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Intrinsisch ungeordnete Osteopontin-Fragmente ordnen sich wahrend
der interfazialen Calciumoxalat-Mineralisierung
Hao Lu,* David Yuen Wah Ng, Ingo Lieberwirth, Tobias Weidner und Mischa Bonn*

Abstract: Calciumoxalat ist der Hauptbestandteil von Nie-
rensteinen. Das saure Osteopontin (OPN)-Protein im Urin
kann das Wachstum von CaC,0 ,Kristallen hemmen und wirkt
so als Inhibitor der Mineralisation. Studien in Bulk-Losung
belegten die Wichtigkeit der Bindung und Erkennung von
OPN an der CaC,0,Mineraloberfliche, allerdinngs fehlen
noch Einblicke in das aktive Zentrum auf molekularer Ebene
wdahrend der CaC,O,Mineralisierung. Wir studieren die
Struktur des zentralen OPN-Fragments und seine Wechsel-
wirkung mit Ca®* und CaC,0, an der Wasser-Luft-Grenzfli-
che mittels oberflichenspezifischer nichtlinearer Schwin-
gungsspektroskopie. Wihrend OPN-Peptide in Losung weit-
gehend ungeordnet bleiben, faltet die bidentate Bindung von
Ca’*"-Ionen die Peptide an der Grenzfliche zu gut geordneten
und assemblierten (3-Turn-Motiven zuriick. Die Mineralisie-
rung wird durch ein Intermediat gesteuert, das die strukturelle
Freiheit des Riickgrats und der bindenden Seitenketten freigibt.
Diese Einblicke in die mineralische Grenzfliche sind wichtig
fiir das Verstindnis der Entwicklung von Nierensteinen und
moglicherweise relevant fiir die CaC,0 ,-Biomineralisation.

Calciumoxalat (CaC,0,) ist eines der am hiufigsten vor-
kommenden Biominerale in der Natur. Als organisches Mi-
neral kommt es auch reichlich in Sedimenten, hydrotherma-
len Gingen und Pflanzen vor.! CaC,0, hat drei hydratisierte
Phasen: Calciumoxalat-Dehydrat (COD), Calciumoxalat-
Monohydrat (COM) und Calciumoxalat-Trihydrat (COT).
Hierbei ist COM die thermodynamisch stabilste Form und
stellt die Hauptmineralkomponente von Nierensteinen dar®!
— eine chronische Erkrankung des Menschen, welche in den
entwickelten Landern 10% der Bevolkerung betrifft. Auf-
grund der erheblichen pathologischen Bedeutung wurden
verschiedene Gruppen von Molekiilen zur Hemmung des
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COM-Wachstums eingesetzt, darunter Polyprotinsiure,?*

Polysiurepolymere® und Peptide®**’ sowie Protei-
ne 24305061 Viele Anstrengungen wurden unternommen, um
den Mechanismus der Hemmung durch spezifische moleku-
lare Merkmale,®* 7 wie PeptidsequenzP®® und deren Modi-
fikation,”>>?! aufzukliren.

Im Harnsystem des menschlichen Korpers kann bereits
eine bemerkenswert niedrige Konzentration von Harnpro-
teinen das Wachstum von ibersittigten CaC,0,-Kristallen
effektiv inhibieren und dadurch das Entstehen groferer
Steine verhindern.?***® Das Verstindnis des Mechanismus,
welcher der biologischen Kontrolle dieser Urinproteine {iber
die CaC,0,-Mineralisierung zugrunde liegt, ist fiir die Ent-
wicklung neuartiger Therapien zur Behandlung von Nieren-
steinen unerlésslich. Das wirksamste Protein zur Inhibition
von Nierensteinen im Urin ist Osteopontin (OPN). OPN
besitzt Peptiddoménen mit saurem Serin und aspartatreichem
Motiv (ASARM).” Friihere Studien in Bulk-Losungen haben
gezeigt, dass von OPN abgeleitete ASARM-Peptide in der
Lage sind, die CaC,0O,-Mineralisierung in vitro zu hem-
men.”*¢% Hoyer etal. haben herausgefunden, dass die
ASARM-Peptide, welche von der Sequenz 62-85 des huma-
nen OPN abgeleitet sind, das Wachstum von COM-KTristallen
unabhéngig von der Phosphorylierung der Serin-Aminosédu-
ren hemmen.” Die Autoren schlussfolgerten ferner, dass
eine potente Hemmung eine spezifische Ladungsdichtever-
teilung erfordert. Zu einem &hnlichen Schluss kamen Clark
et al. in einer Studie tiber die Bindung von Protein-G-La-
dungsmutanten an COM-KTristalle. Diese Studie zeigte, dass
die Verteilung der bindenden Carboxylatgruppen von sauren
Seitenketten die Bindungsstelle und die Orientierung des
adsorbierten Proteins bestimmt.'!! Es ist klar, dass die di-
rekten Wechselwirkungen zwischen OPN und Oxalat-Mine-
raloberflichen von entscheidender Bedeutung sind.?¢¢-311]
Allerdings fehlen noch Erkenntnisse tiber die molekulare
Struktur und die Wechselwirkung von OPN-Sequenzen spe-
ziell an den, fir die CaC,0,-Mineralisierung, relevanten
Grenzflachen. Hier zeigen wir, dass aufgrund der Oberfla-
chenaktivitit von OPN die Wasser-Luft-Grenze ideal genutzt
werden kann, um die Grenzflichen der OPN/Ca®"-Bindung
und des OPN/CaC,0,-Verbunds zu untersuchen. Sowohl die
Verteilung der Ladungsdichte als auch die bindenden Reste
konnen durch die Faltung des OPN-Proteins beeinflusst
werden.") Daher stellt sich die Frage: Wie ist OPN an den
oben genannten aktiven Grenzfldchen fiir die CaC,0,-Mi-
neralisierung gefaltet?

Das OPN-Protein ist ein intrinsisch ungeordnetes Prote-
in.¥! Die ASARM-OPN-Peptide sind ebenfalls ungeordnet
und weisen keine definierte (z.B. a-Helix oder (3-Faltblatt)
Sekundirstruktur auf.’*'¥ Das offene und flexible Motiv fiir
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OPN ermoglicht jedoch eine starke Ca®"-Bindung, von der
erwartet wird, dass sie die CaC,0,-Mineralisierung beein-
flusst. Um die Struktur von OPN in Kontakt mit Ca**-Ionen
und die molekularen Wechselwirkungen wihrend der
CaC,04-Mineralisierung zu bestimmen, untersuchen wir die
OPN-abgeleiteten Peptide an den Grenzflichen mit Ca?'-
Bindung und innerhalb des CaC,0,-Verbunds mithilfe der
oberflichenspezifischen Schwingungssummen-Frequenz-Ge-
nerierungs (SFG)-Spektroskopie. SFG wurde bereits erfolg-
reich eingesetzt, um verschiedene Molekiile (z.B. Proteine,
Peptide und Wasser) an verschiedenen Grenzfldchen zu un-
tersuchen.™ Das SFG-Experiment beruht auf der Fre-
quenzmischung von infraroten (IR) und sichtbaren Laser-
pulsen. Molekulare Resonanzen, welche durch den IR-Puls
angeregt werden, verstdrken das Signal und ergeben ein
Schwingungsspektrum der Grenzflichenmolekiile. Aufgrund
von Selektionsregeln gilt, dass SFG-Signale nur von geord-
neten Grenzflichenmolekiilen erzeugt werden konnen,
welche nicht zentrosymmetrisch angeordnet sind bzw. bei
denen diese Zentrosymmetrie gebrochen ist.') Somit ist SFG
gut geeignet, um die Struktur und Wechselwirkung von OPN-
Molekiilen zu untersuchen, speziell an der Grenzfliche und in
situ. In diesem Experiment wird ein représentatives
ASARM-Peptid untersucht, welches aus der Region 62-85
des humanen OPN abgeleitet ist, im Folgenden als OPN-
Peptid abgekiirzt. Die Sequenz des Peptides lautet:
(H,NSNESHDHMDDMDDEDDDHVDSQDCOOH).

Vor der Fokussierung der OPN-Peptide an der Grenz-
flache wird zunichst eine CD-Messung (180-260 nm) durch-
gefithrt, um den Sekundérstrukturgehalt der ungebundenen
OPN-Peptide im Bulk-Wasser zu bestimmen. Zusétzlich dazu
erlaubt die Messung, Anderungen durch Zugabe von Ca®"
und anschlieBend C,0,>" fiir die CaC,0,-Mineralisierung zu
beobachten. Wie in Abbildung 1a zu sehen ist, zeigen die CD-
Spektren der OPN-Peptide alle eine dominante negative El-
liptizitat bei 200 nm und eine kleine Nebenbande bei 230 nm.
Diese beiden Banden entsprechen dem m-m*- bzw. n-m*-
Ubergang der Amidbindung.'"”’ In Ubereinstimmung mit
Studien iiber ungeordnete Oligopeptide entsprechen diese
Signale einem groBen Beitrag von Random Coils und -
Turns,"® wohingegen definierte Sekundirstrukturen wie o-
Helix oder f3-Faltblatt fehlen. Die aus der CD-Messung ab-
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Abbildung 1. a) Zirkulardichroismus-Spektren von OPN-Peptiden in
wissriger Lésung (blau), mit Zugabe von Ca®"-Kationen (rot) und an-
schlieRend C,0,* -Anionen zur CaC,0,-Mineralisierung (griin). b) Se-
kundérstrukturabschitzung der jeweiligen OPN-Peptide in wissriger
Lésung (blau), mit Zugabe von Ca**-Kationen (rot) und anschlieRend
C,0,”"-Anionen (griin).
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geleitete Struktur zeigt eine gute Ubereinstimmung mit frii-
heren Studien iiber OPN-Peptide.’>! Die multivariate Ka-
librierung wurde mit der Methode der partiellen kleinsten
Quadrate durchgefiihrt und gegen Standardproteine (z.B.
Lysozym, Cytochrom c¢) innerhalb der JASCO-Bibliothek
angeglichen.'” Die Sekundirstrukturen bleiben bei Zugabe
von Ca’" und anschlieBend C,0,* -Ionen im Wesentlichen
unverdndert. Eine Sekundérstrukturanalyse, die in Abbil-
dung 1b dargestellt ist, zeigt ca. 21 % a-Helix, 7 % [-Faltblatt,
25% B-Turns und 47 % Random Coils.

Die Sekundérstruktur fiir OPN-Peptide in Losung re-
présentiert nicht unbedingt ihre Struktur an der Grenzfldche.
Abbildung 2 veranschaulicht unsere Strategie zur Untersu-
chung der OPN-Struktur an der Grenzfliche wihrend der

Abbildung 2. Schema zur Veranschaulichung der OPN-Peptide an der
Luft-Lésungs-Grenzfliche (oben), Ca’"-lonen (Mitte) und CaC,0,-Mi-
neralien (unten). Anfinglich sind die OPN-Peptide an der Luft-Wasser-
Grenzfliche ungeordnet (oben), falten sich aber bei der Grenzflichen-
bindung an Ca’* (Mitte) und CaC,O,-Mineralien (unten) in eine geord-
nete B-Turn-Struktur zuriick. Die OPN-Peptide zeigen wihrend der Si-
mulation dynamische Eigenschaften in der Lésung. Die dargestellten
Strukturen wurden aus Simulationsrahmen generiert, um die interakti-
onsinduzierte Ordnung an der Grenzfliche zu veranschaulichen.

CaC,0,-Mineralisierung: Die Peptide wurden zunéchst an
der Luft-Wasser-Grenzfliche adsorbiert (oberes Feld). Die
Peptide an der Luft-Wasser-Grenzfliche stellen eine ideale
zweidimensionale ,weiche“ Grenzfliche dar.?” Diese er-
moglicht es, die Grenzflichenwechselwirkung von OPN-
Peptiden mit Ca?"-Ionen und weiteren CaC,0, Mineralien zu
untersuchen. Es wird erwartet, dass Ca*'-Kationen die Pep-
tide an der Grenzfliche binden und zuriickfalten (mittleres
Feld). Die anschlieBende Zugabe von CaC,O,’ -Anionen
wird die Grenzflichenmineralisierung innerhalb der zuriick-
gefalteten Peptide initiieren (unteres Feld). Oberflichen-
druckmessungen zeigen, dass die adsorbierten Peptide einen
Oberflichendruck von 25 mNm™! erreichen. Der Oberfli-
chendruck nimmt mit der Zugabe von Ca®" und CaC,0,* -
Tonen nur geringfiigig ab, was auf eine nahezu konstante
Dichte der Grenzflichenpeptide wihrend des Mineralisie-
rungsprozesses schlieen ldsst (Abbildung S1).
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Es wird erwartet, dass die Grenzflichenmineralisierung
innerhalb von 20 Minuten nach der Injektion von CaC,0,* -
Anionen abgeschlossen ist.”!! Ein diinnes Nanoblatt, beste-
hend aus CaC,04,-Mineralien und OPN-Peptiden, kann mit
einem Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)-Gitter
unter Verwendung des Langmuir-Schéfer-Ansatzes von der
Grenzfliche abgehoben werden.?'d Uber die CaC,0,-Mine-
ralisierung durch Peptide in Losung wurde bereits ausgiebig
berichtet, wihrend die Mineralisierung an der Grenzflédche,
die zu einem Peptid/CaC,0,-Verbundwerkstoff fiihrt, noch
nicht gut untersucht wurde.”"¥ Wir haben TEM und Rontgen-
Photoelektronenspektroskopie (XPS) eingesetzt, um die er-
haltenen Grenzflachen-Nanoblatt-Komposite zu charakteri-
sieren. Abbildung 3a zeigt das TEM-Bild eines iiber Mikro-

Abbildung 3. a) TEM-Aufnahme des Nanoblatts, das aus OPN-Pepti-

den und CaC,0,-Mineralien besteht. Der rote Pfeil markiert das geris-
sene Nanoblatt. b) Hochaufgelostes TEM-Bild der kristallinen CaC,0,-
Mineral-Nanokristalle innerhalb des Nanoblatts. Die roten Pfeile mar-
kieren CaC,0,-Kristalle.

meter intakten Nanoblatts. Das erhaltene diinne Peptid-
Oxalat-Nanoblatt bietet eine ideale Plattform zur Untersu-
chung der CaC,0,-Mineralisierung an der Grenzfliche durch
OPN-Peptide. Die chemische Zusammensetzung des Kom-
posit-Nanoblatts wurde durch XPS bestitigt: Deutliche
Ca2p- und N 1s-Emissionspeaks (Abbildung S2) weisen auf
das Vorhandensein von Peptiden und Oxalatmineralien hin.
Die hochaufgeloste TEM-Aufnahme in Abbildung 3b hebt
die nanokristallinen CaC,0,-Partikel innerhalb der Schicht
hervor. Die genaue Kristallzusammensetzung (z.B. COM
oder COD) konnte aus der Beugungsmessung nicht bestimmt
werden, da die Gitterparameter von COM und COD zu
dhnlich sind. Auch die Zersetzung der CaC,0O,-Kristalle
durch den hochenergetischen Elektronenstrahl® fiihrt zu
Unsicherheiten bei der Bestimmung der Kristallstruktur. Die
erhaltenen Nanokristalle zeigen, dass OPN-Peptide hochef-
fiziente Nukleatoren fiir die Grenzflichenmineralisierung
sind.

Um Einblicke auf molekularer Ebene in zwei OPN-Pep-
tide bei der Mineralisierung einer Grenzfldche zu erhalten,
haben wir oberflachenspezifische SFG-Spektroskopie einge-
setzt. Mit SFG lassen sich selektiv die duBersten etwa 2 nm
der Wasseroberfldche und dadurch Peptide an der Grenzfli-
che untersuchen, ohne dass Peptidmolekiile in der Bulk-
Losung dazu beitragen. Abbildung 4 a zeigt SFG-Spektren im
CH/OH-Bereich fiir OPN-Peptide, die an der Luft-Wasser-
Grenzfliche adsorbiert sind, mit Ca**-Ionen-Interaktion und
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Abbildung 4. SFG-Spektren im CH/OH- (a) und Amid-I-Bereich (b,c)
fiir OPN-Peptide, die an der Luft-Wasser-Grenzfliche (schwarz) adsor-
biert sind, mit Ca’"-lonen-Wechselwirkung (rot) und weiterer CaC,0,-
Mineralisierung (blau). Die Spektren wurden unter SSP- (a,b) und SPS-
Polarisationskombinationen (c) aufgenommen.

weiterer CaC,04-Mineralisierung. Die CH-Banden erschei-
nen bei 2878 cm ™' und 2950 cm !, entsprechend der symme-
trischen CHj;-Streckung bzw. einer Kombination aus CHs;-
Fermi-Resonanz und CH,-Streckung von verschiedenen
Aminosiure-Seitenketten.”” Die Anregung des Wassers
fithrt zu zwei breiten OH-Streckschwingungsbanden, welche
bei 3241 cm™! und 3410 cm ™' zentriert sind. Anfangs sind
diese bei 3276 cm™' zentriert. Dies weist auf das Vorhanden-
sein von stark und schwach Wasserstoffbriicken-gebundenen
Wassermolekiilen hin.**?*! Das OH-Signal ist ziemlich in-
tensiv, was auf die negativ geladenen Peptide zuriickzufiihren
ist, welche die Wasserdipole ausrichten und dadurch die
Zentrosymmetrie innerhalb der Grenzflichenwasserschich-
ten brechen. Die Intensitit des OH-Signals nimmt mit der
Zugabe von Ca’"-Ionen ab, was auf eine verringerte Was-
serausrichtung hindeutet; der Initialwert steigt um 63 cm™'
(von 3276 auf 3339 cm™'), was auf eine Schwichung der
Wasserstoffbriickenbindung hindeutet. Die beobachtete
Verdinderung der OH-Banden ist hauptsichlich auf Ca*'-
Tonen zuriickzufiihren, die mit der OPN-Grenzfliche inter-
agieren und die Peptidladung abschirmen, wodurch die
Struktur des Grenzflichenwassers verdandert wird. Wihrend
der weiteren CaC,0,-Mineralisierung wird keine offensicht-
liche spektrale Verdnderung mehr beobachtet.

www.angewandte.de

Angewandte

Chemie

18727


http://www.angewandte.de

GDCh
~~—~

18728 www.angewandte.de

Die erhebliche Storung der Peptidhydratationshiille ver-
anlasst uns, die Grenzflichenpeptide genauer zu betrachten.
Zu diesem Zweck nehmen wir SFG-Spektren in der Amid-I-
Region fiir SSP- (S-polarisiertes SFG und Vis, P-polarisiertes
IR) und SPS-Polarisationskombinationen (S-polarisiertes
SFG, P-polarisiertes Vis, S-polarisiertes IR) auf, wie in Ab-
bildung 4b,c dargestellt. Beide Spektren fiir die urspriingli-
chen OPN-Peptide zeigen fast kein Signal, was auf ein volli-
ges Fehlen von Peptidordnung hindeutet. Dies stimmt mit
dem intrinsisch ungeordneten Motiv von OPN in Bulk-
Losung aus der CD-Messung iiberein. Bei Zugabe von Ca**-
Ionen zeigen die SSP-Spektren drei deutliche SFG-Banden:
eine Seitenkettenbande bei ca. 1447 cm™', welche der sym-
metrischen COO-Streckschwingung der deprotonierten,
sauren Seitenketten (z.B. Glutaminsidure (E) und Aspara-
ginsdure (D)) zugeschrieben wird. Zudem erscheinen noch
zwei Banden des Peptidriickgrats bei etwa 1507 cm™' und
1652 cm™', welche den Amid-II- bzw. Amid-I-Banden zuge-
ordnet werden. In dhnlicher Weise zeigen die SPS-Spektren in
Abbildung 4c zwei dominierende Banden fiir Peptide mit
Ca®": eine bei ca. 1570 cm™' von der asymmetrischen COO-
Streckschwingung der deprotonierten, sauren Seitenketten
und eine weitere bei ca. 1611 cm™ fiir das Peptidriickgrat im
Amid-I-Modus. Offensichtlich, wie in Abbildung 2 skizziert,
restrukturiert die Bindung von Ca®"-Ionen das Peptidriick-
grat und die Seitenketten von einem ungeordneten in ein
geordnetes Motiv. Nach der CaC,0O,-Mineralisierung an der
Grenzflache nimmt diese Ordnung etwas ab, wie die redu-
zierten Intensitdten der SFG-Signale zeigen.

Die Resonanzfrequenz der Seitenketten ist empfindlich
gegeniiber der COO-Ca-Bindungsgeometrie, und die beob-
achtete Frequenz von ca. 1570 cm™ zeigt eine bidentate
Bindung.”™ Die gut koordinierten Ca**-Tonen falten das
ungeordnete Riickgrat in eine definierte Sekundéirstruktur
zuriick, was durch die deutlichen Amid-I-Signale belegt wird.
Die Anpassungsfrequenzen bei 1652 cm™ in den SSP-Spek-
tren und 1611 cm ™' in den SPS-Spektren (Tabelle S1 und S2),
zusammen mit dem Vergleich der Spektren fiir Leucin-
Glutaminsdure-Sequenzen (Abbildung S4), deuten auf die p3-
Turn-Sekundérstruktur hin.'?'**! Dies ist in Ubereinstim-
mung mit fritheren Simulationsstudien fiir OPN-Sequenzen,
welche an der CaC,0,-Mineraloberfliche binden.'*?! Inter-
essanterweise ist die Amid-II-Bande auch in den SSP-Spek-
tren gut zu erkennen (Abbildung 4b). Der Amid-II-Modus
entsteht durch die phasenverschobene Kombination der C-N-
Streckschwingung und der N-H-Deformation in der Ebene.””
Sie ist Raman-inaktiv®! und daher prinzipiell nicht SFG-de-
tektierbar, da das SFG-Signal proportional zu einem Ten-
sorprodukt aus dem IR-Ubergangsdipolmoment und der
Raman-Polarisierbarkeit ist.'®! Neuere Studien haben jedoch
gezeigt, dass Amid-II-Banden in SFG-Spektren fiir Fal-
tungsmotive mit ausgedehnter Tertidrstruktur (z.B. mehr-
stringige pB-Faltblitter) sichtbar sein konnen. Hierbei kann
durch eine lange Reichweite die Schwingungskopplung von
intermolekularen {3-Faltblatt-Kontakten die Amid-II-Signale
verstirken.” Hier deutet die beobachtbare Amid-II-Bande
auf die Anordnung von gut ausgerichteten B-Turn-Peptiden
hin, wie sie durch die interkalierenden Ca®"-Ionen verursacht
wird. Die geordneten Peptid-Assemblierungen konnen als
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kritisches strukturelles Intermediat fungieren, dass die
Grenzflichenmineralisierung dirigiert. Dies fiihrt zu 2D-Na-
noblittern, welche kristalline Mineralien enthalten (Abbil-
dung 3). Die assemblierten Peptide konnen auch in der
hochauflosenden TEM-Bildgebung charakteristisch darge-
stellt werden (Abbildung S3). Wihrend der Mineralisierung
wird die koordinative Bindung der Ca?"-Ionen am Peptid
durch CaC,0,*" zerstort und fiihrt zu einer geringeren Ord-
nung sowohl im Riickgrat als auch in den Seitenketten. In-
teressanterweise liegt die Konzentration der OPN-Peptide in
Losung bei 17,7 nMm, was unterhalb der physiologischen Kon-
zentration liegt; die Zugabe von Ca®'- und nachfolgend
CaC,0,* -Ionen im hoheren mM-Bereich verindert nicht die
Struktur der freien Peptide in Losung, sondern faltet die
Peptide an der Grenzfldche zu einem wohldefinierten 3-Turn-
Motiv zuriick.

Zusammenfassend haben wir die oberflachenspezifische
SFG-Spektroskopie eingesetzt, um die Struktur des zentralen
OPN-Fragments, seine Wechselwirkung mit Ca?"-Ionen und
die CaC,0,-Mineralisierung zu untersuchen. Im Gegensatz
zur unverdndert ungeordneten Struktur in Bulk-Losung wird
gezeigt, dass die bidentate Wechselwirkung mit Ca**-Ionen
die OPN-Peptide zu einem gut geordneten und assemblierten
B-Turn-Motiv an der OPN-bedeckten wiissrigen Ca®"-Lo-
sungsoberflache zuriickfaltet. Dort kann anschlieBend eine
Grenzflichenmineralisierung stattfinden. Unsere Ergebnisse
unterstreichen das signifikant unterschiedliche Verhalten von
OPN-Peptiden an der Grenzfliche und in Bulk-Losung fiir
die CaC,0O,-Mineralisierung. Insbesondere die Peptid-Ca?'-
Bindungsgrenzflache spielt eine kritische Rolle bei der
CaC,0,-Mineralisierung und sollte entsprechend bertick-
sichtigt werden, z. B. bei der Behandlung von Nierensteinen.
Dariiber hinaus sind Grenzflichenprozesse auch fiir die
Calciumphosphat-Biomineralisierung bei der Knochenbil-
dung relevant, weshalb ein grundlegendes Verstidndnis sol-
cher Systeme umso wichtiger ist.
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