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Anmerkung
Aus Grunden der besseren Lesbarkeit wird die Sprachform des generischen
Maskulinums verwendet und soll im Folgenden als geschlechtsunabhangig

verstanden werden.



1 Einleitung

1.1 Titan als Biomaterial

Titan findet seit den 1950er Jahren in allen Bereichen der Medizin Anwendung und gilt
heutzutage als Material der Wahl im Bereich der Osteosynthesematerialien und
Implantattechnologie. Dies ist auf seine gunstigen chemischen und mechanischen
Eigenschaften zurickzufuhren. Verschiedene Arbeitsgruppen fanden bereits im Laufe
des letzten Jahrhunderts in Zellkultur- und Tierversuchen heraus, dass Titan im
Gegensatz zu anderen Metallen eine hohe biologische Vertraglichkeit aufweist [1-3].
Diese biologische Materialvertraglichkeit wird als Biokompatibilitat bezeichnet [4, 5].
Im Laufe der Zeit wurden zahlreiche potenzielle Materialien zur Frakturbehandlung
getestet, aber erst die Einfuhrung von Titan als Osteosynthesematerial sorgte in Bezug
auf die Biokompatibilitat und die mechanischen Eigenschaften fur zufriedenstellende
Ergebnisse [6]. Die Biokompatibilitat des Titans ist unter anderem auf die Fahigkeit
zurUckzufuhren, unter Luftkontakt eine permanente Oxidschicht (TiO2) zu entwickeln,
die eine Dicke von circa 3 nm besitzt und sich unmittelbar nach der Titanbearbeitung
bildet [7, 8]. Diese Passivierungsschicht verhindert, dass es, in-vivo eingebracht, zur
Korrosion und folglich zu unerwinschten Gewebsreaktionen kommt [9, 10]. Weiter
wird Titan als bioinert beschrieben. Sofern enossal eingebracht, werden
Titanimplantate vom Korper nicht als fremd angesehen, sondern von neugebildetem
Knochen umschlossen. Diese Form der Integration des Implantates wird auch als
Kontaktosteogenese bezeichnet [11, 12]. Bei Stahl oder Kobaltbasislegierungen
kommt es dagegen zu einer Distanzosteogenese. Das heil3t, das Material wird vom
umliegenden Gewebe toleriert, jedoch lagert sich kein neugebildetes Gewebe an,
sodass ein feiner Spalt bestehen bleibt [5, 10]. Auch das Elastizitatsmodul hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Vertraglichkeit eines Materials. So weist Titan im
Vergleich zu Implantatstahl ein niedrigeres Elastizitatsmodul auf und ist somit
elastischer bei mechanischer Belastung. Aufgrund seiner deutlich geringeren Dichte
ist es zudem leichter als Stahl [13]. Ein weiterer Vorteil ist das geringe Auftreten von
Artefakten bei computertomographischen Untersuchungen und Ferromagnetismus bei
der Magnetresonanztomographie [14]. Titan wurde bereits 1996 von Haug als
potenziell permanentes Osteosynthesematerial beschrieben[15]. Nichtsdestotrotz

kommt es immer wieder zu Sekundarinfektionen. Auch bei Patienten mit



medizinischen Titanimplantaten stellen diese eine ernstzunehmende Komplikation dar

und sind nicht ungewohnlich [16].

1.2 Titan in der Zahnheilkunde

Die Deutsche Gesellschaft fur Zahn- Mund- und Kieferheilkunde (DGZMK) definiert die
Implantologie in der Zahnheilkunde als ,enossale Implantologie, die als
wissenschaftlich anerkannte Therapie integraler Bestandteil der Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde ist“. Implantate dienen als kunstliche Pfeiler, die unter anderem zur
Verankerung von Zahnersatz eingesetzt werden und zu einem hohen Prozentsatz als
klinisch erfolgreich einzustufen sind '. Die Anzahl der pro Jahr gesetzten Implantate in
Deutschland ist laut der deutschen Gesellschaft fur Implantologie e.V. (DGI) in den
letzten Jahrzehnten auf aktuell rund 1,3 Millionen gestiegen. Die ersten Implantate aus
Titan zum Zahnersatz wurden 1969 von Per Ingvar Branemark im Tierversuch
untersucht. Es zeigte sich, dass unter Einhaltung bestimmter Gesichtspunkte, eine
reizfreie Integration des Materials zur Wiederherstellung der Kaufunktion moglich
ist [3]. Branemark war es, der den Begriff Osseointegration in der Zahnheilkunde
eingefuhrt hat, mit dem eine sowohl strukturelle als auch funktionelle Verbindung
zwischen Implantatoberflache und neugebildetem Knochen gemeint war [17, 18].
Heutzutage wird der Begriff Osseointegration jedoch eher als eine Art
Fremdkorperreaktion angesehen, bei der Knochen an den Grenzflachen gebildet wird,
um das Implantat vom Gewebe abzuschirmen [19].

Im Bereich der dentalen Implantate wurden im Laufe der Zeit verschiedene
Implantatformen und Implantatsysteme entwickelt. Durchgesetzt haben sich
letztendlich rotationssymmetrische Implantate aus Titan mit konischer oder
zylindrischer Form [8, 20].

' Wissenschaftliche Stellungnahme der DGZMK von 2005; Implantologie in der
Zahnheilkunde (Quelle: DZZ 8 (60/2005) Dtsch. Zahnarztl. Z. 60, 915-9416 (2005))
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Neben dem Ersatz verloren gegangener Zahne durch Implantate, gibt es in der
Zahnheilkunde weitere Bereiche, in denen Titan und dessen Legierungen Verwendung
finden, beispielsweise die Rekonstruktion von Knochendefekten unter Zuhilfenahme
von Titannetzen, sogenannten Titanmeshs. Diese konnen entweder intraoperativ an
den Defekt angepasst oder in Form von individualisierten CAD/CAM-Titanmeshs
(Yxoss®, ReOss Ltd., Filderstedt, Germany) verwendet werden. Die individualisierten
CAD/CAM-Titanmeshs  werden auf  der  Grundlage einer  digitalen
Volumentomographie oder Computertomographie entsprechend dem Defekt
hergestellt. Diese konnen dann in Kombination mit autologem und xenogenem
Material intraoperativ eingebracht werden und erzielen laut klinischer Studien
vielversprechende Ergebnisse [21, 22]. Aber auch bei einem sich Uber den gesamten
Kiefer erstreckenden qualitativen und quantitativen Knochendefizit gibt es
Titanstrukturen, die via CAD/CAM Verfahren individuell angefertigt werden. Diese
sogenannten additiv hergestellten subperiostalen Kieferimplantate (AMSJI, additively
manufactured sub-periosteal jaw implant) dienen dann als Haltestruktur fir den darauf
geplanten Zahnersatz, wenn andere, gangige Therapieoptionen nicht durchflhrbar
sind [23].

Abbildung 1: Foto eines subperiostalen patientenspezifischen Kieferimplantates fiir den
Oberkiefer (AMSJI).



Neben der Verwendung von Titan als Material fur Titanimplantate oder Leit- bzw.
Haltestrukturen wird es auch in Form von anodisch oxidiertem, weilRem oder grauem
Granulat verwendet. Es findet beispielsweise Anwendung bei der Behandlung von
Knochendefekten, die infolge von periimplantaren Erkrankungen entstanden sind [24].
Enossale Titanimplantate versprechen im gesunden Organismus eine hohe
Uberlebens- und Erfolgsrate, was durch entsprechende Langzeitergebnisse in
klinischen Studien belegt wurde [25, 26]. Systemische Erkrankungen kdnnen jedoch
die Heilungsbereitschaft mindern und haben somit erheblichen Einfluss auf die
Erfolgsrate [27, 28]. So weisen beispielsweise parodontal vorgeschadigte Kiefer ein
nachweislich hoheres Risiko fur periimplantare Erkrankungen auf [29-32]. Implantate
sind gleichzeitig aber eine haufig verwendete Therapieform des durch den Ruckgang
des Zahnhalteapparates geschadigten Kiefers [33]. Aus diesem Grund ist es von
groBem Interesse, Wege =zu finden, die eine Osseointegration auch bei
kompromittierten Patienten ermoglichen. Die aktuelle Forschung beschaftigt sich
daher mit dem Einfluss der oberflachlichen Beschaffenheit von Implantaten auf die

Osseointegration [20, 34].

1.3 Bakterielle Besiedelung und Biofilmformation

Biofilme werden beschrieben als eine ,mikrobiell adhédrente Gemeinschaft, die durch
Zellen gekennzeichnet ist, die irreversibel an einem Substrat, einer Grenzflache oder
aneinander gebunden sind, eingebettet in eine Matrix aus extrazelluldren polymeren
Substanzen, die durch sie selbst produziert wird“[35-37]. AuRerdem weisen sie einen
sich  verandernden Phanotyp auf, der sich abhangig von der
Wachstumsgeschwindigkeit und Gentranskription adharent wachsender Bakterien
anpasst [35]. Der Aufbau dieser mikrobiellen Gemeinschaften wird als komplexe
dreidimensionale Struktur beschrieben, die in Form von Monoschichten einzelner
Zellen bis hin zu dicken, schleimigen Strukturen makroskopischer GroRe auftritt [38].
Biofilme finden sich Uberall dort, wo genugend Wasser und Nahrstoffe vorhanden sind.
Dies betrifft alle Grenzflachen, wie zum Beispiel zwischen Gas- und Flussigphasen,
Flissig- und Festphasen oder auch Flussig- und Flussigphasen [36, 38]. Biofilme
bestehen zu 15-20% aus Bakterienzellen und zu 75-80% aus extrazellularen
Bestandteilen [39]. Der bakterielle Anteil kann aus einer Bakterienart oder einer
Mischung verschiedener Bakterien bestehen [35]. Die meisten Bakterien, die in

naturlichen, klinischen und industriellen Umgebungen vorkommen, sind adharent an
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Oberflachen gebunden [40]. Man unterscheidet zwischen nutzlichen, residenten
Bakterien und schadlichen, pathogenen Bakterien. Die Organisation der
Mikroorganismen in einem hochkomplexen Biofilm schutzt die Bakterien vor aulReren
Einflussen, was zur Steigerung der Pathogenitat fuhrt und das Wachstum und
Uberleben der Bakterien fordert [41]. So weisen Biofilme im Vergleich zu Bakterien,
die in planktonischer (freischwebender, nicht adharenten) Form auftreten, eine hohe
Resistenz gegenuber chemischen, antimikrobiellen Mitteln und Antibiotika auf [42].
Innerhalb des Bakteriengefuges besteht ein Austausch an Informationen, der zur
Ausschiittung von Signalmolekilen fiihrt und die Anderung von Funktionen der
Mikroorganismen zur Folge hat [41]. Dieser Informationsaustausch wird heute als
Quorum sensing bezeichnet [43]. Erstmals wurde der Begriff 1994 von Winans [44, 45]
verwendet. Das Phanomen wurde aber bereits 1970 von Nealson et al. beschrieben,
zu dieser Zeit jedoch noch als sogenannte Autoinduktion [44, 46].

1.3.1 Ablauf der bakteriellen Besiedelung in der Mundhohle

Der Prozess der Biofilmbildung kann in verschiedene Phasen eingeteilt werden. Dieser
Vorgang ist hochst komplex und wird hier nur in vereinfachter Form dargestellt. Zuerst
erfolgt die Adhasion der Bakterien an die jeweilige Oberflache, darauf folgt die
Proliferation und Adhasion weiterer Bakterien und zuletzt die Freisetzung von
Tochterkolonien [47, 48]. In der Mundhdhle sind mindestens 700 verschiedene
Bakterienspezies bekannt, die mit dem Wirtsorganismus in einem Okologischen
Gleichgewicht stehen [41]. Es wird jedoch von bis zu 19.000 verschiedenen
Phylotypen in der oralen Mikroflora ausgegangen [49]. Grundvoraussetzung fur die
Adhasion der Bakterien ist das Vorhandensein eines sogenannten Pellikels. Hierbei
handelt es sich um ein dinnes Hautchen von 0,1-1 ym Dicke, das aus Proteinen,
Polysacchariden, Enzymen und Immunglobulinen besteht [50]. Verschiedene
Parameter wie das Substratangebot haben Einfluss auf die Pellikelbildung [51]. Zu
Beginn erfolgt die initiale Besiedelung durch die sogenannten Friihbesiedler, die am
Pellikel haften. Hierbei handelt es sich Uberwiegend um Kokken und Aktinomyzeten,
die sich mithilfe von speziellen Oberflachenmolekilen, Adhasinen, an

Pellikelrezeptoren verankern konnen [52].



Adhesin Receptor

Late
Colonizers

Early
Colonizers

7
‘?

=
r

)
)
5
<
=2
o

S. oralis - S. oralis 55
S. mitis gordonii S. sanguis gordonii

\

Acquired Pellicle
Tooth Surface

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Biofilms in der Mundhé6hle nach Kolenbrander et al.
40; Es zeigt das komplexe Zusammenspiel der einzelnen bakteriellen Spezies, die sich durch ihre
Interaktion als Gemeinschaft auch vor antibakteriellen Noxen wie Antiobiotika schiitzen kénnen.
Copyright © 2002, American Society for Microbiology

Die initiale Adhasion ist ein Prozess, der wenige Minuten bis hin zu einigen Stunden
in Anspruch nimmt [563, 54]. Es wird davon ausgegangen, dass die initiale Adhasion
von Bakterien eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Infektionen spielt, da
sie die Umgebung flr parodontal pathogene Bakterien der spaten Besiedelung
vorbereitet, die anspruchsvollere Wachstumsbedingungen bendtigen [55, 56]. Die
Plaque wachst durch Teilungsvorgange und Akkumulation weiterer Bakterien,
sogenannter Spétbesiedler. Diese haften durch spezielle Adhasions- und
Kohasionsphanomene, durch Zell-Zellkontakte oder Plaguematrixkomponenten.
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Wahrend Fruhbesiedler nur mit Frihbesiedlern, jedoch nicht mit Spatbesiedlern
kommunizieren, bedarf es eines Vermittlers, der jene Bakterien koaggregiert (bridging)
[40]. Diese Aufgabe Ubernehmen bestimmte Bakterien, die als Bruckenbildner
fungieren, wie das Fusobacterium nucleatum. Mit zunehmendem Alter der Plaque
kommt es zu steigender Schichtdicke, wodurch die Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung in den unteren Schichten sinkt [41]. So nimmt der Anteil an
anaeroben Bakterien mit der Zeit zu, gleichzeitig sinkt der Anteil aerober
Bakterienspezies [40]. Nach der Adhasion und Reifung des Biofiims erfolgt die
Freisetzung von Tochterkolonien und die damit einhergehende Ausbreitung [47]. Diese
Freisetzung erfolgt im Wesentlichen durch Abschilferung und Erosion. Bei der Erosion
handelt es sich um einen Vorgang des gleichmalligen Abtrages einzelner oder
mehrerer Zellen, wohingegen bei der Abschilferung Zellkonglomerate von bis zu 1000
Zellen aus dem Biofilm freigesetzt werden [57]. Auf diese Weise erfolgt eine
Ausbreitung des Biofilms, bei der die Bakterien aufgrund ihres Verbundes weiterhin
vor antibakteriellen Noxen geschutzt sind [58]. Auch dieser Prozess der Freisetzung
von Tochterkolonien wird durch das quorum sensing gesteuert [47]. Aufgrund der
Tatsache, dass Biofilme ursachlich fur viele Infektionen sind und gleichzeitig eine hohe
Resistenz gegenuber antibakteriellen Noxen aufweisen, ist es von grol3em Interesse,
Oberflachen zu entwickeln, die die Biofilmbindung bereits im Stadium der initialen
Adhasion hindern, sodass die Plaquebildung fruhzeitig beeintrachtigt wird [55].

1.4 Periimplantare Infektionen

Die periimplantaren Infektionen unterteilen sich zunachst in zwei Untergruppen, die
periimplantare Mukositis sowie die Periimplantitis. Die Mukositis ist eine reversible
Entzindung, die das suprakrestale Weichgewebe betrifft. Sie stellt die Voraussetzung
fur eine Periimplantitis dar, bei der es sich um eine irreversibel-progressive
Entzindung handelt und neben dem suprakrestalen Weichgewebe auch den
umliegenden Knochen betrifft [59, 60]. Beide Erkrankungen werden mit einem
bakteriellen Geschehen assoziiert [61].

Durch die steigende Zahl der gesetzten Implantate weltweit kommt es haufiger zu
periimplantaren Erkrankungen. Laut S3-Leitlinie der AWMF von Mai 2016 zur
Behandlung periimplantarer Infektionen an Zahnimplantaten liegt die gewichtete
durchschnittliche Pravalenz der periimplantaren Mukositis bei 43% und der
Periimplantitis bei 22% 2 [62, 63]. Laut Konsensusbericht des ,Sixth European
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Workshop on Periodontology“ entwickeln sogar etwa 80% aller gesetzter Implantate
eine Mukositis, bei bis zu 56% aller gesetzten Implantate kommt es im Verlauf zur
einer Periimplantitis [59].

Merkmale sind klinische Entzindungszeichen wie Rotung, Schwellung, Blutung auf
leichte Sondierung (Bleeding-on-probing, BOP) und eine magliche Suppuration.
Ebenso dient der rontgenologisch messbare voranschreitende Verlust an umgebender
Knochensubstanz als Parameter [64-66]. Ein weiterer klinischer Parameter fur eine
Periimplantitis sind erhohte Sondiertiefen im Vergleich zur Ausgangsmessung [64, 67].
Ein Ruckgang von jahrlich 0,2 mm ab dem ersten Jahr nach Insertion wird jedoch als
physiologisch angesehen [66].

Auch wenn die Anzahl der Kontraindikationen fur dentale Implantate im Laufe der Zeit
gesunken ist, gibt es immer noch Faktoren, die den Erfolg eines Implantates mindern
konnen. Neben der Plagueakkumulation als Hauptursache werden weitere Faktoren
wie Nikotinkonsum, Diabetes, die hausliche Mundhygiene sowie Zementreste
diskutiert [68]. Vorerkrankungen wie Parodontitis, die den Zahnhalteapparat
irreversibel schadigen und etwa 10-15% der Erwachsenen weltweit betreffen, fihren
sehr haufig zum Zahnverlust [69, 70]. Als Therapieoption infolge einer Parodontitis
verloren gegangener Zahne wird dann haufig ein Implantat gewahlt [33], was jedoch
bei kompromittierten Patienten zum Misserfolg fuhren kann. So wiesen Patienten, die
eine Parodontitis in ihrer Anamnese zeigten, eine geringere Uberlebensrate von
dentalen Implantaten sowie einen vermehrten periimplantaren Knochenverlust auf [29,
30]. Es wird somit deutlich, dass eine Korrelation zwischen einer bereits vorhandenen,

unbehandelten Parodontitis und einer Periimplantitis besteht [31, 32].

2 S3-Leitlinie (Langversion), Die Behandlung periimplantarer Infektionen an
Zahnimplantaten, AWMF-Registernummer 083-023, (Stand: Mai 2016, derzeit in
Bearbeitung)



1.4.1 Pathogenese

Nach der Implantation besiedeln Bakterien aus parodontalen Taschen benachbarter
Zahne oder des umliegenden Weichgewebes die Implantatoberflache [71, 72]. Die
initiale  Adhasion  beginnt an  supragingivalen  Unregelmaligkeiten der
Implantatoberflache. Die Keimbesiedlung kann sich dann entlang des
Implantatkorpers ausbreiten. UnregelmaRigkeiten des Implantatkorpers schitzen die
Bakterien vor Abscherkraften und den naturlichen Reinigungskraften des Speichels
[73, 74]. Auch der Bereich zwischen Implantat und Abutment kann als Nische fur
bakterielle Adhasion dienen [75-77]. Die mikrobielle Umgebung des Implantates
scheint der mikrobiellen Zusammensetzung angrenzender Zahne sehr ahnlich zu sein
[72, 74, 78]. Ebenso konnen die natlrlichen Zahne des Patienten als Reservoir
parodontopathogener Keime dienen. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass
dieselben parodontopathogenen Spezies der Mundhdhle von Patienten auch an der
Oberflache angrenzender Implantate vorzufinden sind [79]. Allerdings sind sowohl die
Parodontitis als auch die Periimplantitis zwei verschiedene Krankheiten, die auch
solche betrachtet werden mussen, da es signifikante Unterschiede auf mRNA-Ebene
gibt, was bereits nachgewiesen werden konnte [80].

Mit der Reifung der Plagque und der Zunahme pathogener Keime entsteht ein
entzundliches Infiltrat, das zu einer Mukositis fuhrt. Es sind erste Entzindungszeichen
wie Schwellung, R6tung und Schmerzen erkennbar [67]. Eine solche Entzindung kann
sich im weiteren Verlauf entlang der Implantatbasis ausbreiten, was zu einer
Resorption des Alveolarknochens fuhrt und durch erhdohte Sondiertiefen sowie
rontgenologisch deutlich wird [74]. Der Pathomechanismus, der von einer
periimplantaren Mukositis zu einer Periimplantitis fuhrt, ist nicht vollstandig geklart.
Zudem kann der Beginn einer Periimplantitis fruhzeitig einsetzen und einen

nichtlinearen, progressiven Verlauf haben [67].

1.5 Oberflachen von Implantaten und ihre Beschichtungsmaoglichkeiten

Nachdem sich Titan im Laufe der Zeit gegen die konkurrierenden Materialien
durchgesetzt hat, liegt das Augenmerk nun auf der oberflachlichen Beschaffenheit des
Materials. Es gilt daher zu klaren, welche Oberflachenmodifikationen fur eine
qualitative und quantitative Verbesserung der initialen Heilungsphase der
Osseointegration sorgt. Hierbei spielt der Grad an Knochen-Implantat-Kontakt (BIC)
und die Sekundarstabilitat eine wichtige Rolle [34]. Es gibt bereits zahlreiche Ansatze,
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wie Implantate in Bezug auf ihre oberflachliche Beschaffenheit modifiziert werden
konnen. Man unterscheidet zwischen abtragenden (subtraktiven) Verfahren wie
Saureatzung, Sandstrahlung oder einer Kombination aus beidem und auftragenden
(additiven) Verfahren, die die physiko-chemischen Eigenschaften verandern und somit
einen Einfluss auf die lokalen biologischen Prozesse haben [81, 82].

Bereits in den 1970er Jahren stellte Baumhammers fest, dass sandgestrahlte
Oberflachen im Vergleich zu glatten Oberflachen vorteilhaft in Bezug auf die Anhaftung
von Bindegewebszellen sind [17, 83]. Eine raue Oberflache begunstigt sowohl die
Knochenverankerung als auch die biomechanische Stabilitat [20]. Es gibt eine Vielzahl
additiver Verfahren, die Einfluss auf die physiko-chemischen Eigenschaften nehmen
und somit das zellulare und bakterielle Geschehen beeinflussen. Additive Verfahren
wie die anodische Oxidation (TiUnite®, Nobel Biocare, Switzerland) fuhre zu einer
vergrofRerten Oberflache, die dem naturlichen Knochen sehr ahnlich ist und fur eine
schnellere Knochenanlagerung und Osseointegration sorgen soll. In einer klinischen
Studie Uber einen Zeitraum von 10 Jahren konnte eine hohe Erfolgsrate dieser
Implantate nachgewiesen werden [84]. Auch das Auftragen einer osteokonduktiven
Calciumphosphatbeschichtung, durch Hydroxylapatit, fordert die Osseointegration und
somit auch die Stabilitdt des Implantats [85-87]. Es konnte sogar eine verbesserte
Osseointegration im Vergleich zu konventionellen Titanoberflachen festgestellt werden
[88].

Eine weitere Moglichkeit, die biologischen Prozesse zu beeinflussen, ist die
Verwendung von fluoridmodifizierten Titanimplantaten, die einen erhdohten Knochen-
Implantat-Kontakt aufweisen und somit guinstige klinische Ergebnisse erzielen konnten
[89]. Weiter zeigten Oberflachenmodifikationen von Titan mit organischen Molekulen
wie Proteinen oder Polysacchariden bereits vielversprechende Ergebnisse in Bezug
auf die zellulare Anhaftung und Osseointegration [90, 91]. Auch die Beschichtung mit
Bisphosphonaten wurde hinsichtlich ihres Einflusses auf die Osseointegration
untersucht und zeigte eine Verbesserung Uber einen Zeitraum von 5 Jahren, der
rontgenologisch nachgewiesen werden konnte [92].

Ein weiteres auftragendes Verfahren ist die Beschichtung von Titanoberflachen mit
Goldstrukturen. Durch Au-Beschichtungen wird die Oberflache nicht nur chemisch,
sondern auch in ihrer Mikro- und Nanostruktur verandert. Es konnte in einer in-vitro
Studie Uber einen kurzen Zeitraum ein positiver Effekt auf die zellularen Aktivitaten

festgestellt werden [93]. Fraglich bleibt jedoch, ob derartige Beschichtungen auch Uber
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langeren Zeitraum stabil sind und der angestrebte Effekt auch dauerhaft erreicht
werden kann.

Neben der Zellanheftung, dem Zellwachstum und der Zelldifferenzierung als
Messinstrumente fur die Wirkung einer modifizierten Implantatoberflache, ist ein
anderer wichtiger Aspekt der Einfluss auf die bakterielle Anhaftung. Auch das
bakterielle Geschehen kann durch die oberflachliche Beschaffenheit eines
Implantatmaterials beeinflusst werden. So konnte durch Grossner-Schreiber et al.
belegt werden, dass oberflachliche Hartbeschichtungen aus Zirkoniumnitrid (ZrN) und
Titannitrid (TiN) eine wesentlich geringere Bakterienakkumulation aufweisen, als eine
reine Titanbeschichtung [55].

Eine andere antibakteriell wirksame Form bietet die Beschichtung mit Silber.
Silberionen werden langsam freigesetzt und sorgen fur einen antimikrobiellen Effekt,
ohne eine zytotoxische Auswirkung auf Osteoblasten oder Fibroblasten zu haben [94,
95]. Silberbeschichtungen finden bereits Anwendung im Bereich der transurethralen
Katheter zum Schutze vor aufsteigenden Infektionen [96]. Hierbei zeigte sich, dass die
Beschichtung mit Silber vor Infektionen ausgehend von sowohl gram-positiven als
auch von gram-negativen Bakterien schitzt [97]. Aber auch im Bereich der dentalen
Implantologie konnen derartige Beschichtungen einen hemmenden Effekt auf die
bakterielle Adhasion bieten. Titanoberflachen, die mit silberbeladenem Polydopamin
beschichtet wurden, zeigten ein deutlich verzogertes bakterielles Wachstum im
Vergleich zu Titanoberflachen ohne zusatzliche Beschichtung [98, 99]. Der Nutzen
von Silberionen im menschlichen Korper ist jedoch sehr kritisch zu sehen, da
freigesetzte Silber-lonen im Verdacht stehen, eine =zellschadigende Wirkung
aufzuweisen, auch wenn diese in einer eingebetteten Struktur verwendet werden
[100].

1.5.2 Antifouling-Beschichtungen

Biofouling bezeichnet die unerwinschte Ablagerung von Mikroorganismen auf
Oberflachen. Die dabei entstehenden Belage werden als Biofilm bezeichnet [101].
Beschichtungen, die eine solche bakterielle Adhasion verhindern konnen, werden
unterteilt in antimikrobielle oder Antifouling-Beschichtungen. Antimikrobielle
Beschichtungen sind in der Lage, Mikroorganismen abzutoten, wenn sich diese der
Oberflache nahern. Antifouling-Beschichtungen haben hingegen abweisende

Eigenschaften gegenuber Bakterien bzw. beeintrachtigen die Ausbildung einer
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Biofilmstruktur [102]. Antifouling-Beschichtungen sind in den verschiedensten
Bereichen von Interesse, im medizinischen Bereich vor allem in Bezug auf chirurgische
Instrumente, medizinische Implantate und Prothesen sowie Kontaktlinsen [103, 104].
Aber auch im Bereich der Schiffsindustrie und der Wasseraufbereitungssysteme spielt
die Vermeidung von Biofilmen eine grof3e Rolle [53].

Es gibt bereits verschiedene antimikrobielle sowie Antifouling-Strategien, die zur
Funktionalisierung von Titan dienen. Neben der bereits erwahnten Beschichtung mit
Silberionen [98, 99] gibt es auch die Madglichkeit, Titanoberflachen mit bakteriziden
Metallionen wie Kupfer oder Zink zu funktionalisieren [105]. Zudem besteht die
Moglichkeit, Titan mit bakterienabweisenden Nanostrukturen wie Titan-Nanorohren zu
modifizieren [106, 107]. Auch die Beschichtung mit antibakteriellen Agenzien wie
Antibiotika oder antibakteriellen Peptiden stellt eine Strategie zur fruhzeitigen
Unterbindung der bakteriellen Anlagerung dar [108, 109].

Einige Studien zielen in ihrer Strategie bereits auf bestimmte Bereiche wie das
Interface zwischen Implantat und Abutment ab, da diese Bereiche pradestiniert fur die
bakterielle Adhasion sind [76, 77].

1.5.3 Polymerbeschichtungen

Zusatzlich zu den oben genannten Strategien hat sich das Aufbringen von
physiologisch inertem Polymer auf Titanoberflachen in den letzten Jahren zu einer
vielversprechenden Antifouling-Strategie entwickelt [110]. Es gibt bereits eine Reihe
unterschiedlicher Polymere, die sich fur den Einsatz im menschlichen Organismus
eignen und einen positiven Effekt auf die Inhibition bakterieller Adhasion darstellen.
Ein Beispiel ist die Beschichtung mit Polyethylenglykol (PEG), denn diese besitzt
gunstige Eigenschaften wie eine hohe Loslichkeit, eine geringe Immunogenitat sowie
geringe Toxizitat [111]. In Form von langen Ketten, die auf einer Oberflache
aufgebracht werden, soll es dem PEG gelingen, eine Proteinresistenz auszubilden.
Durch ihre Wechselwirkung mit dem umliegenden Wasser kommt es aufgrund von
Wasserstoffbrickenbindungen bei Annaherung eines Proteins zur Kompression der
PEG-Ketten. Dies fuhrt zu abstol3enden elastischen Kraften [112, 113].
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Neben PEG und dessen Derivaten, eignen sich auch Beschichtungen mit Nafion [114-
116] oder Poly (oligo ethylenglycol) Methylether Methacrylat (POEGMA) [117].
Zwitterionische Polymere wie beispielsweise Polysulfobetain-Methacrylat (pSBMA), N,
N-dimethyl-N-(2- Methacryloyloxyethyl-N-(3-Sulfopropyl) ammonium betaine (SPE)
sind ebenfalls geeignet. Sie wiesen neben superhydrophilen Eigenschaften eine gute
Biokompatibilitat sowie geringe Zytotoxizitat auf [118]. In einer kurzlich veroffentlichten
Arbeit von Wassel et al. wurde die Beschichtung mit Polysulfobetain-Methacrylat-
Blrsten direkt auf die Porenwande von NiTi-Nanorohren dargestellt [119]. Diese
Bursten sorgten fur eine antiadhasive Oberflache, die eine verbesserte Benetzung
aufwies und sich zur Verwendung auf Titanimplantaten eignet. Wahrend die
Wechselwirkung der PEG Ketten auf Wasserstoffbrickenbindungen zurtckzufihren
ist, kommt es bei zwitterionischen Polymeren wie pSBMA durch elektrostatische Krafte

zu einer Hydratation, die deutlich starker ist [120].

Wasser

Protein ,
Protein

1 Wasser I

PEG-Ketten

Substratoberflache

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer PEG-Beschichtung nach dem Beispiel von Jeon et al. 112.
Dargestellt sind Proteine, Wasser und ein festes Substrat mit terminal befestigten PEG-Ketten. Durch ihre
Wechselwirkung mit dem umliegenden Wasser kommt es aufgrund von Wasserstoffbriickenbindungen
bei Annéherung eines Proteins zur Kompression der PEG-Ketten, was zu abstoBenden Kréften bei
bakterieller Anhaftung fiihrt.

1.5.1 Hydrophilie und Hydrophobizitat an Titanoberflachen

Zunachst gilt es zu klaren, was mit den Begriffen Hydrophobizitdt und Hydrophilie in
diesem Zusammenhang gemeint ist. Sie beschreiben die Wechselwirkung eines
Materials mit dem Medium Wasser. Als Messinstrument dient der
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Wasserkontaktwinkel. Hierbei handelt es sich um einen messbaren Winkel, der
entsteht, wenn ein Wassertropfen auf eine Oberflache eines Feststoffes trifft.
Hydrophobe Oberflachen weisen einen Kontaktwinkel von >90° auf.
Wasserkontaktwinkel von 5 bis 90° gelten fur hydrophile Oberflachen und Oberflachen
mit einem Wasserkontaktwinkel von <5° gelten als superhydrophil [34]. Stark
hydrophile Oberflachen bilden eine Art Monolayer aus mobilen Wassermolekulen, die
nicht von Zellen und Proteinen verdrangt werden konnen [74].

Titan besitzt aufgrund der naturlichen Kontamination durch Hydrokarbon und
Karbonate aus der Umgebungsluft sowie seiner naturlichen Hydrophobizitat eine
geringe  Oberflachenenergie [121]. An  Titanoberflachen  mit  erhohter
Oberflachenenergie und Hydrophilie konnte ein positiver Effekt auf die Benetzbarkeit,
die Affinitat von Proteinen und die erhohte Adhasion von Osteoblasten in Studien
nachgewiesen werden [5, 20, 122, 123]. Hydrophobe Oberflachen hingegen haben
keinen positiven Einfluss auf Weich- und Hartgewebe [34]. Sie stehen sogar im
Verdacht, eine Denaturierung von Proteinen auslosen zu konnen [124].

Auch das bakterielle Geschehen kann durch hydrophile Konditionierung beeinflusst
werden. So sei die bakterielle Anhaftung an Oberflachen mit superhydrophilem
Charakter wesentlich geringer als an Oberflachen mit weniger hydrophilem Verhalten
[125]. Die Firma Straumann hat sich die positiven Eigenschaften von temporar
hydrophilen Oberflachen in Form der SLActive® Implantate bereits zunutze gemacht.
Die zuvor gestrahlte und geatzte Oberflache wird nach einer Stickstoffspulung bis kurz
vor der Implantatinsertion in Natriumchlorid (NaCl) gelagert, was fur eine hydrophile
Oberflache sorgt [34]. Die SLA Implantate hingegen, die lediglich sandgestrahlt und
sauregeatzt wurden, zeichnen sich durch eine hydrophobe Oberflache aus, mit einer
niedrigen Oberflachenenergie. Die raue Mikrostruktur wirkte sich zwar positiv auf die
osteogenen Eigenschaften aus, jedoch sorgte die Hydrophobizitat fur eine geringere
Benetzbarkeit [123]. Die Konditionierung mit NaOH bewirkt eine erhohte
Oberflachenenergie und Hydrophilie, wodurch die Benetzbarkeit der Implantate steigt,
was einen positiven Effekt auf den Einheilungsprozess hat [126].

Eine weitere Form der Konditionierung zur Erzeugung einer superhydrophilen
Oberflache ist die Behandlung mit ultraviolettem Licht (UV-Licht) oder einer
Behandlung mit Kaltplasma. Durch die Behandlung mit UV-Licht werden die
Kohlenstoffverbindungen an der Titanoberflache verringert, was zur Hydrophilierung
fuhrt. Auch durch diese Form der Oberflachenkonditionierung verbessert sich die
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Benetzbarkeit der Oberflache und wird die Osseointegration des Implantats gefordert
[127-129]. Die Behandlung mit Kaltplasma scheint ein ebenso vielversprechendes
Verfahren zur Oberflachenmodifikation zu sein, da es Oberflachen hydrophile
Eigenschaften verleihen kann [130], einen antibakteriellen Einfluss besitzt [131] und

auch einen positiven Effekt auf die Regeneration des umliegenden Gewebes zu haben

vermag [132].
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1.6 Ziele und Hypothese

Das angestrebte Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit ist es, herauszufinden, inwiefern
sich die bakterielle Adhasion durch eine superhydrophile Oberflachenbeschichtung
aus Polysulfobetain-Methacrylat beeinflussen lasst.

Bei der hier verwendeten Antifouling-Beschichtung handelt es sich um ein
zwitterionisches,  photopolymerisierbares  Material, welches durch  seine
Wechselwirkung mit Wasser einen bakterienabweisenden Effekt haben soll. Es
werden insgesamt 12 sandgestrahlte und sauregeatzte Titanplattchen mit dieser
Polymerbeschichtung versehen. 12 weitere, unbeschichtete Titanplattchen, die im
Vorfeld nur sandgestrahlt und sauregeatzt wurden, dienen als Kontrollprobe und
werden auf dieselbe Weise behandelt und untersucht. Pro Durchgang dient ein
Thermanox™ Deckglas als Positiv-Kontrolle.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass die Titanproben mit der Beschichtung aus
Polysulfobetain-Methacrylat eine geringere bakterielle Adhasion aufweisen im
Vergleich zu den Titanplattchen ohne Beschichtung. Zur qualitativen Beurteilung des
bakteriellen Wachstums werden die Versuchsproben mittels Fluoreszenzmikroskopie
und Rasterelektronenmikroskopie untersucht und im Anschluss semiquantitativ
ausgewertet.

Zusatzlich dient die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE) dazu, eine
quantitative Auswertung der Proben durchzufuhren.

Folgende Fragen gilt es im Einzelnen zu klaren:

e Kann eine bakterielle Besiedelung mittels Fluoreszenzmikroskopie oder
Rasterelektronenmikroskopie nachgewiesen werden?

e Inwiefern unterscheidet sich die bakterielle Besiedelung der Platichen mit einer
Beschichtung aus Polysulfobetain-Methacrylat zu denen ohne zusatzliche
Beschichtung?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

Material

Hersteller

[2-(Methacryloyloxy)-ethyl]-dimethyl-(3-
sulfopropyl)-ammoniumhydroxid 95%

SBMA, Sigma Aldrich, MO, USA

1-Phenyl-1,2-propanedion (PPD)

SBMA, Sigma Aldrich, MO, USA

3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat
(TMSPMA)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

6-/12-Well-Platten

Sarstedt AG &Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Agar-Platten, BHI Agar

Sarstedt AG &Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Ampuwa Spiilldsung, steriles Wasser fiir
Spllzwecke

Ampuwa, Fresenius Kabi Deutschland GmbH

Bac-Light LIVE/DEAD™ BaclLight™ Bakterien-
Viabilitats-Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Massachusetts, USA

BHI, Brain-heart-Infusion Broth

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

doppelseitiges Klebepunkte, PELCO Tabs,
double coated

Agar Scientific Ltd, Stansted, Essex, UK

Enterococcus faecalis, ATCC 29212

Leibniz Institute DSM, Braunschweig,
Germany

Ethanol, 50%, 60%, 70%, 90%, 100%

Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, Deutschland

Glas Objekttrager

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Baden-
Wirttemberg, Deutschland

Glutaraldehydlésung 25%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Hexamethyldisilazan

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Kunststoffpipette 10 mi

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Klvette, UV-transparente Einmal-Kivetten

Sarstedt AG &Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Mounting-Oil

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Massachusetts, USA

PBS, Dulbeccos Phosphate buffered saline

Biowest, Nuaillé, Frankreich

Pinzette, nach College, steril

Carl Martin GmbH, Solingen, Deutschland

Probenréhre 50 ml

Sarstedt AG &Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Probenteller fir REM, SEM Specimen Stubs

Agar Scientific Ltd, Stansted, Essex, United
Kingdom

Reaktionsgefaly, SafeSeal Reagiergefal 2 ml,
PP

Sarstedt AG &Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

TC-Schale 60, Cell+

Sarstedt AG &Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Thermo Scientific™ Nunc™ Thermanox™
Deckglaser, @ 13mm

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Titan-Plattchen, Reintitan Grad 4, @ 10mm

BEGO Medical GmbH, Bremen, Deutschland

Tabelle 1: Zusammenstellung verwendeter Materialien
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Gerat

Hersteller

Autoklav, MELAG Vacuklav 24

MELAG Medizintechnik GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland

Axio Observer.Z1, Mikroskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Axio Vision Rel. 4.8

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

AxioCam MRc 5, Mikroskopie-Kamera

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Brutschrank Hereaus B6060

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

EDX (Energiedispersive
Roéntgenspektroskopie)

EDAX, Inc., Oxford, Grof3britannien

Einkanal-Pipetten mit variabler
Volumeneinstellung Eppendorf research ®
10-100ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Exsikkator

Erich Eydam KG, Kiel, Deutschland

Inkubator: C24 Incubator shaker

New Brunswick Scientific, Edison, New Jersey,
USA

Keimzahlgerat BZG 25

Xylem Analytics Germany Sales GmbH und Co.
KG, Weilheim, Deutschland

Lichtspektroskopie, Spectramax Plus 384

Microplate Spectrophotometer, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA

Pipettierhilfe Accu-Jet ®

Brand GmbH Co.KG, Wertheim, Deutschland

REM XL30CP

Philips Electron Optics GmbH, Kassel

Ruttler Rotamax 120

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Schwabach, Deutschland

SEM Ultra Plus

Carl Zeiss AG, Dresden, Deutschland

Sputter-Coater SCD 500

BAL-TEC

Ultraschallbad, Branson 2210 R-MT Ultrasonic
Cleaner

Branson Ultrasonics Corporation, Danbury/CT,
USA

Vortex Schittler K-550-GE

Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz

Tabelle 2: Zusammenstellung verwendeter Geréate
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2.2 Beschichtung der Proben

Fir die Durchfuhrung des Versuchs wurden insgesamt 24 kommerziell gefertigte
Titanproben verwendet, die bereits sandgestrahlt und sauregeatzt waren (TiPure®\s,
BEGO Medical GmbH, Bremen, Germany). 12 dieser Proben wurden ohne weitere
Beschichtung verwendet, die restlichen 12 Proben wurden mit einer Beschichtung aus
pSBMA versehen. Die Beschichtung erfolgte durch das Institut fiir Werkstoff- und
Oberfléchentechnologie der Fachhochschule Kiel und wird im Folgenden nur der
Vollstandigkeit halber grob geschildert.

Fir die Beschichtung wurden die Titanplattchen fur 5,5 Minuten einer Plasmareinigung
unterzogen, die mit Sauerstoff durchgefuhrt wurde. Unmittelbar danach wurden die
Proben fur 2 Stunden bei 70°C mit einer ethanolhaltigen Losung aus 20%-igem 3-
(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat (TMSPMA) bedampft und eine weitere Stunde bei
100°C ausgehartet. Darauffolgend wurden sie gespult und Uber Nacht getrocknet. Fur
die Beschichtung der Proben wurden zwei LOosungen hergestellt: eine wassrige
Losung, die 28 Gewichtsprozent SBMA ([2-(Methacryloyloxy)-ethyl]-dimethyl-(3-
sulfopropyl)-ammoniumhydroxid) enthielt und eine zweite Losung, eine 52mM-haltige
PPD-Initiatorlosung (1-Phenyl-1,2-propanedion, PPD). Die Flussigkeiten wurden in
einem Verhaltnis von 1:625 (PPD-Initiatorlosung:SBMA) gemischt und anschlielend
eine Menge 0,35 ml auf die Titanoberflache appliziert und photopolymerisiert.
Nachdem die Photopolymerisation abgeschlossen war, wurden die Proben in einem
Ultraschallbad aus destilliertem Wasser von Materialiberschissen befreit, getrocknet

und danach steril bei Raumtemperatur gelagert.

2.3 Voruntersuchung der Oberflachenmorphologie und chemischen
Zusammensetzung

Die Voruntersuchung der Titanproben mit und ohne pSBMA Beschichtung erfolgte
durch die Materialwissenschaftler des Institutes fir Werkstoff- und
Oberflachentechnologie der Fachhochschule Kiel.

2.3.1 Rasterelektronenmikroskopie
Die Untersuchung der Oberflachentopografie und chemischen Zusammensetzung der
Proben wurde vor und nach der pSBMA-Beschichtung vorgenommen. Hierfur wurde

ein hochauflosendes analytisches Rasterelektronenmikroskop (REM) (SEM Ultra Plus,
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ZEISS, Deutschland), mit der Moglichkeit der energiedispersiven Rontgenanalyse
(INCAx-act, Oxford Instruments, UK) verwendet.

2.3.2 Kontaktwinkelmessung und Benetzbarkeit

Die Benetzbarkeit der Proben wurde mittels Kontaktwinkelmessung durchgeflnhrt.
Dafur wurden sowohl die unbeschichteten Proben als auch die beschichteten Proben
mittels eines Kontaktwinkelmessgerates (OCA20, Data Physics Instruments GmbH,
Berlin, Germany) untersucht, indem jeweils ein 2pl-Tropfen Milli-Q-Wassers auf die
Oberflache aufgebracht und dann die Benetzungswinkel ausgewertet wurden. Je
kleiner der Winkel ist, der sich aus der Tangente des Tropfenumrisses und der
Basislinie (Festkorper) ergibt, desto benetzbarer ist die zu prifende Oberflache. Die

Benetzbarkeit dient als Mal} fur die Hydrophilie des zu prufenden Festkorpers.

2.3.3 FT-IR-Analyse

Zur chemischen Analyse der Proben wurden sowohl die unbeschichteten als auch die
beschichteten Titanplattchen mittels ATR-Infrarotspektroskopie (von englisch
attenuated total reflection, abgeschwachte Totalreflexion) untersucht. Hierfur wurden
die Transmissionsspektren der Proben in einem FT-IR-Spektrometer (F) (Spectrum,
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) im Bereich von 4000-400 cm™' gemessen.

2.4 Versuchsaufbau

Die insgesamt 24 Proben wurden in je vier Testgruppen eingeteilt. Jede Testgruppe
bestand aus drei Titanplattchen mit Antifouling-Beschichtung, drei Titanplattchen ohne
zusatzliche Beschichtung und je einem Nunc™ Thermanox™ Deckglas als
Positivkontrolle. Pro Testgruppe wurden ein Titanplattchen mit Antifouling-
Beschichtung, ein Titanplattchen ohne Beschichtung und das Thermanox™ Deckglas
mit der Bac-Light, LIVE/DEAD™ Farbung gefarbt wund unter dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Je ein weiteres Titanplattchen mit Antifouling-
Beschichtung und  ein  unbeschichtetes  Titanplattchen  wurden  zur
Rasterelektronenmikroskopie sowie zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten
(KBE; engl. colony-forming units, CFU) verwendet. Zusatzlich wurde ein beschichtetes
Titanplattchen und ein unbeschichtetes Plattchen ohne bakterielle Besiedelung zur
Untersuchung der Oberflachenbeschaffenheit im Rasterelektronenmikroskop

verwendet.
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2.5 Biofilmbesiedelung

Am Tag vor dem Versuchsstart wurde eine Ubernachtkultur des Enterococcus faecalis
angesetzt. Diese Ubernachtkultur bestand aus 10 ml steriler Nahrstoffldsung (BHI)
sowie 100 pl E. faecalis (ATCC 29212) und wurde bei 37° Uber 24 Stunden inkubiert
(Brutschrank Hereaus B6060, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland). Alle
Plattchen wurden vorab mittels UV-Licht sterilisiert. Hierfur wurden die Plattchen mit
ultraviolettem Licht fur 30 min bestrahlt. Pro Versuchsgruppe wurde eine Petrischale
mit drei beschichteten Plattchen versehen und eine weitere Petrischale mit drei
unbeschichteten Plattchen. Hinzu kamen pro Petrischale ein Thermanox™ Deckglas.
An Tag 1 des Versuchs wurden zunachst beide Schalen mit Aqua destillata befullt und
die Plattchen hierin fur 1,5 Stunden gewassert. Nach 1,5 Stunden wurde das Aqua
dest. heraus pipettiert und die Petrischalen mit 10 ml BHI befullt sowie mit 10 ul der
Ubernachtkultur beimpft (Verhaltnis 1:1000). Die Petrischalen wurden anschlieRend
im Brutschrank bei 37° inkubiert.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Versuchsproben in den Petrischalen. Links: Testschale mit drei
beschichteten Titanplattchen (1) und einem Thermanox™ Deckglas (3) in Bakteriensuspension; rechts:
Testschale mit drei unbeschichteten Titanpléttchen (2) und einem Thermanox™ Deckglas (3) in
Bakteriensuspension. Die Proben wurden bei 37°C inkubiert, das Nahrmedium wurde an Tag 3 gewechselt und
die Auswertung erfolgte an Tag 5.

An Tag 3 wurde das Nahrmedium in den Petrischalen gewechselt. Hierfur wurde das
Nahrmedium abpipettiert und durch 10 ml BHI ersetzt. Beide Schalen wurde erneut mit
10ul E. faecalis beimpft. Zur quantitativen Kontrolle der Bakteriensuspension wurde
diese vor jedem Wechsel per Spektralphotometrie auf ihre optische Dichte hin
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untersucht. Die photometrische Messung fand bei einer Wellenlange von 600nm
(OD600) statt. Die Messung der optischen Dichte wurde am Tag der Auswertung
sowohl mit der Bakteriensuspension aus der Petrischale mit beschichteten
Titanplattchen als auch aus der Testschale mit den unbeschichteten Titanplattchen
durchgefuhrt.

2.6 Laboruntersuchung der Versuchsproben

An Tag 5 des Versuchsaufbaus erfolgte die Auswertung der Proben. Fur die
Untersuchungen mit den jeweiligen Verfahren wurden alle Plattchen nach derselben
Spulmethode gereinigt. Hierfur wurde zunachst die Bakteriensuspension aus den
Petrischalen abpipettiert und durch 10 ml Dulbeccos Phosphate buffered saline (PBS)
ersetzt. Danach wurden die Plattchen jeweils in neue, sterile Petrischalen umgesetzt,
die mit 10 ml PBS befullt wurden. Darauf folgten insgesamt zehn Spulvorgange, bei
denen die Titanplattchen erneut mit 10ml PBS gespult wurden, sodass moglichst nur
die adharenten Bakterien verbleiben konnten. Im Anschluss daran wurden die
Plattchen aus der Petrischale entnommen und im Zuge der Laboruntersuchungen den

weiteren Verfahren unterzogen.

2.6.1 Lebend-Tot-Differenzierung

2.6.1.1 LIVE/DEAD (Baclight) Farbung

Die LIVE/DEAD™ BacLight™ Farbung wurde zur Ermittlung von lebenden und toten
Bakterien verwendet. Sie besteht aus zwei Nukleinsaurefarbungen, SYTO 9 und
Propodiumiodid. Das SYTO 9 dringt in die Bakterienmembran ein und farbt die
lebendige Zelle grun. Propodiumiodid hingegen dringt nur in Zellen mit beschadigter
Zellmembran ein und erzeugt zusammen mit dem anderen Farbstoff eine rote
Farbung. Bei Anregung mit Licht in der entsprechenden Wellenlange erscheinen die
Bakterien beim Mikroskopieren in fluoreszierendem Rot oder Gran. Zur
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung mittels LIVE/DEAD (Baclight) Farbung
wurden pro Plattchen 5yl Propodiumiodid und 5pul STYTO™ des Bac-Light
LIVE/DEAD™ BacLight™ Bakterien-Viabilitats-Kit L7012 in einem Eppendorf
Reaktionsgefald vermischt. Von diesem Gemisch wurden dann jeweils 10 yl auf das
Plattchen gegeben und mit der Pipettenspitze gleichmaRig verteilt. Die Plattchen
wurden dann fur 15 min im Dunkeln und bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss

daran wurde der Farbstoff ausgiebig mit PBS abgespult, sodass sich in der
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umgebenden Flussigkeit kein Uberschussiger Farbstoff mehr befand. Die Proben

wurden dann unverzuglich zur weiteren Untersuchung transportiert.

2.6.1.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung der Proben wurde mit Hilfe des Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskopes
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland), der zugehdrigen Farbkamera und
Software durchgefuhrt. Hierzu wurden die Proben auf einen Glasobjekttrager gesetzt
und in das Fluoreszenzmikroskop eingelegt. Die Proben wurden bei 20-facher
Vergroflerung mit dem Grunfilter (FS38-GFP, 470/40) und dem Rotffilter (FS43-DS
Red, 550/25) mikroskopiert und fotografiert. Hierfur wurden =zufallig gewahlte
Bildausschnitte verwendet, die im Anschluss semiquantitativ ausgewertet wurden. Die
Einteilung erfolgte in 4 Grade (Tabelle 3) von Grad 1 ,keine Keime detektierbar” bis
Grad 4 ,dichter Keimbefall“ ahnlich, wie es bereits in anderen Arbeiten durchgefuhrt
wurde [133]. Das Gesichtsfeld mit dem hochsten Grad zahlte fur den gesamten
Ausschnitt.

Grad Beschreibung
1 keine Keime detektierbar
2 vereinzelt Keime detektierbar
3 viele Keime und Konglomerate
4 dichter Keimbefall

Tabelle 3: Darstellung der 4 Grade des bakteriellen Befalls. Entsprechend dieser Graduierung erfolgte die
semiquantitative Auswertung der Proben nach fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung. Unter Grad 1 versteht
man eine Oberfldche ohne bakteriellen Befall, Grad 2 steht fiir vereinzelte, detektierbare Keime, Grad 3 spiegelt
eine Oberfldche mit vielen Keimen und Konglomeraten wider und bei Grad 4 liegt ein dichter Keimbefall vor.

2.6.2 Rasterelektronenmikroskopie

2.6.2.1 Vorbereitung der Proben

Die Proben, die fur die Untersuchung im Rasterelektronenmikroskop vorgesehen
waren, wurden nach dem Spulen in 3%igem Glutaraldehyd fixiert. Hierfir wurden die
Proben in ein 50 ml Probenrohrchen mit 25 ml der Glutaraldehydlésung gegeben und
fur 2 Stunden bei 4° Celsius im Kuhlschrank gelagert. Nach Ablauf der Zeit wurden die

Plattchen mit PBS gewaschen und danach mittels einer aufsteigenden Ethanolreihe
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dehydriert. Hierzu wurden die Plattchen zweimal tber 10 min in 50%igem, 60%igem,
70%igem und 90%igem und Ethanol gelagert. Die Dehydrierung mit 100%igem
Ethanol erfolgte dreimalig. Die Proben wurden daraufhin auf einem Probenteller mit
einem hierfur vorgesehenem beidseitigem Klebepunkt fixiert und luftgetrocknet, bis der
Rest des 100%igen Ethanols vollstandig verflogen war. Danach wurden die Proben
mit 2 Tropfen 1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazan (HMDS) benetzt und unter dem Abzug
luftgetrocknet. Das HMDS ersetzt die kritische-Punkt-Trocknung (CPD = critical point
drying). Die Proben wurden Uber Nacht in einem Exsikkator gelagert und am folgenden
Tag wurde die Proben mit einer 15 nm dicken Goldschicht versehen. Hierzu wurden
die Proben in einen Sputter Coater (Sputter Coater SCD 500, BAL-TEC GmbH,
Schalksmuhle, Deutschland) gesetzt und unter Hochspannung mit einer Goldschicht
bei einer Stromstarke von 35 mA bedampft.

2.6.2.2 Mikroskopische Analyse

Die Analyse der Proben wurde im Rasterelektronenmikroskop (XL30CP von Philips
Electron Optics GmbH, Kassel) durchgefuhrt. Sie wurden beschriftet und in korrekter
Hohe in das Gerat eingesetzt. Daraufhin wurde die Kammer geschlossen und ein
Vakuum erzeugt. Die Spannung betrug bei 50-facher VergroRerung 10kV und bei
15.000 Vergrolerung 25kV, eine Stromstarke von 30 yA wurde nicht Uberschritten.
Die Proben wurden bei 500-facher bis 3500-facher VergroRerung ausgewertet. Die
Dokumentation erfolgte anhand von Fotografien, die im Anschluss gespeichert und
ausgewertet wurden. Die Auswertung der REM-Bilder wurde mit Hilfe derselben
semiquantitativen Auswertung wie die der Fluoreszenzmikroskopie durchgefuhrt und
dokumentiert. Hierfur wurden die Fotografien entsprechend ihnrem Bakterienbefall in 4
Grade eingeteilt, von Grad 1 ,keine Keime detektierbar” bis Grad 4 ,dichter Keimbefall®

ahnlich, wie es bereits in anderen Arbeiten durchgefuhrt wurde [133].
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Grad Beschreibung

1 keine Keime detektierbar

2 vereinzelt Keime detektierbar
3 viele Keime und Konglomerate
4 dichter Keimbefall

Tabelle 4: Semiquantitative Auswertung der Proben in der Rasterelektronenmikroskopie. Die Einteilung erfolgte
ebenfalls in 4 Grade. Unter Grad 1 versteht man eine Oberflache ohne bakteriellen Befall, Grad 2 steht fiir
vereinzelte, detektierbare Keime, Grad 3 spiegelt eine Oberfldche mit vielen Keimen und Konglomeraten wider
und bei Grad 4 liegt ein dichter Keimbefall vor.

2.6.3 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten

Die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE) diente der quantitativen
Untersuchung der adharenten, lebenden Bakterien. Hierfir wurden nach dem
Spulvorgang jeweils ein Titanplattchen mit Antifouling-Beschichtung und ein
Titanplattchen ohne Beschichtung aus der Petrischale entnommen. Diese Plattchen
wurden uber der Petrischale mit jeweils 5 ml PBS abgespult und in ein mit 5 ml PBS
gefulltes Well einer 6-Well Platte Uberfuhrt. Um den Biofilm von der Oberflache des
Titanplattchens zu 16sen, wurde die 6-Well Platte fur 10 min im Ultraschallbad
geschallt. Im Anschluss daran wurde die Bakteriensuspension aus der 6-Well Platte
entnommen und in einer Verdunnungsreihe zur KBE Bestimmung vorbereitet. Zu
diesem Zweck wurden zunachst 10 pl der Bakteriensuspension in 0,9 ml NaCl gelost,
was einer Verdinnung von 1:100 (102) entspricht. Diese verdiinnte
Bakteriensuspension wurde dann in 3 weiteren Stufen bis zu 1:100.000 verdunnt und
je 3 Tropfen bestehend aus 25 ul auf einer BHI-Agarplatte aufpipettiert. Diese Agar-
Platte wurde dann fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach 24 Stunden konnten die
Kolonien mit Hilfe eines Keimzahlgerates (Keimzahlgerat BZG 25 Xylem Analytics

Germany Sales GmbH und Co. KG, Weilheim, Deutschland) ausgezahlt werden.

2.6.3.1 Quantitative Auswertung der KBE

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe von Microsoft Excel gesammelt und sortiert. Die
deskriptive, statistische Auswertung erfolgte mittels IBM®, SPSS®, Statistics version
24.0 fur Windows (IBM Germany GmbH, Ehningen, Germany). Zudem wurde ein
Zweistichproben-t-Test durchgefuhrt, um die Signifikanz zu ermitteln. Die

Signifikanzschwelle wurde bei p <0.05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Voruntersuchung der Proben
Die Voruntersuchung der Titanproben mit und ohne pSBMA Beschichtung erfolgte am
Institut fiir Werkstoff- und Oberflachentechnologie der Fachhochschule Kiel.

3.1.1 Untersuchung der Oberflache

Zum Nachweis der Beschichtung wurde eine Analyse der Proben mittels
Energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX) angefertigt. In Tabelle 5 sind die
Werte dargestellt fur a) unbeschichtete Titanoberflache und b) Titanoberflache mit
pSBMA-Beschichtung. Abbildung 6 zeigt reprasentative Ausschnitte der
Probentopografie sowie die dazugehdrigen EDX Analysen von a) unbeschichtete
Titanoberflache und b) Titanoberflachen mit pSBMA-Beschichtung. S steht fur den
Peak des gemessenen Anteils an Schwefel. Zudem ist einmal der Anteil in
Gewichtsprozent (%) und Atomverhaltnis (%) dargestellt. Die Tabelle macht deutlich,
dass an den Proben mit einer pPSBMA-Beschichtung ein Schwefel-Anteil von ca. 0.25
Gewichts-% zu erkennen ist, wohingegen bei den unbeschichteten Proben nur ein
Titan-Anteil zu messen war. Dies ist als Nachweis fur das Vorhandensein der
Beschichtung zu sehen.

Element Gewichts-% Atomverhaltnis (%)
S 0 0
a)
Ti 100.00 100.00
Total 100.00
Element Gewichts-% Atomverhaltnis (%)
b) S 0.25 0.37
Ti 99.75 99.63
Total 100.00

Tabelle 5: EDX Analyse der Proben: a) unbeschichtete Titanoberflache und b) Titanoberfldche mit pSBMA-
Beschichtung; S steht fiir den Peak des gemessenen Anteils an Schwefel. Zudem ist einmal der Anteil in
Gewichts-% und Atomverhéltnis (%) dargestellt. Die Tabelle macht deutlich, dass bei den Proben mit einer
pSBMA-Beschichtung ein Schwefel-Anteil von ca. 0.25 Gewichts-% festzustellen ist, wohingegen bei den
unbeschichteten Proben nur ein Titan-Anteil zu messen war.
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3.4.2 Kontaktwinkelmessung und Benetzbarkeit

Die Benetzbarkeit der unbeschichteten Titanoberflache und der Titanoberflache mit
pSBMA-Beschichtung ist in Abbildung 7 dargestellt. Die unbehandelte, raue
Titanoberflache, die vorab sandgestrahlt und sauregeatzt wurde, weist einen
hydrophoben Charakter auf. Der Kontaktwinkel (WCA) liegt bei 123° (als hydrophob
gelten WCA >90°). Die Titanoberflache mit pPSBMA Beschichtung zeigt einen WCA von
3°, was auf einen superhydrophilen Charakter schlie3en lasst (als superhydrophil

gelten Oberflachen mit einem WCA <5°, s. weiter oben im Text).

Chlett 122.4° - -
CA right: 123.2°

Abbildung 7 Kontaktwinkelmessung der beiden Proben: a) zeigt die unbeschichtete, native Titanoberfldche mit
einem Wasserkontaktwinkel (WCA)von 123°); b) zeigt die Titanoberfldche mit pSBMA-Beschichtung; es konnte
ein WCA von 3° gemessen werden, was auf einen superhydrophilen Charakter schlieBen I&sst.

3.4.3 FT-IR-Analyse

Die FT-IR Transmissionsanalyse dient der Analyse der chemischen
Zusammensetzung des Oberflachenmaterials. Es wurde sowohl an den Titanplattchen
ohne Beschichtung als auch an den Titanplattchen mit pPSBMA-Beschichtung eine FT-
IR-Spektroskopie vorgenommen. In Abbildung 8 sind beide Transmissionsspektren
dargestellt. Die schwarze Kurve zeigt die Analyse der unbeschichteten Titanplattchen
(Ti as received), die rote Kurve steht fur die Analyse der Titanplattchen mit pSBMA
Beschichtung (Ti pPSBMA coated). Im Vergleich zur nativen Titanoberflache zeigt das
Spektrum der beschichteten Oberflache Transmissionsbanden, die charakteristisch fur
Schwingungen von C=0 (1720 cm') sowie S=O (1170 und 1090 cm™') sind. Die
Transmissionsbanden bei 3500 und 1640 cm' sind charakteristisch fiir physisorbiertes

Wasser.
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Abbildung 8: Die FT-IR Transmissionsanalyse dient der Analyse der chemischen Zusammensetzung des
Oberflaéchenmaterials. Es wurde sowohl an den Titanpléttchen ohne Beschichtung als auch an den
Titanpléttchen mit pSBMA-Beschichtung eine FT-IR-Spektroskopie vorgenommen; Die schwarze Kurve

zeigt die Analyse der unbeschichteten Titanpléttchen (Ti as received), die rote Kurve steht fiir die Analyse
der Titanpléttchen mit pPSBMA Beschichtung (Ti pSBMA coated).

3.2 Auswertung der Proben nach bakterieller Besiedelung

3.2.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die semiquantitative Auswertung des bakteriellen Befalls erfolgte nach der
fluoreszenzmikroskopischen Darstellung. Hierfur wurden die Versuchsproben nach
vorangegangener Farbung mikroskopiert und ihrem Bakterienbefall entsprechend
semiquantitativ ausgewertet. Der Tabelle 6 sind die Ergebnisse der jeweiligen
Auswertungen zu entnehmen. Wie in Abschnitt 2.6.1.2 beschrieben, erfolgte die
Einteilung in 4 Grade. Der Keimbefall der Versuchsproben ist in Abbildung 9 zu
erkennen. Bildausschnitt a) zeigt die Titanplattchen mit pPSBMA Beschichtung. Es sind
auf manchen Proben vereinzelte Keime erkennbar, sodass dies einem Grad 2
zuzuweisen ware. Auf den nativen Titanplattchen ist hingegen ein dichter Keimbefall
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zu detektieren, was einem Grad 4 entspricht und in Bildausschnitt b) zu sehen ist. Als
positive Kontrollprobe diente ein Thermanox™ Deckglas c) was in Abbildung 10
veranschaulicht ist. Hier waren, wie erwartet, viele Bakterien und Konglomerate zu
erkennen (Grad 3). Bildausschnitt d) zeigt zum Vergleich eine beschichtete
Titanoberflache, die keine bakterielle Kontamination erfahren hat und einer
bakteriellen Besiedlung Grad 1 entspricht (keine Keime detektierbar). Die
Autofluoreszenz des Thermanox™ Deckglases sorgte flr eine gleichmaRig griine
Farbung des Materials, was die Auswertung erschwerte. Die Bilder der
rasterelektronenmikroskopischen Auswertung dienten zur Bestatigung der Ergebnisse

aus der Fluoreszenzmikroskopie.

Versuch Datum Titan-beschichtet Titan-unbeschichtet Thermanox™

1 212.20 Grad 2 Grad 4 Grad 3
2 9.12.20 Grad 1 Grad 4 Grad 3
3 20.01.21 Grad 2 Grad 4 Grad 3
4 27.01.21 Grad 2 Grad 4 Grad 3

Tabelle 6: Auswertung der Fotografien nach Fluoreszenzmikroskopie: Einteilung je nach bakteriellem Befall in die
Grade 1-4. Hieraus wird deutlich, dass es einen erkennbaren Unterschied in dem bakteriellen Befall des
jeweiligen Materials gab und diese Ergebnisse in allen vier Versuchsdurchldufen reproduziert werden konnten.

Abbildung 9: Darstellung der bakteriellen Besiedlung der Proben mit anschlieBender fluoreszierender Farbung
(LIVE/DEAD™ BacLight™); a) zeigt vereinzelt Mikroorganismen auf der Titanoberfliche mit pSBMA
Beschichtung (Grad 2); b) die unbehandelte Titanoberfldche weist einen dichten Keimbefall auf (Grad 4). Der
MaRBstab aus Bildausschnitt a) bezieht sich auf beide Ausschnitte (a, b)
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Abbildung 10: Darstellung der bakteriellen Besiedlung der Proben mit anschlieBender fluoreszierender Farbung
(LIVE/DEAD™ BacLight™); c) Kontrollprobe: viele Keime und Konglomerate sind auf dem Thermanox™ Pléttchen
zu sehen (Grad 3); d) zum Vergleich eine beschichtete Titanoberfliche ohne bakterielle Kontamination, diese
entspricht einer Keimbesiedlung Grad 1 (keine Keime detektierbar); Der Mal3stab aus Bildausschnitt d) bezieht sich
auf beide Ausschnitte (c, d).

3.2.2 Rasterelektronenmikroskopie

Eine weitere semiquantitative Auswertung des bakteriellen Befalls erfolgte nach der
rasterelektronenmikroskopischen Darstellung. Abbildung 11 zeigt die bakterielle
Besiedlung des a) Titanplattchens mit pSBMA-Beschichtung und b) unbeschichteten
Titanplattchens bei 5000-facher Vergro3erung. Bei dem Titanplattchen mit pSBMA-
Beschichtung a) zeigt sich ein vereinzelter Keimbefall (Grad 2), wohingegen bei b) ein
dichter Keimbefall zu erkennen ist (Grad 4). Dieser Befund wiederholte sich in allen 4
Versuchsdurchlaufen. Abbildung 12 zeigt zum Vergleich eine beschichtete
Titanoberflache c) ohne bakterielle Kontamination und d) das Thermanox™-Plattchen
als positive Kontrollprobe bei 5000-facher Vergro3erung im REM. In Bildausschnitt c)
ist kein bakterieller Befall erkennbar, was Grad 1 entspricht (keine Keime detektierbar).
In Bildausschnitt d) ist die Oberflache eines Thermanox™ Plattchens zu sehen. Hier
sind viele Keime und Konglomerate (Kettenbildung) zu erkennen, was als eine

bakterielle Besiedlung Grad 3 einzustufen ist.
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Abbildung 11: Darstellung der bakteriellen Besiedlung der Proben im REM bei 5000-facher Vergr6Berung. (a) zeigt
die Oberflache des Titanplattchens mit p SBMA Beschichtung, es ist vereinzelter Keimbefall zu detektieren

(Grad 2), (b) hier ist die Oberfldche des unbehandelten Titanpléttchens zu sehen, mit dichtem bakteriellen
Keimbefall (Grad 4).

Magn }—— 10um
5000x

Abbildung 12: REM-Aufnahme bei 5000-facher Vergré8erung: c) beschichtete Titanoberflache ohne bakterielle
Kontamination, entspricht einem Grad 1 (keine Keime detektierbar); d) Thermanox™-Deckglas (positive
Kontrollprobe) mit vielen Keimen und Konglomeraten, entspricht einem Grad 3.

Versuch Datum Titan-beschichtet Titan-unbeschichtet Thermanox™

1 2.12.20 Grad 2 Grad 4 Grad 3
2 9.12.20 Grad 2 Grad 4 Grad 3
3 20.01.21 Grad 2 Grad 4 Grad 3
4 27.01.21 Grad 2 Grad 4 Grad 3

Tabelle 7: Auswertung der REM-Aufnahmen in allen 4 Versuchsdurchldufen, die Einteilung erfolgte entsprechend
der 4 Grade. Auch anhand dieser Versuchsauswertung wird deutlich, dass es einen deutlichen Unterschied in
dem bakteriellen Befall der verschiedenen Materialen gab und diese Ergebnisse in allen vier
Versuchsdurchldufen reproduziert werden konnten.
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3.2.3 Koloniebildende Einheiten

Die Auszahlung der Koloniebildenden Einheiten erfolgte am Tag nach Beendigung des
Versuchsdurchlaufs. Die Gesamtheit aller Probenkorper lag bei 24 (N=24), wobei die
Halfte der Proben beschichtet und die andere Halfte unbeschichtet war. Das Ergebnis
der insgesamt 4 Versuchsdurchlaufe ist Tabelle 8 zu entnehmen.

Der Mittelwert der beschichteten Proben lag bei 1,21 - 10*, der Median bei 3,65 - 103,
das Minimum bei 8,1- 10? und das Maximum bei 1,09 104,

Der Mittelwert Koloniebildenden Einheiten der unbeschichteten Proben lag bei
1,81 - 10°, der Median bei 2,13 - 10°. Das Maximum lag bei 2,9 - 10° und das Minimum
bei 1,09 - 10%.

Versuch Datum Titan-beschichtet Titan-unbeschichtet
1 3.12.20 3,65 - 10% 1,45-10°
2 10.12.20 1,30 - 103 2,9-10°
3 21.01.21 6,00 - 10° 2,8-10°
4 28.01.21 8,10 - 107 1,09 - 10*
Mittelwert 1,12 - 104 1,81-10°
Median 3,65-10° 2,13-10°

Tabelle 8: Ergebnisse der Auszéhlung der KBE aller vier Versuchsdurchlaufe, N=24, wobei 12 Proben beschichtet
und 12 Proben unbeschichtet waren. Der Mittelwert der beschichteten Proben lag bei 1,12 - 10*, der Median bei
3,65 - 10°. Der Mittelwert der unbeschichteten Proben lag bei 1,81- 10°, der Median bei 2,13 - 10°.

Der statistische Vergleich der koloniebildenden Einheiten (KBE) zwischen pSBMA-
beschichteten Titanplattchen und unbeschichteten Titanplatichen zeigte nach
Signifikanzberechnung mittels Zweistichproben t-Test, dass die bakterielle Besiedlung
der Titanplattchen ohne Beschichtung signifikant hoher war (p=0,021) als die
bakterielle Besiedlung der Titanplattchen mit Beschichtung. Dieses Ergebnis
wiederholte sich in allen 4 Versuchsdurchlaufen. Der Graph in Abbildung 13
veranschaulicht erneut die Differenz der bakteriellen Besiedlung beider Proben. Der
linke, dunkelgraue Balken prasentiert die Menge an koloniebildenden Einheiten, die
auf den unbeschichteten Titanplatichen vorhanden waren. Der rechte, hellgraue
Balken stellt die Menge an koloniebildenden Einheiten der pSBMA-beschichteten
Plattchen dar. Das Kreuz in der Mitte steht fir den Mittelwert, der auch die Ausreil3er

34



miteinbezieht, wohingegen die horizontale Linie im jeweiligen Balken, darstellend fir
den Median, die Ausreif3er nicht bertcksichtigt.

KBE

350000

300000 |
250000 |
200000 |
150000 |

100000 |

50000 |

-50000

Abbildung 13: Darstellung der koloniebildenden Einheiten. Der dunkelgraue Balken (links) stellt die KBE auf den
unbeschichteten Titanplattchen dar. Der hellgraue Balken (rechts) stellt die KBE der Titanplattchen mit pSBMA-
Beschichtung dar. Das Kreuz in der Mitte steht fiir den Mittelwert, der auch die AusreiBer mit einbezieht,
wohingegen die horizontale Linie im jeweiligen Balken, darstellend fiir den Median, die Ausreier nicht
berticksichtigt.
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden in-vitro Untersuchung war es, die bakterielle Adhasion auf
zwei verschiedenen Titanoberflachen zu untersuchen und zu vergleichen: Titan mit
einer superhydrophilen Beschichtung aus zwitterionischem pSBMA und Titan ohne
zusatzliche Oberflachenmodifikationen. Beide Titanoberflachen wurden zuvor
industriell sandgestrahlt und sauregeatzt (TiPure™s, Firma Bego GmbH,
Deutschland). Wenngleich es bereits eine Vielzahl an antimikrobiellen oder Antifouling-
Strategien gibt, beschrankt sich die Literatur in Bezug auf Antifouling-Beschichtungen
in Form von Polymeren auf dentalen Implantaten weitestgehend auf Polyethylenglykol
(PEG) [134]. Das anzustrebende Ziel dieser Studie war es somit, eine neuartige

Oberflachenmodifikation aus photopolymerisiertem pSBMA auf Titan zu testen.

4.1. Diskussion der Methoden

4.1.1 Versuchsaufbau

Diese Arbeit stellt eine reproduzierbare in-vitro-Studie dar, die die Biofilmbildung an
zwei Titanoberflachen mit unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften
prufen sollte. Die Proben wiesen entweder einen hydrophoben oder einen
superhydrophilen Charakter auf, was im Rahmen der Voruntersuchungen durch die
Kontaktwinkelmessung bewiesen wurde.

Das experimentelle Vorgehen des Hauptversuches gliederte sich in insgesamt 4
Versuchsdurchlaufe, deren Ziel es war, Ergebnisse zu erzielen, die sich in den
folgenden Durchlaufen bestatigten. Die Gesamtmenge der Proben belief sich auf 24
Titanplattchen, die sich wiederum in 12 beschichtete und 12 unbeschichtete Proben
unterteilten. Pro Versuch standen so insgesamt 6 Titanplattchen zur Verfugung, davon
eine unbeschichtete und eine beschichtete Kohorte. Fur noch aussagekraftigere
Ergebnisse ware eine groflere Anzahl von Versuchsproben notwendig gewesen, auf
die leider im Rahmen dieser Studie nicht zugegriffen werden konnte.

Um ein standardisiertes, reproduzierbares Versuchsprotokoll einhalten zu kénnen,
fand die Studie unter in-vitro Bedingungen statt. Unter in-vivo Bedingungen ware es
bereits aufgrund der individuell abweichenden, bakteriellen Zusammensetzung
verschiedener Individuen zu zusatzlichen, nicht beeinflussbaren Parametern
gekommen [135]. Die hier entstandenen Ergebnisse sollten in weiteren Versuchen

verifiziert werden. Sinnvoll waren Folgestudien unter in-vivo Bedingungen.
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Aus Grunden der Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit wurde auch nur eine
Bakterienspezies verwendet, wenngleich die Biofilmbildung aus einem komplexen
Zusammenspiel verschiedener Bakterienspezies besteht [36, 40]. Bei der hier
verwendeten bakteriellen Spezies handelte es sich um Enterococcus faecalis, die
auch in anderen Arbeiten verwendet wurde [136]. E. faecalis wurde sowohl in
parodontalen als auch den Wurzelkanal betreffenden Infektionen nachgewiesen [137-
139]. Auch wenn E. faecalis nicht die dominante Spezies in periimplantaren Infektionen
darstellt, kann es ein wichtiger Akteur sein, der mit einigen gangigen Kulturtechniken
oft nicht nachgewiesen werden kann [140].

Zur Festlegung der Inkubationszeit gab es vorab eine Reihe von Vorversuchen, bei
denen die Biofilmbildung von E. faecalis nach drei, funf und sieben Tagen untersucht
wurde. Zur Festlegung der zeitlichen Abstande der Untersuchungen dienten die
Ergebnisse verschiedener wissenschaftlicher Arbeiten, die eine Biofilmbildung
unterschiedlicher Spezies wie Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa
und Enterococcus faecalis untersuchten [141]. Enterococcus faecalis zeigt eine
Varianz an zeitlichen Abstanden, nach der eine bakterielle Kontamination detektierbar
war [142]. S. pyogenes und P. aeruginosa wurden Uber 7 Tage inkubiert und zeigten
nach drei, vier, funf und sechs Tagen starke Biofilmbildung. Die starkste Biofilmbildung
wurde nach 3 Tagen erreicht [141]. Im Rahmen der Vorversuche zeigte sich fur E.
faecalis, dass der aussagekraftigste Keimbefall nach 5 Tagen zu erkennen war. Die
Inkubation Uber 7 Tage stellte keine Verbesserung dar. Als Messparameter dienten
hierfur die Messung der optischen Dichte des Nahrmediums, die Bestimmung der KBE
sowie die optische Auswertung im Fluoreszenzmikroskop und
Rasterelektronenmikroskop.

Neben der Dauer der Inkubation war zu klaren, ob der Versuch in einem
geschlossenen System wie einer Petrischale stattfinden sollte oder in einem
dynamischen System wie einem FlieBkammermodell, ahnlich wie es bereits im
Zellkulturversuch durchgefuhrt wurde [143]. Im Rahmen der Vorversuche wurde der
Versuchsaufbau im Sinne eines FlieBkammermodells ausprobiert, um maoglichst
physiologische = Rahmenbedingungen zu schaffen. Die Umsetzung des
FlieBkammermodelles fur die hier bendtigten Zwecke gestaltete sich jedoch schwierig
und es kam zu Kontaminationen, die nicht auf E. faecalis zurickzufihren waren. Fur
die hier vorliegende Arbeit wurde deshalb aus Grunden der Vergleichbarkeit ein
geschlossener Versuchsaufbau in Petrischalen gewahlt. Es ware ein anzustrebendes
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Ziel, die hier erhobenen Ergebnisse im Rahmen eines Zweitversuches im Fliemodell
zu validieren. Zudem konnte in einer Folgestudie der zeitliche Rahmen der Inkubation

verlangert werden, um physiologischere Versuchsbedingungen zu schaffen.

4.1.2 Kontrollproben

Zur Kontrolle der Biofilmbildung wurde sich im Rahmen der Vorversuche fur
Negativproben aus Polytetrafluorethylen (PTFE) entschieden. Dies ist bekannt fur
seinen hydrophoben Charakter und findet bereits Gebrauch bei der Anwendung im
menschlichen Korper [144, 145]. Bei dem Material handelt es sich jedoch um industriell
gefertigte Rundstabe, die im Nachgang in feine Scheiben geschnitten werden
mussten, um der angestrebten Probengrofle zu entsprechen. In den Schnittflachen
kam es zu Ablagerungen von Partikeln und Bakterien (s. Abb. 14), sodass diese Probe

entsprechend der semiquantitativen Auswertung als Grad 2 einzustufen war.

Abbildung 14: Negativkontrolle PTFE-Probe nach 5-tdgiger bakterieller Besiedlung im Vorversuch. In den
Schnittflichen kam es zu Ablagerungen von Partikeln und Bakterien, sodass dies einer bakteriellen Besiedlung
Grad 2 einzuteilen wére.

Infolgedessen wurden statt Negativkontrollen Thermanox™ Deckglaser als
Positivkontrolle verwendet, da diese industriell gefertigt werden und im Vorversuch
einen deutlichen Biofilm zeigten (s. Abb. 15). Der hier erkennbare Biofilm ist nach
semiquantitativer Auswertung als Grad 3-4 einzustufen. Aufgrund der Autofluoreszenz
der Thermanox™ Deckglaser im Bereich von 380 bis 545 nm, sind diese nicht ideal
fur die Auswertung im Fluoreszenzmikroskop und vom Hersteller nicht hierfur

vorgesehen.
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Abbildung 15: Thermanox ™ Deckglas im Vorversuch nach 5-tagiger bakterieller Besiedelung: a) Darstellung
im REM bei 5000x VergréBerung, b) Fluoreszenzmikroskopie. Hier ist ein deutlicher bakterieller Befall
detektierbar.

4.1.3 Beeinflussung des Biofilms

Die Verwendung von Implantaten ist in mehreren medizinischen Disziplinen zu einer
gangigen Behandlung geworden. Am Beispiel der Zahnheilkunde zeigt sich, dass das
gestiegene Bewusstsein fur die Mundgesundheit und die Verbesserung und
Optimierung chirurgischer Eingriffe zu einer stetig steigenden Anzahl solcher Eingriffe
gefuhrt haben [146]. Dennoch konnen mikrobielle Entzindungsreaktionen den
Behandlungserfolg gefahrden [61, 67, 147]. Die Modifizierung der
Oberflachenmorphologie, Benetzbarkeit und Chemie eines Implantats konnten
vielversprechende Losungen im Hinblick auf Biofouling und damit verbundene
Entzindungsreaktionen darstellen. Die aktuelle Studie zielte darauf ab, eine neuartige
Strategie zur Oberflachenmodifikation zu definieren, um die initiale bakterielle
Adhasion und weitere Besiedelung auf Titan zu verhindern. Bei Titan handelt es sich
um eines der am haufigsten verwendeten Materialien fur medizinische Implantate
[148]. Die Verhinderung der initialen bakteriellen Adhasion ist ein entscheidender
Schritt fur die irreversible mikrobielle Anhaftung [55]. Es ist bekannt, dass E. faecalis
an Zahnwurzelinfektionen beteiligt ist und nach Zahnextraktion im umgebenden
Knochen verbleiben und spater gesetzte Implantate besiedeln kann [138, 139]. Es
wurden bereits verschiedene Strategien entwickelt, einem solchen Biofouling
entgegenzuwirken. Diese reichen von der Pfropfung von Mikrobiziden, wie Antibiotika,
antimikrobieller Peptide oder lonen, bis zur Schaffung sogenannter inerter
Beschichtungen [74]. Die Verwendung von Beschichtungen mit Silber-, Kupfer- oder
Zink-lonen ist trotz des antimikrobiellen Effekts [94, 95] als aul3erst kritisch anzusehen,
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da einige dieser Beschichtungen im Verdacht stehen, einen zellschadigenden Effekt
zu haben und in der Leber zu aggregieren [100, 149].

Die Schlusselvoraussetzung fur die Biofilmbildung ist der Schritt der Adhasion und
Wechselwirkung einer bakteriellen Spezies mit der Zieloberflache [55]. So stellt sich
hier auch die Frage, ob Implantate aus moderneren Materialien wie Zirconiumdioxid
einen Vorteil gegenuber Titan und dessen Legierungen darstellen konnen.
Zirconiumdioxid gilt als bakterienabweisend, was einen Vorteil gegenuber Titan
darstellt [150, 151]. Allerdings gibt es auch Studien die zeigen, dass Zirconiumdioxid
keinen Vorteil in Bezug auf die Plaque-Akkumulation im Vergleich zu Titan und dessen
Legierungen bietet [152]. Der Vergleich von dentalen Implantaten aus Titan mit einer
oberflachlichen Beschichtung aus pSBMA und Implantaten aus Zirconiumdioxid ware
daher ein interessantes Ziel fur eine Folgestudie.

4.1.4 pSBMA als Beschichtungsmaterial

Zusammengefasst steht die vorliegende Arbeit im Einklang mit anderen bereits
veroffentlichten Studien auf dem Gebiet der antiadhasiven, zwitterionischen
Beschichtungen. Die Verwendung von biokompatiblen, zwitterionischen
Polymerbeschichtungen mit pSBMA stellt eine vielversprechende Antifouling-Strategie
dar [153-155].

Es konnte gezeigt werden, dass die zwitterionischen Eigenschaften der Beschichtung
in wassrigem Medium, das gel6ste lonen enthalt, fur eine Hydratationsschicht sorgen.
Solche superhydrophilen Oberflachen erscheinen neutral und widerstehen héheren
Salzkonzentrationen gut [155].

Es ist allgemein bekannt, dass nicht nur die Oberflachenrauigkeit, sondern auch die
Oberflachenbenetzbarkeit die Anhaftung von Bakterien an der Implantatoberflache
beeinflussen konnen [156]. Der Kontaktwinkel von 3° (WCA), der auf den
beschichteten Titanoberflachen gemessen wurde, beweist den superhydrophilen
Charakter. Trotz der hOheren Rauigkeit zeigen die beschichteten Titanoberflachen, im
Vergleich zu unbeschichteten SLA Titanoberflachen eine deutliche Hydrophilie, was
bereits von Wenzel 1936 beschrieben wurde [157].

Im Vergleich zu PEG-basierten Antifouling-Beschichtungen ist die Wechselwirkung mit
dem umliegenden Wasser starker und der bakterienabweisende Effekt von
zwitterionischen Polymeren wie pSBMA hoher [120, 158]. Darlber hinaus konnte die

Superhydrophilie von pSBMA beschichteten Titanoberflachen auch der
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Wechselwirkung benachbarter Polymerketten zugeschrieben werden [159, 160]. Die
hohe Packungsdichte von pSBMA konnte durch das hier beschriebene
Photopolymerisationsverfahren zur Bildung einer dichteren Polymerbeschichtung
beigetragen und folglich dazu gefuhrt haben, eine bessere Hydrophilie zu erreichen
als bisher in der Literatur beschrieben wurde [161]. Auch in Bezug auf seine Toxizitat
kann pSBMA ein vielversprechendes Material sein. Es zeigte sich in der
Fluoreszenzmikroskopie, dass uberwiegend lebende Bakterienzellen vorhanden
waren. Zudem wurde in einer anderen Arbeit bereits anhand von Zytotoxizitatstests
nachgewiesen, dass kein zytotoxischer Effekt auf Fibroblasten vorhanden zu sein
scheint [162]. Demnach konnte zwar eine biologische Vertraglichkeit des pSBMA in
Zytotoxizitatsversuchen nachgewiesen werden, jedoch sollte der Einfluss auf andere
umgebende Zellen wie Osteoblasten in weiteren Versuchen kritisch untersucht

werden.

4.1.5 Beschichtungsverfahren

Fir die Herstellung der Versuchsproben wurde in dieser Arbeit die
Photopolymerisation als Beschichtungsverfahren verwendet. Es handelt sich hierbei
um ein recht einfaches, schnell durchfuhrbares Beschichtungsverfahren. Neben der
Beschichtung von Titan mit pSBMA, kdnnen per Photopolymerisation auch andere
Substrate beschichtet werden [162]. Es gibt jedoch zur Beschichtung mit
zwitterionischen Polymeren eine Vielzahl von Verfahren, die in der Literatur deutlich
etablierter sind, als die Photopolymerisation [155, 162]. Ein Beispiel fur ein anderes,
innovatives Beschichtungsverfahren ist das iCVD-Beschichtungsverfahren (initiierte
chemische Gasphasenabscheidung, initiated chemical vapor deposition). Dieses
Verfahren ist bereits vielfach in der Literatur beschrieben und konnte auch zur
Beschichtung von Substraten in grolRer Menge dienen [163]. Zudem ist es per iCVD
Verfahren moglich, verschiedene Polymere aufzubringen, wodurch die gewunschten
Eigenschaften einer Oberflache erweitert werden konnen [164]. In diesem
Zusammenhang ware es von Interesse, weitere Beschichtungsverfahren wie das iCVD
Verfahren auszutesten, um herauszufinden, ob das Beschichtungsverfahren einen
zusatzlichen Einfluss auf die Antifouling-Eigenschaften hat.
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4.1.6 Versuchsauswertung

In der vorliegenden Studie wurden kommerzielle, sandgestrahlte und sauregeatzte
Titanproben erfolgreich mit pSBMA beschichtet, was durch die FT-IR-Messungen
bewiesen wurde. Die Kontaktwinkelmessungen bestatigten den superhydrophilen
Charakter der Beschichtung. Die mit pPSBMA beschichteten Proben zeigten nach der
Inkubation in Gegenwart von E. faecalis, im Vergleich zu den unbeschichteten
Titanproben deutliche, bakterienabweisende Eigenschaften. Dies konnte sowohl in der
qualitativen Auswertung durch Fluoreszenzmikroskopie und
Rasterelektronenmikroskopie als auch in der quantitativen Auswertung mittels
Auswertung der KBE gezeigt werden. In der Auswertung der REM und
Fluoreszenzmikroskopie konnten vereinzelt Bakterien nachgewiesen werden, was
vermutlich auf Beschichtungsfehler oder Verletzungen der Beschichtung
zurlckzufuhren ist. Im Vergleich hierzu zeigte sich auf den unbeschichteten
Titanproben ein dichter Bakterienfilm. Diese Ergebnisse wurden in der Auswertung der
Koloniebildenden Einheiten (KBE) bestatigt. Auf den nativen Titanproben wurde eine
signifikant hohere Menge an KBE detektiert als auf den Titanproben ohne
Beschichtung. Es ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass die inkubierten Proben
nur eine oberflachliche Beschichtung erhalten haben, sodass die Seitenwande und die
Unterseite unbeschichtet geblieben sind. Dementsprechend ist davon auszugehen,
dass die Menge der KBE auf zirkumferent beschichteten Proben deutlich geringer und
der Unterschied noch signifikanter gewesen ware.

Die Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie, die
hier zur qualitativen Beurteilung des Biofilms diente, erfolgte durch semiquantitative
Analyse, wie es bereits in anderen Arbeiten durchgefuhrt wurde [133].
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4.2 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der aktuellen experimentellen Studie zeigen, dass die pSBMA-
Beschichtung von Titanoberflachen eine Vvielversprechende Strategie zur
Verhinderung bakterieller Adhasion sein konnte. Aus klinischer Sicht stellen
Infektionen im Umfeld von Zahnimplantaten keine Seltenheit dar, sodass die
Ansammlung von Plaque und die damit einhergehende bakterielle Adhasion zu
Infektionen und Implantatverlust fuhren konnen. Die hier beschriebene
Vorgehensweise zur Oberflachenmodifikation konnte ein neuer Ansatz zur
Verhinderung  periimplantarer  Infektionen  darstellen.  Entsprechend  der
Voruntersuchungen scheinen Titanoberflachen aus Reintitan Grad 4, die vorab
industriell sandgestrahlt und sauregeétzt (TiPure™ s, Firma Bego GmbH, Deutschland)
und im Nachgang mit der superhydrophilen Beschichtung aus pSBMA versehen
wurden, resistent gegen physiologische Salzkonzentrationen zu sein. Zudem zeigt sie
im Vergleich zu unbeschichteten Titanoberflachen eine signifikant geringere
bakterielle Besiedlung mit E. faecalis. Es ist davon auszugehen, dass dieser Effekt
auch bei anderen Bakterien zu beobachten ware. Bezuglich der Zytotoxizitat ist zu
erwarten, dass pSBMA kein Risiko fur umliegende Zellen darstellt. Dies wurde in einer
anderen Arbeit am Beispiel von Fibroblasten bewiesen, musste jedoch auch fur andere
Zellen wie beispielsweise Osteoblasten nachgewiesen werden. Zur Validierung der
hieraus hervorgehenden Ergebnisse waren Folgestudien mit einer groReren

Probenanzahl sowie in-vivo Studien sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Die aktuelle Forschung im Bereich dentaler Implantate beschaftigt sich mit dem
Einfluss von Oberflachenveranderungen, die die biologischen Prozesse verbessern
sollen. Im Laufe der Zeit wurden zahlreiche subtraktive sowie additive Verfahren
getestet, die Einfluss auf die Interaktion zwischen der Implantatoberflache und Zellen
sowie Bakterien nehmen. Die Einflussnahme auf die Wechselwirkung mit dem
umliegenden Medium konnte so im Zusammenhang mit anderen Verfahren positive
Ergebnisse erzielen. Wahrend natives Titan aufgrund der naturlichen Kontamination
durch Hydrokarbon und Karbonate aus der Umgebungsluft sowie seiner naturlichen
Hydrophobizitat eine vergleichsweise geringe Oberflachenenergie besitzt, geht man
nach aktuellem Wissensstand davon aus, dass eine erhohte Oberflachenenergie und
Hydrophilie einen positiven Effekt auf die Benetzbarkeit, die Affinitat von Proteinen und
die erhohte Adhasion von Osteoblasten haben konnen.
Beschichtungsverfahren mit Polymeren wie Polyethylenglykol zeigten bereits gute
biologische Eigenschaften und ein antiadhasives Verhalten gegenuber Bakterien.
Wahrend die Wechselwirkung der Polyethylenglykol-Ketten auf
Wasserstoffbrickenbindungen zurtckzufuhren ist, kommt es bei zwitterionischen
Polymeren wie Polysulfobetain-Methacrylat durch elektrostatische Krafte zu einer
Hydratation, die deutlich starker ist. So konnte in einer kurzlich verdffentlichten Studie
gezeigt werden, dass zwitterionisches Polysulfobetain-Methacrylat aufgrund seiner
superhydrophilen und antiadhasiven Eigenschaften ein vielversprechendes Material
zur Antifouling-Beschichtung darstellt und verbesserte Eigenschaften im Vergleich zu
bereits etablierteren Materialen wie Polyethylenglykol besitzt.
Ziel dieser Arbeit war es, die bakterienabweisenden Eigenschaften des pSBMA zu
untersuchen, indem Proben aus sandgestrahltem und sduregeétztem Titan (TiPure”'us,
Firma Bego GmbH, Deutschland) per Photopolymerisation mit pPSBMA beschichtet und
anschlief3end in einer Bakteriensuspension aus einem Nahrmedium und Enterococcus
faecalis bakteriell besiedelt wurden.
Die qualitative Auswertung erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie und
Rasterelektronenmikroskopie, die Auswertung der koloniebildenden Einheiten diente
der quantitativen Bewertung.
Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die Beschichtung mit pSBMA eine
vielversprechende Strategie zur Verhinderung von bakterieller Adhasion darstellen
kann. Kommerzielle Titan-Substrate mit der superhydrophilen Beschichtung aus
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pSBMA scheinen resistent gegenuber physiologischen Salzkonzentrationen zu sein
und zeigen im Vergleich mit unbeschichtetem Titan eine signifikant geringflgigere
bakterielle Besiedlung mit Enterococcus faecalis. Es ist davon auszugehen, dass
dieser Effekt auch bei anderen Bakterien zu beobachten ist.

Aspekte wie in-situ Biodegradation und Osseointegration mussen hierbei
berucksichtigt werden.
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5.1 Abstract

Recent investigations on the anti-adhesive properties of polysulfobetaine methacrylate
(pSBMA) coatings have shown promising potential as antifouling surfaces and have
given the impetus for the present paper, where a pSBMA coating is applied via
photopolymerization on a macro-roughened, sandblasted, and acid-etched titanium
implant surface in order to assess its antifouling properties. Current emphasis is placed
on how the coating is efficient against the adhesion of Enterococcus faecalis by
quantitative assessment of colony forming units and qualitative investigation of
fluorescence imaging and scanning electron microscopy. pSBMA coatings via
photopolymerization of titanium surfaces seems to be a promising antiadhesion
strategy, which should bring substantial benefits once certain aspects such as
biodegradation and osseointegration were addressed. Additionally, commercial SLA-
titanium substrates may be coated with the super-hydrophilic coating, appearing
resistant to physiological salt concentrations and most importantly lowering E. faecalis
colonization significantly, compared to titanium substrates in the as-received state. It
is very likely that pSBMA coatings may also prevent the adhesion of other germs.
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Kritische-Punkt-Trocknung (engl. critical point drying)
Kupfer (lat. Cuprum)
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Fourier-Transform-Infrarotspektrometer
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Phosphatpufferlésung (engl.: Phosphate buffered saline)
Polyethylenglykol

Polysulfobetain-Methacrylat
Rasterelektronenmikroskopie

Schwefel

sandgestrahlt und sauregeatzt (engl.: sandblasted and acid-etched)

Titan

Titandioxid

Trademark

Ultraviolettstrahlung

Kontaktwinkel (engl.: water contact angle)
Zink (lat. Zincum)

Mikroliter

Mikrometer
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