotiert, um eine
gleichméBige Beschichtung zu erreichen. Das extrem schnelle
Abschrecken fithrt zur Bildung einer Mischphase unter-
schiedlicher Calciumphosphate, die fest mit der Metallober-
fliche verzahnt ist.[% % 216.224]

Bei der zweiten Methode werden metallische Implantate in
iibersittigte Calciumphosphatlosungen getaucht. Das Verfah-
ren wurde hauptsichlich von Kokubo et al. sowie van Blit-
terswijk et al. entwickelt. Sie konnten zeigen, dass nach
entsprechender Oberflichenvorbehandlung des Metalls eine
stabile Verbindung zwischen Calciumphosphat und Metall
entsteht.??>-20 Diese Methode ermdglicht auch die Beschich-
tung innerer Oberfldchen (mit Plasmaspritzen schwierig) und
den Einbau biologisch aktiver Wirkstoffe (z.B. Proteine,
Antibiotika) in die Deckschicht.! Ein Spezialfall ist die
Abscheidung von biomimetischen Defektapatiten durch Tau-
chen in eine ,simulierte Blutplasmafliissigkeit (SBF), d.h., in
eine ibersittigte Losung, die die anorganischen Ionen des
menschlichen Blutplasmas in nahezu natiirlicher Konzentration
enthdlt.225-228. 222351 Abbildung 10 zeigt sowohl eine mit Cal-
ciumphosphat beschichtete als auch eine unbeschichtete Hiift-
endoprothese. Letztere muss im Oberschenkelknochen (Fe-
mur) mit einem geeigneten Knochenzement auf Poly(methyl-
methacrylat)-Basis fixiert werden, um einen ausreichenden
Halt zu gewihrleisten. Dieser Knochenzement ist nicht bio-
logisch abbaubar und verbleibt im Implantatraum. 22+ 23]
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Die gleichen Uberlegungen gelten fiir Zahnimplantate, die
in den Kiefer eingebracht werden. Auf diese metallischen
Implantate werden kiinstliche Zdhne aus Keramik aufge-
schraubt. Um den betrachtlichen Kaukriften standhalten zu
konnen, muss die mechanische Anbindung des Implantats an
den Kiefer optimal sein. Eine Beschichtung mit Calcium-
phosphaten (gewohnlich durch Plasmasprayverfahren) ver-
bessert die Bindung an den Knochen wesentlich. Abbil-
dung 11 zeigt ein solches plasmaspraybeschichtetes Implantat
bei unterschiedlicher VergroBerung. In Abbildung 12 ist die
Oberfldche einer Nickel-Titan-Formgedachtnislegierung (Ni-
Ti, Nitinol®) zu sehen, die durch Tauchen in Losung be-
schichtet wurde, um die Biokompatibilitit zu erhthen.?]

Abbildung 11. Zahnimplantate (von Friadent) mit Calciumphosphatbe-
schichtung aus dem Plasmasprayverfahren. VergroBerung: a) 10 x,
b) 1000 x . Zu beachten ist die irreguldre, rauhe Struktur der Calcium-
phosphatschicht bei hoherer VergroBerung. LingenmaBstibe: a) 1 mm,

b) 10 pm.

/ s . 43
i o i i - il -

Abbildung 12. Die Oberfldche einer Nickel-Titan-Formgedéchtnislegie-
rung (Nitinol®), die durch Tauchen in iibersittigte Calciumphosphatldsung
beschichtet wurde. Vorne sieht man die gedtzte Metalloberfldche, von der
die Deckschicht mechanisch entfernt wurde. Langenmafstab: 2 pm.

Angew. Chem. 2002, 114, 3260-3277
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6. Die biomimetische Kristallisation von
Calciumphosphaten

Die Fiahigkeit biologischer Systeme, anorganische Verbin-
dungen in besonderen Strukturen (z.B. Schalen, Stacheln,
Zihne, Knochen, Skelette) anzuordnen, kann bis heute nicht
durch chemische Synthesen nachgeahmt werden. Um die
besonderen mechanischen und strukturellen Eigenschaften
solcher Biomineralisate nachzuahmen, arbeiten weltweit
mehr und mehr Forschungsgruppen an der Klidrung des
Biomineralisationsprozesses. Im Fall der Calciumphosphate
kommt das groBe Interesse der klinischen Medizin an bio-
kompatiblen Implantaten und an der Behandlung pathologi-
scher Verkalkungen hinzu. Die Grundlagen der Biominera-
lisation wurden bereits ausfiihrlich in Ubersichtsartikeln
beschrieben.[: 37238241 Daher werden wir uns hier auf die
biologisch inspirierte Kristallisation von Calciumphosphaten
beschrianken und an einigen Beispielen die derzeitigen
Moglichkeiten aufzeigen.

Ein Ansatz zur Herstellung biomimetischer Knochener-
satzmaterialien wurde von Pompe et al. vorgestellt, die HA
auf Kollagen kristallisierten, um einen knochenéhnlichen
Composit-Werkstoff zu erhalten.?*?l Obwohl die Ultrastruk-
tur von Knochen nicht realisiert werden konnte, werden die
klinischen Einsatzmoglichkeiten von solchen Kollagen-HA-
Membranen zurzeit intensiv untersucht. Es ist hier auch
anzumerken, dass die Umwandlung eines biologisch abbau-
baren Implantats in Knochengewebe letztlich nur durch den
Korper selbst erfolgen kann. Ozin etal. féllten HA in
Gegenwart von Tensiden, um ein biomimetisches lamellares
Produkt zu erhalten.?*! Stupp et al. stellten Organoapatite
mit knochenmineraldhnlicher Kristallinitdt durch Fallung in
Gegenwart von organischen Polyelektrolyten her.[214 217 244, 243]
Wie bereits erwihnt, gelang es Kokubo et al. und van Blit-
terswijk et al., unterschiedliche Substrate mit knochenmine-
raldhnlichem Apatit zu beschichten (sieche hierzu
Lit. [229, 234] und die Literaturstellen zu beschichteten
Metallprothesen). Wir berichteten kiirzlich tiber die Herstel-
lung von Formkorpern aus knochenmineraldhnlichem Apatit
und Composit-Werkstoffen in Verbindung mit biologisch
abbaubaren Polymeren.[54-56. 240]

Zur besseren Kontrolle der Fallungsbedingungen stellten
Nancollas et al. die ,,Konstante-Zusammensetzung-Methode*
(constant composition method) vor. Diese ermdglicht die
Beobachtung und Konstanthaltung der externen Kristallisa-
tionsparameter (vor allem pH-Wert und Konzentrationen der
beteiligten Ionen) wihrend einer Fillung.?> 24l Normalerwei-
se sinkt der pH-Wert bei der Fillung von Calciumphosphaten
durch die Freisetzung von Protonen, die zuvor an Hydrogen-
phosphat oder Dihydrogenphosphat gebunden waren
[GL 4)]:

5Ca* (aq) +3HPO,*" (aq)+5H,0 (1) —

Cas(PO,);0H (s) + 4H;0" (aq) @

Einer der wesentlichen Unterschiede zwischen der chemi-
schen und der biologischen Kristallisation ist die Geschwin-
digkeit der Féllung. Bei einer chemischen Fillung findet die
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Kristallisation im Allgemeinen schnell statt, wihrend bio-
logische Kristalle normalerweise Tage, Wochen oder Monate
zum Wachstum brauchen. Ein geeignetes Experiment zur
Nachahmung der Biomineralisation muss daher eine lang-
same Kiristallisation ermoglichen, insbesondere wenn der
Einfluss von organischen oder biologischen Fremdsubstanzen
untersucht werden soll.

Als giinstig hat sich hierbei die Doppeldiffusionstechnik
herausgestellt, bei der zwei Salzlosungen durch eine geeignete
Diffusionsbarriere (z.B. eine Membran) getrennt sind. Falls
diese Membran oder Matrix nicht nur inert ist, sondern selbst
iiber biomimetische funktionelle Gruppen verfiigt, kann
deren Einfluss auf die Keimbildung untersucht werden.
Entsprechende Experimente wurden von lijima et al. (Kolla-
gen-Matrix aus Rinder-Achillessehnen®®! und -hduten in
Gegenwart von Rinder-?*! und Méiuseamelogeninen),
Kniep et al. (Matrix aus denaturiertem Kollagen),[!>4 251.252]
Epple et al. (Matrix aus mikropordésem Polyglycolid),?>3-2%
Falini et al. (Matrix aus Kollagen),?l und Stupp et al. (Matrix
aus kohlenstoffbeschichtetem TEM-Netz) durchgefiihrt.['3]
Die Kristallisation von knochenmineraldhnlichem Apatit
aus simulierter Blutplasmafliissigkeit wurde unter kontrol-
lierten statischen und dynamischen Bedingungen von Vallet-
Regi et al.?® 21 und Epple et al.?>% 2% durchgefiihrt.

Das fraktale Wachstum von hantelférmigen Fluorapatit-
kristallen, die sich bis zu Kugeln schlieBen, wurde auf die
Wechselwirkung zwischen Kollagen und wachsenden Fluor-
apatitkristallen zuriickgefiihrt.'3 252521 Abbildung 13 zeigt
diese besondere Kristallmorphologie.

Abbildung 13. Ein biomimetisch in einer Gelatine-Matrix gewachsener
Kristall aus Fluorapatit. Die besondere Wachstumsmorphologie kann
durch ein fraktales Modell gut erklédrt und simuliert werden. Langenmaf-
stab: 10 pm (aus Lit.>?l mit Genehmigung).

Durch Kombination der ,,Konstante-Zusammensetzung-
Methode“ mit dem Doppeldiffusionsansatz konnten wir
unterschiedliche Kristallmorphologien von Fluorapatit in
Abhingigkeit von der Gesamtkonzentration (d.h. Uber-
sattigung), dem pH-Wert und der Fluoridkonzentra-
tion identifizieren.?* 2551 Abbildung 14 zeigt eine gleichmi-
Bige Kristallpopulation, die mit dieser Methode erhalten
wurde.

3273



AUFSATZE

M. Epple und S. V. Dorozhkin

Abbildung 14. Hexagonale Fluorapatitkristalle aus einem Doppeldiffu-
sionsexperiment unter kontrollierten Bedingungen (pH 7.4, 37°C, kon-
stante lonenkonzentrationen, 7 Tage Wachstumszeit). Zu beachten sind die
gleichmiBige Form der Kristalle und ihre Morphologie. LangenmaBstab:

10 pm.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl es den Nichtfachmann erstaunen mag, gibt es noch
viele offene Fragen auf dem Gebiet der Calciumphospat-
Chemie. Die grundlegenden Fragen nach Kristallographie,
Thermodynamik und Phasenbeziehungen sind gekldrt. Wenn
es aber um die biologische Bildung von Calciumphosphaten
geht, dann kommen Aspekte wie Kristallisationsgeschwindig-
keit, Kontrolle der Kristallmorphologie, Einbau von Fremd-
ionen und Wechselwirkung mit Biomolekiilen ins Spiel, die
bis heute nur unzureichend verstanden werden. Ein umfas-
senderes Verstdandnis der Struktur, Bildung und Auflosung
solcher Biominerale wird schlieflich zu besseren Biomateria-
lien fithren, die die Behandlung von Knochen- und Zahner-
krankungen verbessern werden. Es wird auch helfen, weit
verbreitete pathologische Verkalkungen wie Arteriosklerose,
Steinbildung und Zahnstein besser bekdmpfen zu koénnen.
Von den rein chemischen Aspekten abgesehen, werden die
Ergebnisse der modernen Genforschung unser Verstdndnis
revolutionieren: Hier wird zurzeit damit begonnen, geneti-
sche Informationen mit Bildung und Erkrankungen von
Hartgeweben zu korrelieren.
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