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Kurzzusammenfassung

Dentale Implantate sind eine gingige Methode zur Behandlung von Zahnverlusten. Allein in
Deutschland werden jéhrlich tiber 1.3 Millionen Implantate eingesetzt. Das Auftreten implanta-
tassoziierter Infektionen, die noch Jahre nach der erfolgreichen Implantation zum Implantatver-
lust fithren konnen, stellt die Zahnmedizin jedoch weiterhin vor eine grofle Herausforderung.
Diese Infektionen sind auf bakterielle Biofilme aus pathogenen, Sdure produzierenden Bak-
terien zuriickzufithren. Da die Behandlung bakterieller Biofilme durch Antibiotika aufgrund
der eingeschrankten Zugénglichkeit erschwert ist, sollte bereits in einem frithen Stadium die
Ausbildung des Biofilms unterbunden werden, um schweren Infektionen vorzubeugen. Dies
ist auch eine Herausforderung an die Materialchemie. So konnen beispielsweise intelligente
Medikamentenfreisetzungssysteme auf der Implantatoberflache integriert werden, um nach
der Implantation als Reaktion auf einen dufleren Reiz hin einen Wirkstoff freizugeben, der die
Bakterien eliminieren soll, bevor sie einen Biofilm ausbilden.

Die vorliegende Dissertation behandelt die Synthese nanoporéser Titandioxidbeschichtungen
auf elektrochemischem Wege sowie deren Charakterisierung. Aus den pordsen Strukturen sollen
durch eine anschliefende Oberflichenmodifikation und Einlagerung des Wirkstoffes Chlorhexi-
din Stimulus-responsive Medikamentenfreisetzungssysteme generiert werden, die letztlich die
Ausbildung bakterieller Biofilme auf der Substratoberfliche verhindern.

Durch kathodische Elektrodeposition konnten nanoporése Titandioxidbeschichtungen syn-
thetisiert werden, die anschlieffend durch postsynthetische Oberflachenmodifikationen mit
unterschiedlichen funktionellen Gruppen ausgestattet wurden. Dadurch ergab sich eine Variati-
on der freigesetzten Wirkstoffmengen. Mithilfe eines eigens synthetisierten Linkermolekiils war
es moglich eine Polymerschicht photochemisch anzubinden, durch die sich das Freisetzungs-
verhalten stark verénderte. Die kovalente Anbindung des Polymers war ein entscheidender
Fortschritt fiir die Entwicklung des Stimulus-responsiven Freisetzungssystems, was sich bei
den mit Methylenblau als Modellsubstanz durchgefiihrten Freisetzungsstudien bestétigte, da bei
geringen pH-Werten mehr Farbstoff freigesetzt wurde als in Losungen mit neutralem pH-Wert.
Erste in vitro-Untersuchungen zeigten, dass die Kombination der eingebrachten Amino- bzw.
Sulfonsduregruppen mit dem Wirkstoff Chlorhexidin zu einer Verstarkung der antibakteriellen
Wirkung fithrt und die Ausbildung eines dichten Biofilms verhindert wird. Die Synthesevariante
des anodischen Eloxierens fiithrte ebenfalls zu nanoporésen Titandioxidbeschichtungen, die
anschlieflend ebenfalls modifiziert werden konnten. Auch hier konnte durch die Einfithrung von
Amino- und Sulfonsduregruppen die freigesetzten Chlorhexidinmengen beeinflusst werden. Die
Polymeranbindung konnte mit diesen Substraten ebenfalls erfolgreich durchgefiihrt werden. Bei
den in vitro-Zytokompatibiltitatstests zeigten alle untersuchten Substrate beider Beschichtungen
hohe Zellvitalitaten. Das weist auf eine moderate Biokompatibilitat hin.
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Kurzzusammenfassung

Stichworte: nanoporoses Titandioxid, Oberflichenmodifikation, Stimulus-responsive Systeme,
Medikamentenfreisetzungssysteme, Chlorhexidin, dentale Implantate

VIII



Abstract

Dental implants are a common treatment for tooth loss nowadays. There are at least 1.3 million
implants being used per year in Germany alone. However, implant-associated infections can
occur even years after a successful implantation, leading to high implant failure rates. Therefore,
late infections caused by bacterial biofilms are still a major health issue. These infections are
caused by bacterial biofilms consisting of pathogenic bacteria that produce acids. The treatment
of bacterial biofilms with antibiotics is rather difficult due to its limited accessibility. In order to
prevent the development of serious undesirable infections, arising bacterial biofilms have to be
eliminated effectively in the early stages. A controlled drug delivery system directly located on
the implant’s surface offers a promising opportunity to achieve the required antibacterial effect.
A stimuli-responsive system is desired in order to ensure the release of an antibacterial drug not
directly after the implantation but only when an infection occurs. This is also a challenge for
materials chemistry.

In this work, nanoporous titania coatings were electrochemically synthesized, followed by
their characterization. Different surface modifications were performed afterwards as well as
the incorporation of chlorhexidine. By this means established stimulus-responsive drug release
systems should prevent the formation of a bacterial biofilm on the surface.

Nanoporous titania coatings were synthesized by cathodic electrodeposition. By post-synthetic
surface modifications different functional groups were established, affecting the surface chemical
behavior. Therefore, released drug amounts varied. Furthermore, using a specially synthesized
linker molecule, a polymer layer was covalently attached to the surface. This resulted in a
strongly changed release kinetic. The polymer attachment represents a significant step towards
the development of a stimulus-responsive system. This was confirmed in release studies using
methylene blue dye as a model substance. During those experiments significantly higher amounts
of dye were released at low pH values than at neutral ones. First in vitro-investigations showed
enhancement of the antibacterial effect of chlorhexidine by the introduced amino and sulfonic
acid groups. Dense biofilm formation on the modified and chlorhexidine loaded surfaces were
inhibited successfully. Anodic anodization was another approach to synthesize nanoporous
titania coatings. Surface modification with amino and sulfonic acid groups also influenced
the released amounts of chlorhexidine in this case. Likewise, for these substrates the polymer
attachment was successfully carried out. Both coatings showed acceptable biocompatibility for
all investigated substrates in the performed in vitro-cytocompatibility tests.
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1 Einleitung

Innerhalb der letzten 20 Jahre hat die Bedeutung der permanenten Zahnimplantate in Industrie-
nationen stetig zugenommen. Anders als in den 1960er Jahren, als das Zahnimplantat noch den
Ruf einer ,Notversorgung® inne hatte, handelt es sich heutzutage um eine etablierte Behand-
lungsmethode in der Zahnmedizin. Laut Prof. Dr. F. ScHwARz, dem damaligen Past-Préasidenten
der Deutschen Gesellschaft fiir Implantologie, lag 2018 die Anzahl der pro Jahr eingesetzten
Zahnimplantate allein in Deutschland bei etwa 1.3 Millionen [1]. Die haufigsten Ursachen fiir
Zahnverlust sind durch Karies bedingte Entziindungen des Zahnfleisches, Kieferknochens und
Zahnhalteapparates [2]]. Zahnimplantate werden in diesen Fallen einerseits eingesetzt, um ge-
storten Kau- und Abbeif3funktionen vorzubeugen, die weitere Komplikationen mit sich bringen
konnen und andererseits um asthetischen Griinden gerecht zu werden [3-5]. Prinzipiell sollen
sie die Lebensqualitédt der Patient*innen verbessern, sodass die Zahl der sich in zahnarztlicher
Behandlung befindlichen Implantattrager*innen weiter steigt [1]. Allerdings besteht fiir Pati-
ent*innen trotz einwandfreier Behandlung und gewissenhafter Nachsorge jederzeit das Risiko
fir Komplikationen [6]]. Das Auftreten periimplantirer Entziindungen aufgrund bakterieller
Biofilme ist von klinischer Relevanz und stellt in der Implantalogie eine grofle Herausforde-
rung dar [7]. Ist bei einer solchen Entziindung nur das Weichgewebe betroffen, wird von einer
reversiblen periimplantaren Mukositis gesprochen. Greift die Entziindung jedoch aufgrund
ausbleibender Behandlungen auf das Hartgewebe iiber, hat sich eine Periimplantitis eingestellt,
die zum Abbau des Knochens fithren kann. Es droht der Verlust des Implantates [1,(8,|9]. Sobald
das Krankheitsbild der Periimplantitis erreicht wird, sind, meist mit Antibiotikagabe verbunde-
ne, Behandlungen langwierig und ihr Erfolg ist durch die eingeschrankte Zuganglichkeit des
Biofilms nicht gewéhrleistet [[10, 11]. Aulerdem fiithren die meist notwendigen hohen Anti-
biotikadosierungen héaufig zu unerwiinschten Arzneimittelwirkungen [12]. Um eine moglichst
lange, einwandfreie Funktion von Implantaten zu gewahrleisten, ist demnach eine frithzeitige
Behandlung von bakteriellen Entziindungen wiinschenswert.

Einen interessanten Ansatz, um diese Problematik zu 19sen, stellen lokale Medikamentenfrei-
setzungssysteme dar, bei denen ein Wirkstoff gezielt am Entziindungsherd bereitgestellt wird.
Einerseits wird dadurch die benétigte Wirkstoffmenge deutlich herabgesetzt, da der Wirkstoff
sich nicht auch auf unbetroffene Gewebe verteilt [13]]. Andererseits konnte durch die initiale
Installation eines Stimulus-responsiven Freisetzungssystems auf der Implantatoberfliache eine
Freisetzung des Wirkstoffs im Falle und nur im Falle einer Entziindung erzielt werden, was eine

frithzeitige und erfolgsversprechende Behandlungsform darstellt. Ein Stimulus-responsives Sys-
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tem muss zundchst das Medikament iiber einen langeren Zeitraum zuriickhalten, erst spater auf
einen dufleren Reiz reagieren und daraufhin den eingelagerten Wirkstoff freigeben. Im Idealfall
sollte so sichergestellt werden, dass der Wirkstoff nicht bereits innerhalb der ersten Tage oder
Wochen nach der Implantation freigesetzt, sondern iber mehrere Jahre gespeichert wird, bis
sich schlie3lich ein bakterieller Biofilm auf der Implantatoberflache zu bilden beginnt, der den
Stimulus ausldst und in der Folge die Freisetzung bewirkt. Eine Moglichkeit, ein solches System
darzustellen ist die kovalente Anbindung eines sensitiven Polymers auf einer nanopordsen
Beschichtung, das auf einen dufleren Reiz hin, ausgeldst durch den Biofilm, reagiert und die
Poren freigeben und auch wieder verschlieffen kann [14].

In fritheren Arbeiten von Dr. H. FULLRIEDE wurde ein solches System auf der Basis von na-
nopordosen Silica-Nanopartikeln entwickelt, bei dem als duflerer Reiz, um die Freisetzung zu
initiieren, eine pH-Wert Absenkung gewahlt wurde [15], da bei der Ausbildung des Biofilms von
den pathogenen Bakterien Sauren produziert werden [16]]. Es hat sich allerdings herausgestellt,
dass das entwickelte System, aufgrund der Degradation der Silica-Partikel bei langerem Kontakt
mit wéssrigen Medien, nicht geeignet ist, um erfolgreich als Medikamentenfreisetzungssystem
eingesetzt werden zu konnen, das zunéchst iiber langere Zeit im Ruhemodus verharrt [15].
Die Ubertragung eines solchen, auf Silica bereits etablierten, Stimulus-responsiven Systems
auf ein nicht degradierbares Tragermaterial ist die Idee, die dieser Arbeit zugrunde liegt. Im
Falle der Zahnimplantate, die aus Titan bestehen, bietet es sich an, eine Beschichtung aus nano-
porosem Titandioxid auf die Implantatoberfliche anzubinden. Diese haftet einerseits gut auf
dem Titan und andererseits besteht die Moglichkeit zur Oberflaichenmodifikation, die fiir die
Polymeranbindung notwendig ist [17-19]. Aulerdem ermdéglicht die Porositat die Einlagerung
groflerer Mengen verschiedener Medikamente. In Abbildung|1.1/ist das Funktionsprinzip des
Stimulus-responsiven Medikamentenfreisetzungssystem mit nanoporésem Titandioxid als Wirk-
stoffreservoir schematisch dargestellt. Das angebundene Polymer soll bei einem physiologisch
neutralen pH-Wert ungeladen vorliegen, eine genkduelte Konformation einnehmen und auf
diese Weise das Porensystem dicht verschlieflen. Ein zuvor eingelagerter Wirkstoff wiirde auf
diese Weise effektiv in der nanoporésen Beschichtung eingeschlossen (linke Seite Abb.[1.1).
Verfiigt das Polymer tiber baische Gruppen (beispielsweise Aminogruppen), werden diese bei
einer Absenkung des pH-Wertes protoniert. Die zunehmend positiv geladenen Polymerstrange
nehmen wegen der Abstolung zwischen den Ammoniumgruppen mehr und mehr eine ge-
streckte Konformation ein; ebenso stoflen sich die nun positiv geladenen Polymermolekiile
elektrostatisch ab. So werden die Eingénge des Porensystems freigegeben, sodass der Wirkstoff
aufgrund des Konzentrationsgradienten freigesetzt (rechte Seite Abb. und die Bildung des
pathogenen Biofilms inhibiert wird. Sobald keine sdureproduzierenden Bakterien mehr in der

Umgebung vorhanden sind, steigt der lokale pH-Wert, die Polymerstringe werden wieder depro-



toniert und verschlieflen erneut das Porensystem; eventuell noch nicht freigesetzter Wirkstoff

kann bis zum Auftreten einer weiteren Infektion zuriickgehalten werden.

mm Implantatoberflache <f schaltbares Polymer
Ll nanoporéses Titandioxid % Medikament

Abb. 1.1: Schematische = Darstellung  eines  Stimulus-responsiven = Medikamenten-
Freisetzungssystem auf einer Titanoberfliche, das auf einer nanopordsen Ti-
tandioxidbeschichtung basiert und dessen Oberfldche mit einem schaltbaren Polymer
modifiziert wurde. Als duflerer Stimulus sorgt eine pH-Werterniedrigung fiir eine
Medikamentenfreisetzung.

Innerhalb der Dissertation wird als Polymerkomponente des Freisetzungssystems das Poly-(4-
vinylpyridin) verwendet, das bereits zuvor in Arbeiten von Dr. H. FULLRIEDE mit dem Stimulus-
responsiven Effekt auf die pH-Wert Erniedrigung reagierte [15]. Dieses bereits erprobte schalt-
bare Polymer soll hier mit einer nanopordsen Titandioxidbeschichtung kombiniert werden, die
mithilfe zwei unterschiedlicher elektrochmischer Ansatze synthetisiert werden. Beide Varianten
wurden bereits von P. ABENDROTH bzw. Dr. H.-C. ScHWARz innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe
getestet und sollen im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht und etabliert werden. Dabei wird
die Oberflachenmodifikation der nanoporésen Beschichtungen zum Einbringen photoaktiver,
funktioneller Gruppen, die im Weiteren die Polymeranbindung erméglichen, tiber Phosphonsau-
ren erfolgen, die stabile chemische Bindungen mit Titandioxid eingehen [20]. Bei dem Wirkstoff,
der durch das neu entwickelte Freisetzungssystem bereitgestellt wird, handelt es sich um Chlor-
hexidin, das in der Zahnmedizin als Goldstandard zur Behandlung von Entziindungen in der
Mundhohle gilt [21]).

Die angefertigte Dissertation ist innerhalb des interdisziplinaren Forschungsverbundes Biofa-
brication for NIFE entstanden. Die erhaltenen Ergebnisse dienen gleichzeitig als Vorarbeiten
fir das Teilprojekt B05 ,Autonome Sequentielle Freisetzungssysteme” im von der DFG seit
2021 geforderten Sonderforschungsbereich (SFB/TRR298) ,,SIIRI“ (Sicherheitsintegrierte und
Infektionsreaktive Implantate). Innerhalb des Teilprojektes des SFB sollen autonome Freiset-
zungssysteme fiir Titanimplantatoberflachen entwickelt werden, die nacheinander zunéchst
einen antiinfektiven und dann einen regenerativen Wirkstoff abgeben. Mit diesem Prinzip kann
sowohl die beginnende Infektion behandelt als auch die Regeneration des umliegenden Gewebes

gefordert werden.
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2 Allgemeine Grundlagen

Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick iiber die allgemeinen Grundlagen, die dieser Disser-
tation zugrunde liegen. Im Zentrum der Arbeit steht die Entwicklung eines lokalen, stimuli-
responsiven Medikamentenfreisetzungssystems, das Anwendung in der Zahnmedizin finden
soll. Zunéchst wird die Thematik der Zahn-Implantologie sowie die Problematik der Implantat-
assoziierten Infektionen vorgestellt. Danach wird auf die Entstehung und Behandlung bakte-
rieller Biofilme eingegangen und die Bedeutung des Medikaments Chlorhexidin (CHX) in der
Zahnmedizin. Ferner wird das Gebiet der lokalen Medikamentenfreisetzung (engl. drug delivery)
thematisiert. AbschlieBend werden die hier als Basis fungierenden nanopordsen Titandioxid-

schichten und Moglichkeiten zu deren Oberflichenmodifikation vorgestellt.

2.1 Physiologischer und struktureller Aufbau humaner Zahne

Der menschliche Zahnapparat besteht bei einem gesunden Erwachsenen aus zweiunddreif3ig
Zahnen, die in unterschiedlich geformte Schneide-, Eck- und Backenzahne unterteilt werden.
Unabhiangig von seiner Form ist der grundlegende Aufbau eines humanen Zahnes, der in Abb.
dargestellt ist, stets gleich.

Zahnschmelz (Enamel)
Zahnkrone
Zahnbein (Dentin)

Zahnbein Zahnfleisch
. Zahnhohle (Pulpa)
Zahnwurzel Wurzelzement
Wurzelhaut
Zahnhalte-_|
apparat P Alveolarknochen

Nervenzellen,
Blut- & Lymphgeféale

Abb. 2.1: Schematische Querschnittszeichnung eines menschlichen Backenzahns (Zeichnung
erstellt nach Lit. [22]).

Es werden die drei Bereiche der Zahnkrone, des Zahnhalses und der Zahnwurzel unterschieden.
Die Zahnkrone ist der sichtbare Teil des Zahnes, der sich oberhalb des Zahnfleisches befindet.
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Der Zahnhals liegt im Bereich des Zahnfleisches und ist, zumindest bei gesundem umliegendem
Gewebe, nicht zu sehen. Die Zahnwurzel ist fest in einer Vertiefung des Ober- bzw. Unterkiefers
(der Alveole) verankert, wo sie vom Zahnhalteapparat befestigt wird [[23, [24]].

Zusitzlich wird im Zahn zwischen den drei verschiedenen Biomineralien Zahnschmelz (Enamel),
Zahnbein (Dentin) und Zahn- bzw. Wurzelzement differenziert. Sie unterscheiden sich in ihrer
Struktur und Zusammensetzung aus organischer und anorganischer Substanz [23]. Dentin
besteht, dem Knochen sehr dhnlich, aus mineralisierten Kollagenfibrillen (siehe Abb. . Es
handelt sich hierbei um ein Kompositmaterial, dass sich aus organischen Proteinen (etwa 20 %),
zum grofiten Teil Kollagen, anorganischen Calciumphosphat-Kristalliten (etwa 70 %) und Wasser
(etwa 10 %) zusammensetzt. Strukturell zeichnen sich die Kristallite als nichtstochiometrische
Apatite aus, bei denen Teile des Phosphats und Calciums durch Carbonat, Natrium und Ma-
gnesium substituiert sind, sogenannter biologischer Apatit. Im Verbundmaterial liegen sie als

plattenférmige Nanokristalle vor, deren Abmessungen in etwa (50 - 25 - 4) nm® betragen [22]].

Mineralisierte
Kollagenfibrille

Kollagenfaser

Plattchenférmiger
Apatitkristall

Abb. 2.2: Schematische Querschnittszeichnung einer mineralisierten Kollagenfibrille aus biologi-
schen Apatitplattchen und Kollagenfasern (bearbeitet aus Lit. [22]).

Innerhalb der Faser sind die Plattchen mit einigen Nanometern Abstand so gestapelt, dass
die jeweils lange Seite entlang der Faser zeigt, wihrend sie von Kollagenpeptid-Ketten um-
schlossen sind. Dadurch verleiht das Kollagen dem Dentin elastische Eigenschaften und die
Calciumphosphat-Kristallite sorgen gleichzeitig fiir die nétige Harte, sodass das Material den
beim Kauen auftretenden Druck-, Zug- und Biegebelastungen standhalten kann [22, 24]. Wie
in Abbildung [2.1| zu sehen ist, umschliefit das Dentin die Zahnhohle (Pulpa), in der sich Bin-
degewebe sowie die Nervenzellen, Blut- und Lymphgefiafle des Zahnes befinden. Sie treten
durch eine kleine Offnung in der Zahnspitze in die Pulpa ein [23-25]]. Auf der dufleren Seite,
in der Zahnkrone, ist das Dentin vollstdndig von einer bis zu 2.5 mm dicken Enamelschicht
umgeben. Im Gegensatz zum Dentin enthélt Enamel kein Kollagen und die organischen Anteile
belaufen sich auf lediglich 1% -2 %. Die Calciumphosphatspezies hingegen besteht ebenfalls
aus biologischem Apatit und unterscheidet sich einzig in der Lange der hier nadelférmigen

Kristallite, die im Enamel einige 10 um betragen kann. Dadurch ist Enamel mit einem E-Modul
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von 80 GPa deutlich harter als Dentin mit nur 15 GPa. Zusatzlich ist die Hydroxid-Position des
Zahnschmelzes an der Oberflache zu etwa 0.01 wt% durch Fluorid-Ionen substituiert, was das
Material saureresistenter macht [22]]. Im Ubergangsbereich von Dentin zu Enamel wird das
Hartgewebe Enameloid genannt. Es besteht aus einem Komposit aus Kollagen und biologischem
Apatit mit einer Zusammensetzung, wie sie im Dentin zu finden ist, und Kristallitgréflen, wie
sie im Enamel zu finden sind [22]]. Der Wurzelzement umschliefit das Dentin an der Zahnwurzel
und ermdglicht die feste Anbindung in das umliegende Knochengewebe des Kiefers. Er ist somit
Teil des Zahnhalteapparates, der sich weiter aus Kollagenfasern (Wurzelhaut) zusammensetzt.
Diese treten auf einer Seite in den Wurzelzement ein und sind auf der anderen Seite fest mit dem
Alvoelarknochen verbunden. Der Zement selbst setzt sich ebenfalls aus einem Kollagen-Apatit-
Komposit zusammen, dessen Zusammensetzung im Vergleich zum Dentin einen kleineren Anteil
Apatit enthalt [23| 24]. Zusatzlich erfiillt er eine Schutzfunktion gegeniiber dem Dentin und
verhindert effektiv die Resorption durch Osteoklasten [22]].

Im Angesicht der stets dlter werdenden Bevolkerung ist es von grofiter Relevanz, die uneinge-
schriankte Gesundheit eines jeden Einzelnen zu gewéhrleisten, um eine moglichst hohe Lebens-
qualitdt auch im fortgeschrittenen Alter zu erhalten [26]]. Dazu gehort auch die Erhaltung des
einwandfrei funktionierenden Zahnapparates. Eine grofe Herausforderung diesbeziiglich an
die moderne Zahnmedizin ist demnach die Pravention und frithzeitige Behandlung von Karies,
um Schéden oder Folgeerkrankungen am Zahnapparat moglichst gering zu halten oder gar zu
vermeiden [27-29]. Karies beschreibt den Prozess der Zahnschmelzauflosung durch bakterien-
bedingte Saureproduktion in der Mundhdohle, wodurch das umgangssprachliche ,Loch im Zahn®
entsteht. Im gesunden Zustand ist der Zahnschmelz durch die Pellikel bedeckt. Die Pellikel ist ein
diinner, bakterienfreier Belag aus Speichelproteinen auf den Zéhnen, die das Zahnhartgewebe
vor mechanischen oder chemischen Verletzungen schiitzen soll [24]. Durch die Besiedelung der
Pellikel mit in der Mundhohle beheimateten Bakterien, beginnt die Kariesentwicklung. Im noch
schmerzlosen Zustand des Initialkaries, setzt eine anfiangliche Entkalkung des Zahnschmelzes
ein und es entstehen weife Flecken auf den Zahnen [24]. Wird die Bakterienmonolage auf der
Pellikel nicht durch Mundhygienemafinahmen entfernt, kommt es zur Vermehrung der Bakterien
und der damit verbundenen Ausbildung eines dentalen Biofilms (Plaque), was sich makrosko-
pisch in einer zunehmend dunkler werdenden Farbe zeigt [11} 24]. In Kapitel 2.3 wird auf die
Bildung und den Aufbau von bakteriellen Biofilmen néher eingegangen. Bei der fortschreitenden
Entwicklung des Biofilms produziert die Bakterienkolonie durch ihre Stoffwechselprozesse
organische Sauren (z. B. Milchsaure) aus den in unserer Nahrung enthaltenen Kohlenhydraten,
insbesondere Mono- und Disaccharide, die als Folge den Zahnschmelz angreifen und auflosen.
Weiten sich die Lasionen weiter ins Zahninnere aus, bilden sich Kavititen aus, wodurch der
Zahn stark in seiner Funktion beeintrachtigt ist, was sich beispielsweise durch eine hohere
Empfindlichkeit und Schmerzen ausdriickt [[11,24]]. Sobald der Karies die Schmelz-Dentin-Grenze
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erreicht hat, konnen sich die Bakterien im Dentin ausbreiten und von dort weiter in Richtung der
Pulpa und der Zahnwurzel vordringen [24]. Da manche Stoffwechselprodukte wie Ammoniak,
Fettsduren oder Schwefelwasserstoff auf die an der Zahnwurzel angesammelten Bakterien to-
xisch wirken, wird das umliegende Gewebe irritiert, was in einer Entziindung des Zahnfleisches
(Gingivitis) oder des Zahnhalteapparates (Parodontitis) resultieren kann. Die Folge kann die
Ablosung des Zahnfleisches von der Zahnhalsoberfliache sein, die sogenannte Taschenbildung,
welche mit einer Destruktion des Alveolarknochens einhergehen kann, wodurch der Halt des
Zahnes im Kieferknochen beeintrachtigt wird [29]. In schweren Fallen kann diese Erkrankung
zum Zahnverlust fithren [2]].

Neben dem kariesbedingten Zahnverlust kann es weitere Griinde fiir fehlende Zahne geben, die
zwar bedeutend seltener vorkommen, aber nicht vernachlassigt werden sollten. So kann durch
ein unfallbedingtes Trauma das Gewebe des Zahnhalteapparates derartig geschadigt sein, dass
es in der Folge zu einem Zahnverlust kommt [30]. Weiterhin gibt es Patienten, denen Zahne
fehlen, weil sie sich aufgrund eines Gendefekts nicht ausgebildet haben [31,32]. Unabhingig
von der Ursache kommen iiblicherweise Zahnimplantate zum Einsatz, welche die fehlenden
Zahne ersetzen sollen. Neben den offensichtlichen, asthetischen Aspekten fiir einen solchen
Zahnersatz hat er auch wesentliche medizinische Relevanz, um Folgeschiaden zu vermeiden
(25, 33]. Sobald eine Zahnliicke entstanden ist, beginnen die benachbarten Zahne in die Liicke
zu kippen, da die seitliche Stiitze des fehlenden Zahnes ausbleibt [2]]. Gleichzeitig werden die
umliegenden Zéhne nicht mehr gleichméaflig belastet, was insgesamt zu einer verdnderten Be-
anspruchung des Kieferknochens fiithrt. Dabei sorgen sowohl die Uberlastung der gesunden
Zahne als auch die fehlende Belastung in der Zahnliicke und dem gegeniiberliegenden Zahn
zu einem Knochenabbau im Kieferknochen [32, 34, [35]. Solche Zahnfehlstellungen fithren in
der Regel zu einer Beeintrachtigung des normalen Zusammenbeiflens, woraus eine Fehlhaltung
des Kiefergelenkes beim Kauen resultieren kann. Ein solches Krankheitsbild wird als Cranio-
mandibulare Dysfunktion bezeichnet und geht nicht selten mit Kopf- und Riickenschmerzen
einher, da die Muskelverspannungen oft nicht nur im Kiefer entstehen, sondern eine daraus
hervorgehende symptomatische Schmerzprojektion in Form einer absteigenden Belastung auch
andere Korperregionen stark beeintréachtigt [3, 5,33, 36]. Damit einhergehender Tinnitus oder
depressive Verstimmungen sind keine seltene Erscheinung [3, 4, 37]. Sobald das Krankheitsbild
so weit fortgeschritten ist, sind Therapieformen langwierig und mit groflem Aufwand verbun-
den, weil neben der zahnéarztlichen Behandlung oft auch physio- und psychotherapeutische
Betreuung nétig sind, um sowohl die Ursache als auch die Symptome gleichzeitig zu kurieren
[38]]. Da sowohl die Korrektur einer Gebissfehlstellung als auch der Wiederaufbau des abge-
bauten Knochens aktuell noch langwierige Prozesse darstellen, ist die frithzeitige Behandlung
von Zahnliicken, bevor weitere Gebissveranderungen eintreten, ausschlaggebend, damit dem

Patienten Schmerzen und weitere Beschwerden erspart bleiben [2,[34]].
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2.2 Funktion und Aufbau medizinischer Implantate

Die Begrifflichkeit des Implantates geht aus dem Lateinischen hervor und setzt sich aus der
lateinischen Silbe in (dt. hinein) und dem Wort plantare (dt. pflanzen) zusammen, woraus sich
direkt die Bedeutung ableiten lasst. Im allgemeinen Sprachgebrauch wird unter einem Implantat
ein meist kiinstliches Material verstanden, das durch einen operativen Eingriff in den Korper
eines Lebewesens ,eingepflanzt” wird, dort fir eine langere Zeit verweilt und eine bestimmte
Funktion iibernimmt [39]. Generell konnen Implantate in medizinische, plastische und funk-
tionelle Implantate eingeteilt werden. Unter medizinischen Implantaten werden alle Prothesen
zusammengefasst, die eine Korperfunktion unterstiitzen oder ganz ersetzen sollen. Hierbei wird
noch weiter in Endoprothesen, die vollstandig von Kérpergewebe umgeben sind, und offene Im-
plantate, die nur im Knochen verankert werden, aber aus dem Gewebe herausragen, unterteilt. In
der heutigen Medizin gibt es eine Reihe unterschiedlicher Endoprothesen, zu denen bspw. Knie-
oder Hiiftimplantate sowie Herzschrittmacher oder Stents zahlen [40-43]]. Die Zahnimplantate,
auf die im Folgenden néher eingegangen wird, gehoren zur Klasse der offenen Implantate [[44]].
Eine Ausnahme fiir diese Einteilung bilden die Exoprothesen, die zwar im Falle von beispiels-
weise Armprothesen Korperfunktionen teilweise wiederherstellen sollen, aber klassischerweise
nicht zu den Implantaten gezahlt werden, weil sie aufierhalb des Korpers angebracht werden [45].
Die plastischen Implantate kommen vor allem wegen ihrer asthetischen Aspekte zum Einsatz, da
sie nur als Ersatz oder zur Vergroflerung von Korperteilen eingesetzt werden, die aus medizini-
scher Sicht nicht notwendig waren. Ein prominentes Beispiel hierfiir sind Brustimplantate [46].
Funktionelle Implantate hingegen dienen der Kontrolle oder Kennzeichnung und werden meist
fir Tiere in der Landwirtschaft verwendet. So konnen auf implantierten Mikrochips relevante
Informationen wie Identnummer, Besitzerdaten oder Informationen zur Futterart und -menge
sowie tierarztliche Behandlung gespeichert werden, was die Betreuung und Uberwachung der
Tiere deutlich erleichtert [47].

Je nachdem welche Aufgabe ein Implantat im Korper tibernehmen soll, muss es unterschiedliche
Eigenschaften in sich vereinen. So miissen beispielsweise kiinstliche Knochen eine hohe Harte
und Abriebfestigkeit besitzen, wahrend kiinstliche Adern vor allem elastisch und ausreichend
druckfest sein sollen [48-50]. Generell werden Implantate aus den drei Materialklassen der
Metalle, Keramiken und Polymere hergestellt. Wahrend sich metallische Werkstoffe durch eine
hohe mechanische Stabilitiat und Elastizitat auszeichnen, die mit einer guten Verarbeitbarkeit
einhergehen, sind Keramiken sprode und weisen eine hohe Hérte auf. Bei Polymeren hingegen
handelt es sich im Vergleich mit den anderen beiden Materialklassen um weiche, meist gut
verformbare Werkstofte, die sich im Einzelnen, je nach Vernetzungsgrad und Kettenlange, in
ihrer Elastizitét stark unterscheiden kénnen [22}51-53]]. Da fiir viele Implantatmaterialien Merk-
male aus mehr als einer Klasse gleichzeitig benétigt werden, ist der Einsatz von Kompositen

tiblich, um die jeweils positiven Eigenschaften gezielt auszuwéhlen und bestmdglich einzustellen.
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Dabei sind allerdings meist Kompromisse notig, da sich nie alle Parameter gleichzeitig optimal
einstellen lassen [22} 53-55].

Implantate, die fiir einen langen Zeitraum in den Korper eingebracht werden, stehen dort mit
den Korpersekreten und -zellen in direktem Kontakt, weshalb sie einer enormen, dauerhaf-
ten Beanspruchung chemischer, biologischer und mechanischer Natur ausgesetzt sind [22} 52,
56|]. Dementsprechend werden an alle Implantatmaterialien, unabhangig ihrer Stoftklasse und
spateren Aufgabe, hohe Anspriiche gestellt, um spéatere Komplikationen moéglichst zu vermei-
den. Eine der wichtigsten Anforderungen, die Implantatmaterialien erfiillen miissen, ist die
Biokompatibilitdt, mit der das Ausbleiben potentieller toxischer Reaktionen des eingesetzten
Materials oder seiner Abbauprodukte einhergeht [52]]. Weiterhin sollen Materialien, die iber
einen sehr langen Zeitraum im Korper verbleiben, bioinert sein, also durch Wechselwirkung mit
Zellen oder Korperfliissigkeiten nicht abbaubar oder korrodierbar sein. Implantate, die dagegen
zur Regeneration des Korpers eingesetzt werden, besitzen oft bioresorbierbare Eigenschaften,
was zwei Vorteile mit sich bringt [53}57]. Einerseits miissen die Implantatmaterialien, die nur
fiir einen kurzen Zeitraum im Korper bleiben sollen, um einen Wiederaufbau von Organen zu
unterstiitzen, nicht durch eine zweite Operation entfernt werden [58,|59]]. Andererseits konnen
sie innerhalb ihres vorgesehenen Desorptionsprozesses Stoffe freisetzen, die der Organismus
direkt nutzen kann, um Strukturen wie beispielsweise Knochen wiederaufzubauen [44]. Soll sich
an der Oberflache ein Material-Zell-Kontakt ausbilden, wie es bei Implantaten der Fall ist, die im
Knochen verankert werden, ist eine Bioaktivitat winschenswert, sodass die Oberflache fur die
Anhaftung von Zellen attraktiv ist [22]. Dies kann zum Beispiel durch eine einfache Aufrauhung
der Oberflache oder durch die Anbindung bestimmter Proteine erreicht werden [60-62]]. Solche
Materialien werden als bioaktiv klassifiziert [22]]. Zusatzlich dirfen die korperfremden Stoffe
keine starken Immunreaktionen ausldsen, die das Einheilen in umliegendes Gewebe verhindern
[63]. Neben diesen chemischen und biologischen Anforderungen miissen die Implantatmateria-
lien auch einer mechanischen Belastung durch beispielsweise Druck oder Reibung standhalten
und diirfen sich nicht durch eine lingere Verweildauer im Korper abnutzen, weshalb geeignete
Materialien in der Regel iiber eine gewisse Harte und Elastizitit verfiigen sollten [52]]. Zusétzlich
miissen die Implantatkdrper so gestaltet sein, dass umliegendes, physiologisch intaktes Gewebe
in seiner Funktion nicht durch das Implantat iberbriickt wird. Ein klassisches Beispiel dafiir
ware eine Hiiftprothese, die aus einem Material gefertigt wurde, das eine hohere Hérte als der
umliegende Knochen hat. Somit wiirde alle Belastung, die normalerweise der Knochen erfahrt,
hauptsédchlich durch das Implantat getragen, wodurch der nicht ausreichend belastete Knochen
abgebaut wiirde. Dieses Phanomen ist als ,stress shielding” bekannt [52, 64]. Da diese Arbeit
sich mit der Entwicklung eines Zahnimplantatmaterials befasst, wird nachfolgend naher auf

den Aufbau und die Problematik der heutigen Zahnimplantate eingegangen.
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2.2 Funktion und Aufbau medizinischer Implantate

2.2.1 Zahnimplantate

Wie in Abschnitt 2.2 bereits beschrieben, stellen Zahnimplantate in der heutigen Medizin einen
gebrauchlichen Zahnersatz dar. Das klassische Zahnimplantat soll dabei die Aufgaben und
Funktionen eines natiirlichen Zahnes bestméglich ersetzen, weshalb sich ihr genereller Aufbau
sehr dhnelt. Der allgemeine Aufbau eines Zahnimplantates ist schematisch in Abbildung
dargestellt. Ein klassisches Implantat mit Metallkern setzt sich aus drei verschiedenen Teilen
zusammen: dem Implantatkorper, dem Abutment und der Implantatkrone. Der Implantatkorper,
welcher nach dem allgemeinen Verstindnis das eigentliche Implantat darstellt, wird hierbei
in ein vorgebohrtes Loch im Alveolarknochen eingebracht und sorgt, wie die Zahnwurzel
des natiirlichen Zahnes, fiir eine feste Verankerung im Kiefer. Bei Komplikationen, die zu
Schéaden und Verlust des Alveolarknochens gefithrt haben, muss dieser zunachst mithilfe von
Knochenzement rekonstruiert werden, bevor das Implantat eingesetzt werden kann. Im oberen
Teil des Implantatkorpers befindet sich ein nach innen gerichtetes Gewinde, in welches das
Abutment (Implantataufbau) festgeschraubt werden kann. Auf den nach oben gerichteten Teil
des Abutments kann wiederum die Implantatkrone gesetzt werden, die den sichtbaren Teil des
Zahnes ersetzt und die Kaufunktion iibernehmen soll [10].
o e
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung eines Zahnimplantates (Zeichnung erstellt nach Lit. [[10]).

Im Falle der Implantatkrone gibt es zwei gdngige Methoden der Befestigung. Einerseits kann die
Krone auf dem Abutment fest zementiert werden. Dies bringt allerdings den Nachteil mit sich,
dass bei Komplikationen das gesamte Implantat entfernt werden muss. Andererseits gibt es die
Moglichkeit, die Krone mithilfe einer Fixierschraube zu befestigen, was das Austauschen der
Krone zulasst. Diese Variante birgt jedoch eine grofiere Infektionsgefahr, da die Verschraubung
nicht vollstandig abgedichtet werden kann und somit eine Besiedelung durch Bakterien wahr-
scheinlicher wird [[65].

Das gangigste Material, das fiir metallhaltige Zahnimplantate verwendet wird, ist Reintitan

11



2 Allgemeine Grundlagen

fur die metallischen Werkstiicke wie den Implantatkérper und das Abutment [10]. Reintitan
eignet sich in erster Linie gut als Material fiir Zahnimplantate, weil es tiber eine sehr hohe
Biokompatibilitat und Korrosionsbestiandigkeit verfiigt. Dies duflert sich in einer hohen Gewe-
bevertraglichkeit, weshalb es nur in seltenen Fillen zu allergischen oder Abstoflungsreaktionen
kommt [[10} 66]]. Zusétzlich zeichnet sich Reintitan dadurch aus, dass es schnell in das umlie-
gende Gewebe des Kieferknochens fest einwéchst, da es iiber osseointegrative Eigenschaften
verfigt [67]]. Dieser Effekt wird heutzutage meist durch eine Modifikation der Titanoberflache
noch verstarkt [66, 68]. Zusatzlich verfiigt das Metall iiber eine hohe Harte und Elastizitit, was
in einer hohen Langlebigkeit des Materials resultiert, da trotz grofier Belastungen nur selten
Beschadigungen auftreten [69]]. Die Implantatkrone kann vollstindig aus einer metallischen,
goldhaltigen Legierung bestehen, was sie sehr stabil und lange haltbar macht, allerdings birgt
diese Variante eine starke Temperaturempfindlichkeit sowie eine unbefriedigende Asthetik [[10].
Zusatzlich gibt es Verblendkronen bei denen ein Metallgeriist zugrunde gelegt wird, das mit
dem Implantatkorper verbunden werden kann. Auf dieses wird eine Schicht eines keramischen
Werkstoffes aufgebrannt, deren optisches Aussehen den umliegenden Zéhnen angepasst wer-
den kann, da die Farbe der keramischen Werkstoffe der Farbung des natiirlichen Zahns dhnelt
und individuell auf den Patienten abgestimmt werden kann [22]]. Weiterhin zeichnen sich die
verwendeten Hochleistungskeramiken durch eine hohe Harte und Abriebfestigkeit aus, was sie
attraktiv fiir den Einsatz beim Zahnersatz macht 70, |71]. Beim Kauvorgang sind die Zdhne bzw.
Zahnimplantate einem hohen Druck und starker Reibung ausgesetzt, sodass harte Materialien
notwendig sind, um einem starken Verschleif3 oder einem Bruch der Implantatmaterialien vorzu-
beugen. Zusétzlich konnen Abriebprodukte in Form keramischer Nanopartikel zur Irritation oder
Entziindung des umliegenden Weichgewebes fiihren [72]], sodass eine sehr hohe Abriebfestigkeit
der Keramik erstrebenswert ist. Auf der anderen Seite diirfen die verwendeten Materialen die
Harte des natiirlichen Zahnes nicht zu stark iiberschreiten, da in diesem Fall Abnutzungser-
scheinungen der gegeniiber im anderen Kiefer stehenden, natiirlichen Zahne auftréaten [64].
Gangige Materialien fir den keramischen Teil der Implantatkronen stellen Aluminiumoxid
oder Zirkoniumdioxid dar. Bei beiden Werkstoffen handelt es sich um sogenannte abriebfeste
Hartkeramiken, die biologisch nicht abbaubar sind. Bei der Herstellung ist es entscheidend, die
Mikrostruktur mit vielen kleinen Kristalliten so zu gestalten, dass eine Rissausbreitung méglichst
vermieden wird. Weitere Moglichkeiten fiir solche Dentalkeramiken bilden Glaskeramiken aus
Kaliumaluminiumsilicaten mit ionischen Zuséatzen (beispielsweise In, Co, Cr, Fe oder Mn) fiir
die individuelle Farbgebung [22].

Neben den metallhaltigen Implantaten kommen auch Vollkeramikimplantate zum Einsatz. Diese
sind in ihrer Asthetik uniibertroffen, da das gesamte Material auf die Zahnfarbe angepasst
wird und kein Metall an den Ubergiangen durchscheinen kann. Durch die Abwesenheit metal-

lischer Werkstoffe konnen sie auch mit deutlich verringertem Risiko bei Patienten eingesetzt
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2.2 Funktion und Aufbau medizinischer Implantate

werden, die Unvertraglichkeiten gegeniiber metallischen Materialien aufweisen. Solche Vollke-
ramikimplantate sind aber wegen ihrer aufwandigeren Herstellung teuer und mit einer hohen
Eigenbeteiligung des Patienten verbunden, weshalb heutzutage weiterhin viele Zahnimplantate

aus Metall verwendet werden [10]].

2.2.2 Implantatassoziierte Infektionen

Nach der Implantation muss zunachst die postoperative Entziindung, die durch Irritation des
Gewebes eintritt, abheilen, bevor die Osseointegration des Implantats in den umliegenden
Alveolarknochen einsetzen kann [[10]. Beide Stadien miissen durchlaufen werden, bevor von
einem erfolgreich eingeheilten Zahnimplantat gesprochen werden kann. Dem entgegen steht
die Moglichkeit des Implantatversagens und der Verlust seiner Funktion, bei dem zwischen
frithem oder spitem Versagen unterschieden wird [73,|74]]. Einerseits werden unter einem frithen
Implantatversagen Félle zusammengefasst, bei denen die Osseointegration vor oder nach der
Belastung nicht abgeschlossen war. Griinde fiir ein unvollstindiges Einheilen des Implantates
in umliegendes Gewebe konnen eine zu frithe Belastung, eine Kontamination der Wunde bei
der Operation oder eine schlechte Materialvertraglichkeit sein [75]]. Andererseits konnen auch
Implantate mit bereits lange abgeschlossener Osseointegration durch chronische Entziindungen
des periimplantaren Gewebes in ihrer Funktion gestort werden, was in einem spaten Implantat-
versagen resultieren kann. Bei einer solchen chronischen Entziindung des umliegenden Gewebes
handelt es sich iiblicherweise um eine inflammatorische Reaktion auf einen bakteriellen Biofilm
auf der Implantatoberflache [7, 76, |77]]. Generell werden solche Entziindungen in periimplantére
Mucositis (reversible Entziindung der Mucosa) und Periimplantitis (irreversible Entziindung
des Hartgewebes) unterschieden [8, 78] und erinnern in ihren Symptomen stark an die nicht
implantatassoziierte Gingivitis bzw. Parodontitis [75].

Zur Unterscheidung des gesunden und krankhaften Gewebes gibt es keine allgemein giiltigen Kri-
terien, da sich die meisten Zahnimplantate in ihrem Design und ihrer Oberflachenbeschaffenheit
leicht unterscheiden und auch die Operations- und Nachsorgeprozeduren variieren kénnen. Ei-
nige generelle Erkennungsmerkmale des Gewebes lassen sich jedoch ableiten. Gesundes Gewebe
zeigt keine klinischen Zeichen einer Entziindung (rubor-Rétung, tumor-Schwellung, dolor—
Schmerz, calor-Wérme, functio laesa—Einschrankung der Funktion [9]) und fangt beim leichten
Sondieren nicht zu bluten an. Auflerdem ist kein Alveolarknochenverlust zu verzeichnen. Eine
periimplantdre Mucositis lasst sich daran erkennen, dass beim Sondieren Zahnfleischblutungen
auftreten und Rotung sowie Schwellung im entziindeten Gewebe auszumachen sind, wahrend
noch kein Abbau des Knochens stattgefunden hat. Eine Periimplantitis duflert sich ebenfalls
durch angeschwollenes, gerotetes Gewebe sowie Blutungen beim vorsichtigen Sondieren. Zu-
satzlich treten eine sogenannte Taschenbildung und ein Abbau des Knochens auf, was anhand

von Roéntgenbildern untersucht werden kann [11, 29]. Zur Veranschaulichung sind in Abbildung
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2 Allgemeine Grundlagen

die Situationen des gesunden und krankhaften Gewebes schematisch dargestellt. Auf der
linken Seite der Graphik ist das ideal eingeheilte Implantat abgebildet. Es ist zu sehen, dass das
metallene Werkstiick mit dem Knochen verwachsen und dort fest verankert ist. Das dariiber
befindliche Zahnfleisch schliefit weitestgehend mit dem Implantat ab. An diesem Ubergang hat
sich ein symbiotischer Biofilm gebildet, der mit dem Wirt in Homdostase steht. Auf der rechten

Seite der Abbildung ist links die periimplantidre Mucositis dargestellt.
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung einer bakteriell bedingten periimplantaren Mucositis bzw.
Implantitis. Vergleich des gesungen (links) mit dem krankhaften Gewebe (rechts)
(Zeichnung erstellt nach Lit. [79]).

Neben den symbiotischen Bakterien haben sich pathogene Bakterien angesiedelt, die inflamma-
torische Botenstoffe freisetzen und das umliegende Gewebe reizen. Die Entziindung ist in diesem
moderaten Stadium im Zahnfleisch lokalisiert und auflert sich durch Rétung und Schwellung.
Bei einer Implantitis, die rechts abgebildet ist, hat sich die Anzahl der pathogenen Bakterien
deutlich erhoht. Infolgedessen werden erheblich mehr inflammatorische Botenstoffe freige-
setzt und die symbiotischen Bakterien wurden weitestgehend verdrangt. In diesem Zustand
wird von einem disbiotischen Biofilm gesprochen. Das entziindete Gewebe ist im Vergleich
mit der Mucositis deutlich ausgeweitet. Es hat sich eine peridentale Tasche gebildet und eine
Resorption des Alveolarknochens ist eingetreten, wodurch das Implantat weniger fest verankert
ist und in schweren Féllen ein Implantatversagen hervorruft 11]]. Trotz der prinzipiellen,

klinischen und histologischen Gemeinsamkeiten zum parodontalen Krankheitsbild lassen sich
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einige grundsatzliche Unterschiede zwischen einer Parodontitis und einer Periimplantitis fest-
stellen [75]. Ein wesentlicher Faktor ist das Fehlen der Sharpey-Fasern, die den natiirlichen
Zahn fest mit dem Alveolarknochen verbinden. Fiir das Implantat bedeutet dies einen gréfieren
Spalt zwischen der Implantatoberfliche und der Mucosa, der eine tiefere Penetration durch
Bakterien ermoglicht. Zusétzlich fungieren Kollagenfasern beim natiirlichen Zahn als Barriere
gegeniiber einer Bakterieninvasion aus dem Weichgewebe, da der Zahnzement vollstandig von
den Sharpey-Fasern umgeben ist. Ein weiterer Nachteil besteht in der eingeschrankten Blut-
und Nahrstoffversorgung, die beim natiirlichen Zahn tiber die Wurzelhaut erfolgt. Dadurch
sind am Implantat weniger Zellen des Immunsystems prasent, die vor allem bei der frithen
Bildungsphase eines bakteriellen Biofilms eingreifen sollten, um deren Weiterentwicklung und
die Ausbildung eines Entziindungsherdes zu verhindern und die uneingeschrankte Funktion des
Zahnes bzw. des Zahnimplantates moglichst lange zu erhalten [7]. Etwa 80 % aller Patienten
weltweit leiden unter einer periimplantiaren Mukositis, die sich bei etwa 28 % - 56 % zu einer
Periimplantitis entwickelt [[79]]. Vor allem die Behandlung in einem fortgeschrittenen Stadium
ist eine Herausforderung, da der Biofilm fiir Antibiotika schlecht zugénglich ist [10, |11]]. Daher
ist es erstrebenswert, Materialien zu entwickeln, die das Immunsystem unterstiitzen und bereits

die Bildung eines Biofilms verhindern.

2.3 Bakterien in oralen Biofilmen

Die Forschung der letzten zwanzig bis dreifig Jahre hat zu einem beachtlichen Wissensumfang
im Bereich bakterieller Biofilme gefiihrt. Es ist allgemein bekannt, dass bakterielle Biofilme
aus einer Vielzahl von Bakterien bestehen, die in eine komplexe Matrix aus, von ihnen selbst
produzierten, Biopolymeren eingebettet sind [80]. Sie konnen sich sowohl auf biotischen als auch
auf abiotischen Oberflachen bilden und sind klinisch von grofler Bedeutung, da sie verschiedene
chronische Entziindungen auslésen konnen [81]]. Um neue Strategien zur Behandlung oder
Pravention solcher bakteriellen, chronischen Entziindungen zu entwickeln, muss zunéchst die
Entstehung des Biofilms sowie das Auftreten einer Entziindung als Folge verstanden werden.
Im folgenden Abschnitt wird ein Uberblick tiber den Aufbau eines Bakteriums im Allgemeinen

gegeben sowie der generelle Mechanismus der Biofilmbildung skizziert.

2.3.1 Struktureller Aufbau von Bakterien

Bakterien sind einzellige Mikroorganismen, deren Name aus dem altgriechischen Wort baktérion
(Stabchen) hervorgeht. Sie bilden neben den Archaeen und den Eukaryoten eine der drei grofien
Domaénen, in die alle zellularen Lebewesen eingeteilt sind [82, 83]. Im Gegensatz zu den Euka-
ryoten, deren DNA (Desoxyribonukleinsédure) sich, vom Cytoplasma abgegrenzt, im Zellkern

befindet, handelt es sich bei den Bakterien und Archaeen um Prokaryoten, also Lebewesen ohne
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Zellkern [84]]. Auch einige andere, fiir eukaryotische Zellen wichtige, Zellkompartimente wie
das endoplasmatische Retikulum, der Golgi-Apparat, Lysosomen, Mitochondrien oder Chloro-
plasten fehlen der prokaryotischen Zelle ganzlich. Stattdessen sind die Enzyme der biologischen
Oxidation in der Zellhiille der Bakterien lokalisiert, sodass Prozesse wie die Atmungskette oder
Photosynthese an der Cytoplasmamembran stattfinden [83].

Generell lassen sich die unterschiedlichen Gestalten, in denen Bakterien natiirlicherweise vor-
kommen, auf drei Grundformen reduzieren: Kokken (Kugeln), Stabchen und schraubenférmige
Bakterien. Kokken sind kleine, runde oder ovale Bakterien, deren Durchmesser in der Regel bei
etwa 1 um liegt. Haufig zeigen Kokken eine fiir sie typische Anlagerung zueinander, sodass sie zu-
meist in Paaren (Diplokokken), Haufen (Staphylokokken) oder Ketten (Streptokokken) auftreten.
Stabchenférmige Bakterien sind in einer Dimension starker ausgedehnt und haben meist einen
Querschnitt von 0.5 um. Die Abmessung ihrer Langsachse kann zwischen 2 pm - 5 pm variieren,
sodass von plumpen oder schlanken Stabchen gesprochen wird, wéhrend ihre Pole zugespitzt,
abgerundet oder abgeplattet sein konnen. Die Bakterien treten in Ketten (Milzbrand) oder iso-
liert (Typhus) auf. Weiterhin konnen sie sich palisadenartig aneinander lagern (Tuberkulose)
oder rechte und spitze Winkel (Diphterie) zueinander bilden. Schraubenférmige Bakterien sind
schlank und zeigen ausgepriagte Windungen. Starre Bakterien mit weiten Windungen werden
als Spirillen zusammengefasst, wogegen Borrelien flexible Gebilde mit weiten Windungen sind.
Die engen Windungen der Treponema erinnern an ein Korkenziehermuster, wéhrend die sehr
feinen Primarwindungen der Leptospiren kaum wahrnehmbar sind [83].

Trotz der unterschiedlichen Erscheinungsformen der verschiedenen Bakterienspezies gleichen
sie sich in ihren Zellorganellen. Abbildung (2.5 zeigt eine Bakterienzelle mit den wichtigsten
Organellen im Uberblick. Im Vergleich mit einer eukaryotischen Zelle fillt auf, dass viele mem-
brangebundene Organellen sowie eine Kernmembran fehlen, die prokaryotische Zelle aber iiber

eine formgebende, starre Zellwand verfigt.

Chromosom Plasmid

Cytoplasma

Zellmembran .
Sexpilus

GeilRel

Zellwand

Ribosom
Vesikel Fimbrie

Abb. 2.5: Darstellung eines Bakteriums mit seinen Zellorganellen (Zeichnung erstellt nach Lit.

[84]).
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Kerniquivalent

Genau wie bei der eukaryotischen Zelle sind die Erbinformationen der prokaryotischen Zelle
auf ihrer DNA durch Nukleinsauren kodiert. Allerdings ist diese im Bakterium nicht durch eine
Kernmembran von Zytoplasma abgeschirmt, sondern befindet sich als zirkuldre oder lineare
doppelstrangige DNA frei im Zytoplasma und ist an einer oder mehreren Stellen mit der Zy-
toplasmamembran verbunden. Die Gesamtheit der verschiedenen Bakterien-DNAs wird als
Kernédquivalent bezeichnet, aber dhnlich der eukaryotischen Zelle ist die genetische Information
des Bakteriums nur auf einem kleinen Teil der DNA gespeichert. So wird der Teil, der die tiber-
lebenswichtigen Gene und phéanotypischen Charakteristika kodiert, als Bakterienchromosom
bezeichnet. Die Grofie und der Inhalt bakterieller Chromosomen kann mit 1 000 bis 6 000 Kilo-
basenpaaren stark variieren, sodass sich pathogene Potentiale verschiedener Bakterienspezies
deutlich unterscheiden konnen [83, 84]].

Plasmide

Neben dem Kernédquivalent verfiigen Bakterien tiber weitere zirkuldr-doppelstrangige DNA-
Molekiile, die ebenfalls im Zytoplasma verteilt sind. Sie werden als Plasmide bezeichnet und
tragen ebenfalls Gene, die fiir die Bakterien zwar nicht tiberlebenswichtig sind, aber fiir einen Se-
lektionsvorteil verantwortlich sein konnen. Dieses kann beispielsweise die Resistenz gegentiber
bestimmten Antibiotika oder Schwermetallen sein oder Fahigkeiten ermdglichen, wie unge-
wohnliche chemische Verbindungen zu verstoffwechseln oder bestimmte Toxine zu produzieren,
um konkurrierende Bakterien abzutoten. Pro Bakterium kann sich die Anzahl und Lange der
Plasmide deutlich unterscheiden, da einzelne Bakterien Plasmide untereinander austauschen
konnen und bei der Zellteilung die vorhandenen Plasmide zufillig auf die beiden Tochterzellen
aufgeteilt werden. Die klinisch relevantesten Plasmide sind die Resistenztransferfaktoren (RFT),
die Gene tragen, mit denen Bakterien, Resistenzen gegen Antibiotika ausbilden. Auf ihnen sind
Enzyme kodiert, die beispielsweise den f-Lactam-Ring der Penicilline modifizieren und das
Antibiotikum dadurch inaktivieren. Weiterhin kénnen Veranderungen der Membran zu Anti-
biotikaresistenzen fithren, wenn so die Aufnahme oder Anbindung der Molekiile unterbunden

werden kann [83]].

Vesikel

Vesikel sind kleine, ovale Blaschen (Durchmesser etwa 1pm) im Zytoplasma, die von einer
Membran umgeben sind und zur Aufnahme, Abgabe, Speicherung oder fiir den Transport von
Proteinen oder anderen Partikeln dienen. Die Substanzaufnahme groflerer Molekiile oder Pro-
teine in die Zelle kann durch Endozytose erfolgen. Dabei bindet bei der rezeptorvermittelten
Endozytose die Substanz an einen Rezeptor auf der Zellmembran und die Membran stiilpt sich

nach innen um das aufzunehmende Partikel, wodurch ein Vesikel abgeschniirt wird. Bei der
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Abgabe von Stoffen aus der Zelle verschmilzt, in einem umgekehrten Prozess, das Vesikel mit
der Membran und gibt den Inhalt des Vesikels ins dulere Medium frei [84].

Ribosomen
Ribosomen sind kleine Organellen, die aus einer kleinen Untereinheit aus Proteinkomplexen
und der ribosomalen RNA (rRNA) bestehen. An ihnen findet die Proteinbiosynthese nach dem

bekannten Mechanismus statt. [84].

Zytoplasma

Die Gesamtheit des Zellinnern wird als Zytoplasma bezeichnet. Es handelt sich um ein wassriges
Medium, in dem Ribosomen, Plasmide, RNA-Molekiile, das Bakterienchromosom, Vesikel und
verschiedene Proteine, molekular gedringt, enthalten sind. Zusatzlich sind eine Vielzahl Zucker,
Lipide, Aminosduren und Nucleotide sowie weitere Zwischenprodukte des Zellstoffwechsels im
Zytoplasma verteilt. Auch geloste Gase, wie Kohlenstoffdioxid und Sauerstoff sind neben Kalium-,
Natrium- und Chlorid-Ionen im Zytoplasma allgegenwartig. Da die prokaryotische Bakterien-
zelle kaum tiber zusétzliche Kompartimente verfiigt, finden viele Prozesse, wie beispielsweise
der Citratzyklus oder die DNA-Replikation, die bei eukaryotischen Zellen in Mitochondrien bzw.
dem Zellkern stattfinden, direkt im Zytoplasma statt [84].

Zellmembran

Die Zellmembran (Zytoplasmamembran) der Bakterien besteht aus einer Phospholipiddoppel-
schicht, in der Phospholipide, mit ihren hydrophoben Fettsdureketten nach innen gerichtet,
durch die Phosphatkopfgruppen eine hydrophile Grenzschicht ins Zellinnere und -duf3ere bilden.
In diese Doppelschicht sind zahlreiche Membranproteine integriert, die, je nach ihrer Funktion,
die Membran vollstandig durchdringen (Transportproteine) oder ihr nur aufgelagert sind. Im
Gegensatz zur eukaryotischen Zelle sind die Proteine der Atmungskette in die Zellmembran
eingegliedert. Weitere wichtige Bestandteile der Zellmembran sind die penicillinbindenden Pro-
teine (PBP), die eine hohe Affinitét fiir f-Lactamantibiotika aufweisen (wodurch sich ihr Name
ergibt). Die wichtigsten enzymatischen Funktionen der PBP sind die Synthese und Modifikation
des Mureins (s.u.) der bakteriellen Zellwande [83]].

Zellhiille

Die bakterielle Zellhiille fungiert als Exoskelett der Zelle und ist fiir die Formgebung mafigeblich.
Sie bietet dem Bakterium einen mechanischen Schutz gegeniiber Schwankungen des inneren
osmotischen Druckes und verhindert das Platzen der Zelle. Weiterhin wirkt sie als Permeabili-
tatsbarriere fiir grofiere Molekiile, sodass insbesondere gramnegative Bakterien immun gegen

manche Antibiotika sind. Bei den meisten pathogenen Bakterienspezies ist die Zellhiille Trager
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2.3 Bakterien in oralen Biofilmen

verschiedener Virulenzfaktoren. Der wesentliche Bestandteil der Zellhiille ist das Makromolekiil
Peptidoglykan, das auch als Murein bezeichnet wird. Der schematische Aufbau der Mureinschicht
ist in Abbildung 2.6 gezeigt. Murein ist ein Netzwerk aus Aminozuckerketten, die iiber Peptidsei-
tenketten untereinander quervernetzt sind und das Bakterium umgeben. Die Aminozuckerketten
bestehen aus N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) und N-Acetylglucosamin (GlcNAc) (siehe Ab-
bildung [2.6), die alternierend iiber glycosidische Bindungen einen linearen Strang ausbilden,
der zwischen zehn und hundert Disaccharideinheiten aufweist. Die Peptidseitenketten sind
an der Carboxylgruppe der Mureinsdure gebunden. Erst durch die Quervernetzung entsteht
ein stabiles Gewebe aus miteinander verflochtenen Mureinfidden. Bei gramnegativen Bakterien
erfolgt die direkte Quervernetzung iiber Lysin oder Ornithin und ein endstiandiges C-terminales

Alanin eines benachbarten Stranges. Aulerdem kann die Verkniipfung der Strange tiber weitere
Glycinmolekiile erfolgen [83].
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Abb. 2.6: Chemischer Aufbau der Mureinschicht einer Bakterienzellhiille (Zeichnung erstellt

nach Lit. [83]).

Eine niitzliche Einteilung der meisten medizinisch relevanten Bakterien ist die in die zwei
Gruppen grampositiv und gramnegativ. Die Gramfarbung, nach ihrem Entwickler Hans C. J.
GraAM, nutzt den Farbstoff Gentianaviolett, der eine hohe Mureinaffinitat aufweist, um Bakterien

anhand ihrer unterschiedlichen Zellhiilldicken zu differenzieren. Grampositive Bakterien weisen
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eine dicke, mehrschichtige Mureinhiille auf, die durch den Farbstoff blau eingefarbt wird. Im
Vergleich dazu besitzen gramnegative Bakterien nur eine einschichtige Mureinhiille, die von
einer weiteren Membran mit geringer Permeabilitdt umgeben ist und somit kaum angeférbt
werden kann Die Zellhiillen der gramnegativen und grampositiven Bakterien sind in
Abbildung [2.7| gegeniibergestellt. Die Hiille gramnegativer Bakterien besteht aus einer diin-
nen Mureinschicht, der eine weitere Membran aufgelagert ist, deren Lipidzusammensetzung
asymmetrisch ist. Die zur Mureinschicht gewandte Seite besteht, wie die Zellmembran, aus
Phospholipiden, wihrend die nach aufien gerichtete Seite durch Lipopolysaccharide (LPS) ge-
bildet wird. Ein wichtiger Bestandteil ist das Lipid A, das bei den meisten Bakterienarten in
seinem Aufbau identisch ist, sich aber in den Seitenketten, die die immunologische Wirkung
vermitteln, unterscheiden kann. Auf das Lipid A sind eine Vielzahl pathologischer Wirkungen
zuriickzufithren. Weitere wichtige Bestandteile sind O-Antigene, die die Adhasionseigenschaften
an Oberflachen bestimmen, und das Kernpolysaccharid, welches fiir die Funktion der Membran

unentbehrlich ist.

gramnegative Zellwand grampositive Zellwand

&dufllere Membran Mureinschicht

Mureinschicht

Plasmamembran Plasmamembran

0 Membranproteine @ Zellhiillen assorziierte Proteine ~"  Lipoteichonséure

ﬂ Phospholipid ‘ Lipopolysaccharide / Murein

Abb. 2.7: Schematischer Aufbau gramnegativer und grampositiver Zellhiillen (Zeichnung erstellt

nach Lit. 86])-

Im Gegensatz dazu sind grampositive Bakterien von einer vielschichtigen, dicken Mureinschicht
umgeben, der keine weitere Membran aufgelagert ist. In ihrer Zellhiille befinden sich keine LPS.
Stattdessen konnen der Mureinschicht Polysaccharide und Proteine aufgelagert sein. Ein funk-
tionell wichtiger Bestandteil der Zellhiille aller grampositiven Bakterien ist die Lipoteichonséure,
die in der Auflenseite der Membran verankert ist. Sie bedingt die Adhésion des Bakteriums und

kann Entziindungsreaktionen auslosen [83]].

Kapseln

Bei manchen Bakterienarten ist die Zellhiille noch durch eine zusatzliche dicke, homogene

20
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Schicht umgeben, die Kapsel. Sie besteht aus einem hochviskosen Polymer, das aus Zuckern und
Aminosauren aufgebaut ist. Es handelt sich hierbei um ein stark lichtbrechendes, aber kaum
farbbares Material, das fiir die Bakterienzelle im Reagenzglas nicht iberlebenswichtig ist, aber
deren Virulenz stark beeinflusst, da die Kapsel als Schutz gegen die Phagozytose wirkt und so
die Schadstoffmenge in der Zelle herabsetzen kann. Bakterienstimme ohne Kapsel sind meist

weniger stark virulent als Stimme mit einer Kapsel [83].

Geifleln

Neben den Bakterien, die zur Bewegung in einem Milieu auf die ungerichtete Brown’sche Mole-
kularbewegung angewiesen sind, gibt es Bakterien, die zur gerichteten Bewegung tiber ldngere
Strecken fahig sind. Solche Bakterien sind mit einer sogenannten Geiflel, eine fadenférmige
Zellorganelle, ausgestattet. Die Bakteriengeifdel besteht aus Basalkdrper, Haken und Filament
und sorgt durch Rotation fiir eine Vorwartsbewegung der Zelle. Der Basalkorper erstreckt
sich durch die gesamte Zellhiille und verankert so die Geifel. Er ist aus Proteinen aufgebaut
und enthélt den Flagellenmotor, der durch Natrium- oder Protonengradienten eine Rotation
des Filaments indiziert und so eine gerichtete Bewegung des Bakteriums erméglicht. Durch
Umkehrung des Gradienten kann die Drehrichtung und somit die Bewegungsrichtung gedndert
werden. Das Filament ist ein stabiler Faden aus polymerisierten Flagellinmolekiilen, der eine
Spirale bildet. Das Filament ist durch den Haken, eine stark gebogene Struktur, am Basalkorper
befestigt. Je nach Bakterienart kann die Begeif3elung leicht unterschiedlich aussehen. Es gibt
sowohl Bakterien mit nur einer einzelnen Geifel als auch einem Buischel aus Geif3eln, die an
einem der Bakterienpole entspringen. Aber auch Bakterien mit zwei Geifleln, die je an einem

Pol entspringen, oder einer rundum Begeifielung, sind bekannt [83, 84].

Pili und Fimbrien

Die Pili sind diinne, starre, rohrenformige, relativ kurze Gebilde, die aus dem Protein Pilin beste-
hen und sich gleichermafien auf begeif3elten und unbegeifielten Bakterien befinden. Sie sind in
der Zellmembran verankert und stehen durch die Zellhiille ins dufiere Milieu hervor. Fimbrien
besitzen dhnliche Strukturen, weisen aber im Gegensatz zu den Pili eine unregelméfliige Form
auf. Pili und Fimbrien werden von bestimmten Organismen als Haftungsorganellen genutzt.
Weiterhin gibt es spezialisierte, etwas grofiere Sexpili, die von Bakterien genutzt werden, um

DNA-Plasmide untereinander auszutauschen [83]].

2.3.2 Biofilmbildung in der Mundhéhle

Der iiberwiegende Teil der Bakterien und anderer Mikroorganismen lebt synergistisch in Aggre-
gaten zusammen, die als Biofilme bezeichnet werden. Sie kommen in Form von Flocken, Filmen

oder Schldammen vor und bilden sich an Grenzflachen aus, sofern ein fliissiges Medium (meist

21



2 Allgemeine Grundlagen

Wasser) ausreichend vorhanden ist. Bakterielle Biofilme sind hochorganisierte Strukturen, in
denen Zellcluster in eine Matrix aus extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS) eingebettet
sind. In dieser gelartigen Matrix werden Néhrstoffe akkumuliert und es findet ein reger Informa-
tionsaustausch in Form von Gentransfer oder von niedermolekularen Signalmolekiilen zwischen
den einzelnen Zellen des Biofilms statt. Da innerhalb der EPS der konvektive Stofftransport
eingeschrénkt ist, fithren daraus resultierende Gradienten zu unterschiedlichen 6kologischen
Nischen, die bevorzugt von verschieden Bakterienarten besiedelt werden. So verbrauchen bei-
spielsweise aerobe Organismen den verfiigbaren Sauerstoff schneller, als er nachdiffundieren
kann, weshalb sich in ihrer ndchsten Umgebung bevorzugt anaerobe Organismen ansiedeln [87,
83].

Die ersten Beobachtungen von Biofilmen wurden 1683 anhand mikroskopischer Aufnahmen
von Zahnbelagen des Menschen durch ANTONI VAN LEEUWENHOEK gemacht [89]. Lange Zeit
erfolgten mikrobiologische Untersuchungen an Reinkulturen. Da sich in der Natur aber haupt-
sachlich arteniibergreifende Biofilme ausbilden, hat sich der Forschungsschwerpunkt in den
letzten Jahrzehnten dahingehend verlagert, die Komplexitdt und Zusammenhange innerhalb
arteniibergreifender Biofilme zu erforschen und zu verstehen [80,(87]. Vor allem im Bereich der
Mundhoéhle sind tiber tausend verschiedene Bakterienstimme bekannt, die fiir gewohnlich dort
in Biofilmen anzutreffen sind [16]].

Die Entstehung eines solchen Biofilms wird im Allgemeinen von drei Phasen mafigeblich be-
stimmt. Das Medium (fliissige Phase) kann je nach pH-Wert, Konzentration geldster Stoffe,
Oberflachenspannung oder Viskositat unterschiedliche biologische Umgebungen schaffen, in
denen verschiedene Bakterienarten sich bevorzugt ansiedeln. Gleiches gilt fiir das Substratum
(feste Phase), das durch seine chemische Zusammensetzung, die Hydrophilie, Oberflaichenrauig-
keit oder Porositit einen Einfluss hat. Die Mikroorganismen (partikuldre bzw. gelférmige Phase)
entwickeln sich schliellich abhéngig ihrer Spezies, des Ernahrungszustandes, der EPS und der
Wachstumsphasen unterschiedlich schnell. Daher ist es kaum verwunderlich, dass es keinen
allgemein giiltigen Adhédsionsmechanismus gibt, der die Bildung eines Biofilms an jeglichen
Oberflachen mit jeglichen Mikroorganismen beschreibt [87].

Der Prozess der Besiedelung durch Bakterien und Ausbildung eines Biofilms ist in keiner
natiirlichen Umgebung besser erforscht und beschrieben als in der Mundhéhle. Orale Mikroor-
ganismen, die nicht an Oberflaichen anhaften konnen, werden durch den Speichelfluss in den
Magen-Darm-Trakt weggespiilt [16]. Deshalb ist die erste Voraussetzung fiir die Ausbildung
eines oralen Biofilmes die Adhiasion an eine feste Oberflache, was bei vielen Bakterien mittels
der Pili oder Fimbrien geschieht [87]. Streptococcus oralis (S. oralis), Streptococcus mitis (S. mitis)
und Streptococcus gordonii (S. gordonii) sind Besiedler, die iiberwiegend initial an die Pellikel
der Enameloberflache adhérieren. Neben der initialen Adhésion findet zwischen Zellen un-

terschiedlicher Arten eine Koaggregation statt, wobei die meisten Bakterienarten spezifische
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Zell-Zell-Kontakte zwischen ausgewahlten Arten ausbilden. Auf der Oberfliche anhaftende
Bakterienzellen, vor allem Streptokokken, setzen kleine Kohlenhydrate wie Glucose zu Saure
wie Acetat, Format und Lactat um, die den lokalen pH-Wert herabsenken. Bei der Aufnahme von
(zuckerhaltigen) Speisen oder Getranken maximiert sich der Bakterienmetabolismus und die
Saureproduktion fithrt zum kritischen pH-Wert 5 (variiert bei verschiedenen Individuen, abhén-
gig von Calcium-, Phosphat-Gehalt des Speichels, der Speichelproduktion etc.), bei dem langsam
die Enamelauflssung beginnt und sich Karies entwickeln kann [[16]]. Im gesunden Zustand geht
die Saureproduktion nach der Nahrungsaufnahme deutlich zuriick und es stellt sich wieder
ein hoherer pH-Wert ein, sodass das Enamel nachgebildet wird und der Zahn erhalten bleibt.
Bakterien wie Streptococcus mutans (S. mutans) oder Lactobacilli sind besonders kariesférdernd,
da sie vor allem in sauren Umgebungen wachsen. Je haufiger der pH-Wert im Biofilm abgesenkt
ist, desto eher wachsen vermehrt solche sdaureresistenten Bakterien. Weiterhin kdénnen sich,
besonders in Biofilmen unterhalb der Zahnfleischlinie, anaerobe, pathogene Bakterien wie Por-
phyromonas gingivalis (P. gingivalis) vermehren, gewebsschadigende Entziindungen auslosen

und Krankheiten wie Parodontose auslésen [16].

Adhaésion mikrobielle Akkumulation Plateau-Phase

@
\ symbiotische Bakterien }s pathogene Bakterien

Extrazellulare polymerische Substanzen

Abb. 2.8: Schematische Darstellung der Biofilmbildung (Zeichnung erstellt nach Lit. )

Abbildung [2.8| zeigt schematisch, wie sich ein Biofilm nach der initialen Adhasion der sym-
biotischen Bakterien ausbildet. Wahrend ihres Metabolismus produzieren die Bakterien das
Signalmolekiil autoinducer 2 (Al2), das eine entscheidende Rolle fiir die Biofilmbildung innehat,
da es das Bakterienwachstum umliegender Zellen anregt. Bei kleinen Konzentrationen fordert
es vor allem das Wachstum symbiotischer Bakterien. Wenn die Biomasse durch Zellteilung
ansteigt, werden EPS produziert, wodurch die Bakterien weniger durch duflere Einfliisse beein-

trachtigt sind, starker an der Oberfliche anhaften und weiter proliferieren. Zusétzlich werden
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die Bakterien vermehrt AI2 exponiert, wodurch sich bei hoheren Konzentrationen zunehmend
Fusobacteria (anaerobe, gramnegative, stibchenformige Bakterien) und schlie8lich pathogene
Bakterien ansiedeln [[16]].

Das hier beschriebene Wachstum des Biofilms wird klassischerweise in verschiedene Stadien
unterteilt. Nach der Phase der initialen Adhésion und Coadhésion folgt die Phase der mikrobi-
ellen Akkumulation in der der Biofilm wiachst und die Bildung der EPS zur Ausbildung einer
dreidimensionalen Struktur dienen und die Bakterien fest im Zellverband verankern. Das Endsta-
dium des Biofilms ist die Plateau-Phase, in der der Biofilm einen Gleichgewichtszustand erreicht
hat und nicht unendlich weiterwachst. Durch Scherkréfte werden kontinuierlich Bakterien an
der Biofilmoberfliche abgelost und weggespiilt oder verlassen aktiv als Schwarmerzellen den

Verbund, um an anderen Oberfliachen eine erneute Biofilmbesiedlung zu beginnen [87].

2.4 Anwendung des Wirkstoffes Chlorhexidin in der Zahnmedizin

Bei dem Wirkstoff Chlorhexidin (CHX) handelt es sich um ein Antiseptikum, das in der heutigen
Zahnmedizin als Goldstandard zur Beurteilung anderer antibakteriell wirkender Substanzen gilt
[21]]. Es wird von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zu den wichtigsten Medikamenten der
Gesundheitsgrundvorsorge gezahlt und ist auf der WHO-Liste der unentbehrlichen Arzneimittel
aufgefiihrt [90]. Das spiegelsymmetrische Molekiil ist aus zwei 4-Chlorphenylgruppen und zwei
Bisguanidgruppen aufgebaut, die iiber eine Hexamethylengruppe verkniipft sind [91], was in
Abbildung [2.9| zur Veranschaulichung dargestellt ist. Durch ihren stark basischen Charakter
liegen beide Bisguanidgruppen protoniert vor, wodurch das Molekiil zweifach positiv geladen
ist [78,]92]]. Die Ladungen sind dabei iiber das jeweilige Bisguanid delokalisiert [90,|93]]. Fiir die
medizinische Anwendung werden hauptsichlich Formulierungen verwendet, in denen das CHX
als Dichlorid-, Diacetat- oder Digluconatsalz eingesezt wird [21,/90]. Generell wird Chlorhexidin
zur Desinfektion von Oberflachen, der Haut und des Mundes angewendet und ist in Form von
Mundspiilungen, Gelen, Zahnpasten, Sprays, Lacken und zuckerfreien Kaugummis erhéltlich. Die
CHX-Gehalte variieren fiir verschiedene Anwendungen zwischen 1 % und 0.05 %. Fiir die Karies-
Prophylaxe und die Behandlung akuter Infektionen kann die Anwendung der unterschiedlichen

Formulierungen zwischen ein- bis zweimal taglich variieren [21, 91].

Abb. 2.9: Struktur des CHX-Molekiils als Lewis-Formel nach Lit. [21]].

Das Medikament wurde in den 1940er Jahren durch die britische Firma IMPERIAL CHEMICAL

InpUSTRIES (ICI) entwickelt und wurde erstmals in den 1950er Jahren als allgemein wirksames
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Desinfektionsmittel, nach DAVIES et al. gegen grampositive und gramnegative Pathogene [94],
vorgestellt. Wenig spater wurde es fiir die Anwendung auf der Haut zugelassen. Seitdem wurde
CHX umfassend in verschiedenen Bereichen der Medizin, wie der Urologie oder Gynikologie
sowie bei operativen Eingriffen, zur Desinfektion und Wundbehandlung eingesetzt [21}91]]. Frithe
Anwendung fand das CHX in der Zahnmedizin als Spiillésung zur Sauberung bei chirurgischen
Eingriffen und Desinfektion von Wurzelkanilen [91]. Die Hemmung der Plaque-Bildung durch
CHX wurde 1969 durch SCHROEDER naher untersucht [95] und 1970 von LOE und ScHIOTT
bestatigt [96]. Weiterhin wurde die Verhinderung der Ausbildung einer chronischen Gingivitis
durch die regelmafle Anwendung einer 0.2 %igen CHX-Spiillosung bekréftigt, sodass aus diesen
Beobachtungen das Forschungsgebiet der Pravention dentaler Erkrankungen hervorging [91,
96].

2.4.1 Wirkungsweise des Chlorhexidins

Chlorhexidin wirkt gegen grampositive und gramnegative Organismen sowie aerobe und anaero-
be Bakterien, aber auch gegen Hefen, Pilze und einige lipophile Viren nachweislich antiseptisch,
wobei der Effekt auf grampositive Bakterien am grofiten ist. Es fithrt bei geringen Konzentratio-
nen lediglich zu einer Bakteriostase, der Hemmung des Wachstums und der Vermehrung der
Bakterien, wahrend hohere Dosen einen bakteriziden Effekt hervorrufen und in der Nekrose der
Bakterien resultieren [90]].

Die positiv geladenen Chlorhexidinmolekiile binden durch elektrostatische Wechselwirkungen
an die negativ geladenen Phosphatgruppen der Proteine an der Oberflache der Bakterienzellwand,
wodurch diese geringfligige, strukturelle Anderungen erfihrt und fiir weitere CHX-Molekiile
durchléssig wird. Das CHX bindet ebenfalls an die phosphathaltigen Lipide in der Zellmembran,
die das Zytoplasma umgibt, wodurch sie fiir Kalium-Ionen durchlassig wird [21, |97]. Ande-
rungen des Kaliumhaushalts fithren auch in Bakterien zu einer gestorten Reizweiterleitung
und beeintrachtigten die Proteinbiosynthese [98], wodurch die Reparatur der Zellmembran
und —wand verhindert wird. In grofierer Konzentration sind die Schaden an der Permeabilitats-
barriere gravierender, sodass das CHX als Folge in das Zytoplasma eintritt und dort mit den
phosphathaltigen Proteinen, Nukleotiden wie Adenosintriphosphat (ATP) oder den Nukleinsau-
ren schwerldsliche Komplexe bildet, was zur irreversiblen Gerinnung des Zytoplasmas fiihrt
und den Zelltod auslost [21,(97].

Die orale Anwendung des Wirkstoffes fithrt zu einer unmittelbaren bakteriziden Wirkung, da
zum Zeitpunkt der Arzneimittelgabe hohe Konzentrationen vorliegen. Zusatzlich bewirkt es
eine langer anhaltende Bakteriostase, da das CHX an die Pellikel der Zahnoberflachen anbindet
und von dort tiber mehrere Stunden kleine Dosen freigesetzt werden [90,[93]. Fiir grampositive
Bakterien liegt die erforderliche Konzentration bei 1 ug-mL™" und fiir gramnegative Bakterien

sowie Pilze liegt die Schwelle mit Konzentrationen zwischen 10 ug-mL™" und 73 pg-mL™" etwas
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hoher [90]]. Als Nebenwirkungen bei langerer Anwendung von hoheren CHX-Dosen kénnen
Veranderungen in der Geschmackswahrnehmung sowie Irritationen der Schleimhéute auftreten.
Weiterhin kann es durch die Abbauprodukte des CHX mit Lebensmittelbestandteilen zu nicht-
enzymatischen Maillard-Reaktionen kommen, die zu einer braunlichen Farbung der Zahne fiihrt,
weshalb nach der Anwendung von CHX auf die Aufnahme von beispielsweise Tee, Kaffee oder
Rotwein verzichtet werden sollte. Beim Herunterschlucken wird der Stoff kaum im Magen-Darm-
Trakt absorbiert, erfahrt kaum metabolische Veranderung und wird mit einer Halbwertszeit
von etwa vier Tagen iiber den Darm ausgeschieden. Es verursacht keinerlei teratogene oder

kanzerogene Verdanderungen im Korper und ist als sicheres Medikament eingestuft [21].

2.5 Titandioxidbasierte Medikamentenfreisetzungssysteme

Aufgrund ihrer guten mechanischen Eigenschaften, Korrosionsbestandigkeit und Zellkompatibi-
litdt kommen Titan und Titanlegierungen haufig im Bereich der orthopéadischen Implantaten
zum Einsatz [99-101]]. Da das Auftreten postoperativer Infektionen allerdings eine akute kli-
nische Herausforderung darstellt, werden in der Forschung unterschiedliche Ansitze verfolgt,
solche Infektionen zeitnah und effektiv zu behandeln, um einem moglichen Implantatversa-
gen vorzubeugen [101-103]. Diese neuen Strategien beinhalten die Integration verschiedener
medizinischer Wirkstoffe oder Proteine auf den Implantatoberflachen, die das Einheilen in das
umliegende Gewebe fordern [90], die Regeneration degenerierter Strukturen initiieren [104]
oder, instantan oder zu einem spiteren Stadium, dem Auftreten bakterieller Infektionen entge-
genwirken sollen [103,|105]. In ihrer Gesamtheit werden solche modifizierten Strukturen als
implantatassoziierte Medikamentenfreisetzungssysteme bezeichnet [[106H108|]. Der nachfolgen-
de Abschnitt befasst sich mit der lokalen Medikamentenfreisetzung an der Implantatoberflache
als mogliche neue Behandlungsmethode verschiedener klinischer Befunde. Anschlieffend wer-
den die Materialien Titan und Titandioxid vorgestellt und es werden verschiedene Methoden
erlautert, nanopordse Beschichtungen aus Titandioxid auf Titan herzustellen, um sie als Tra-
germaterial fiir die Medikamentenfreisetzung von Implantaten zu verwenden. Abschlielend
werden Moglichkeiten zur Oberflaichenmodifikationen vorgestellt, wodurch eine steuerbare

Medikamentenfreisetzung ermoglicht werden kann [[109} 110].

2.5.1 Lokale Medikamentenfreisetzung

In der heutigen Medizin finden zur Krankheitsbehandlung oder Linderung der Beschwerden
eine Vielzahl unterschiedlichster Medikamente wie Analgetika [111] oder Antibiotika [[112]
bis hin zu hormonellen Wirkstoffen [113] Anwendung. Die Gabe des Arzneimittels erfolgt
tiblicherweise nicht in reiner Form, sondern in besonderen Formulierungen, die eine sichere

Dosierung und einfache Anwendung erlauben. Die haufigsten Darreichungsformen umfassen
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Tabletten oder Kapseln [114]]. Bei solch einer systemischen Gabe von Medikamenten werden die
Wirkstoffe iber die Blutbahn verteilt. Je nach ihrer Pharmakokinetik gelangt nicht die gesamte
Menge des Arzneimittels ins Zielgewebe, sondern ein grof3er Teil sammelt sich auch in anderen
Geweben an [12]]. Zusitzlich muss bei der oralen Medikamenteneinnahme der First-Pass-Effekt
beriicksichtigt werden, da Wirkstoffe tiber den Magen-Darm-Trakt sowie die Niere oder die
Leber metabolisiert und abgebaut werden, bevor sich ihre Wirkung am Zielort entfalten kann
[115]. Folglich miissen hohe Dosen verabreicht werden, um ausreichend hohe Wirkstoffkon-
zentrationen im Zielgewebe zu erreichen, was besonders bei Medikamenten mit einer relativ
geringen therapeutischen Breite meist zu unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UAWSs) fiihrt,
die es zu vermeiden gilt [12]. Neben festen Formulierungen gibt es weitere fliissige Applikati-
onsmoglichkeiten in Form von Infusionen oder Injektionen, bei denen der Wirkstoftf direkt in
die Blutbahn gebracht wird [114]. Dadurch wird der Magen-Darm-Trakt umgangen und folglich
weniger Medikament abgebaut, allerdings ist die Bereitschaft der Patienten diesen Methoden
gegeniiber haufig geringer, da sie mit einem hoheren Zeitaufwand verbunden sind. Weiterhin
bleibt die Gefahr der Wirkstoffansammlung in anderen Geweben bestehen, wodurch wiederum
UAWs hervorgerufen werden konnen [12]. Eine Moglichkeit zur Senkung der UAWs ist die
Verringerung der zu applizierenden Dosis. Hierbei ist darauf zu achten, dass sich eine lokale
Wirkstoffkonzentration am Zielort einstellt, die mindestens der mittleren effektiven Dosis EDs,
(der Konzentration bei der ein halbmaximaler Effekt eintritt) entspricht. Um die Verteilung des
Medikaments im ganzen Korper zu minimieren und eine moglichst hohe Wirkstoffdosis am
Zielort zu erreichen, ist eine lokale Gabe des Medikaments notwendig. Fiir leicht zugéngliche
Organe wie die Augen, die Ohren oder die Haut kann eine lokale Applikation beispielsweise
durch Tropfen oder Salben geschehen. Gewebe, die sich an weniger exponierten Regionen im
Korperinneren befinden, sind nicht zwangslaufig durch eine vergleichbar einfache Methode
zu erreichen [116]]. Zusatzlich besteht ein genereller Nachteil darin, die Dosierung iiber einen
langeren Zeitraum konstant zu halten, ohne dass die EDs, unterschritten wird, was besonders
bei der Behandlung bakterieller Infektionen erforderlich ist [[12].

Lokale Medikamentenfreisetzungssysteme (engl. Drug Delivery Systems) kénnen eine Mog-
lichkeit darstellen, einen Wirkstoff in ausreichender Konzentration gezielt an einem Entziin-
dungsherd im Korperinnern bereitzustellen, wahrend die Konzentration in anderen Organen
gering bleibt, sodass die Wirkung optimiert wird und die UAWs ausbleiben [13]]. Durch die
vorige Einbettung in eine Matrix kann das Arzneimittel an den Entziindungsherd im Kérper
eingebracht werden, wo die Biomolekiile kontinuierlich iiber einen langeren Zeitraum freige-
setzt werden sollen. So ist eine konstante Medikamentenkonzentration am Zielorgan, ohne
wiederholte Applikation in regelmafligen Abstanden, gewahrleistet. Es gibt zwei Anforderungen
an das Tragermaterial. Der zu applizierende Wirkstoff muss mithilfe des Systems in den Kérper

eingebracht werden konnen, den Zielort erreichen und dort verweilen, bevor das Medikament
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freigesetzt oder mitsamt der Matrix vom Korper abgebaut wird. Weiterhin miissen alle verwende-
ten Materialien biokompatibel sein. Es muss also ausgeschlossen werden, dass eine Komponente
oder deren Abbauprodukte eine toxische Wirkung entfalten konnten [115]]. Geeignete Mate-
rialien konnen unterschiedliche metallische oder keramische Werkstoffe sowie Polymere sein.
Auch ein Hybridmaterial aus mehreren Komponenten sowie eine zusatzliche Modifikation oder
Funktionalisierung der Materialoberflaichen mit funktionellen Gruppen, Antikérpern oder Pep-
tiden ist denkbar [115} 117, 118]. Es wird zwischen Matrix-, Membran- und Trigersystemen
unterschieden, die durch unterschiedliche Freisetzungskinetiken charakterisiert sind. In Matrix-
systemen wird der Wirkstoff entweder durch Dispersion in einer Polymermatrix oder durch
Einlagerung in ein nanopordses Porensystem bereitgestellt. Die Freisetzung erfolgt anschlieflend
durch Diffusion entlang des Konzentrationsgradienten oder durch den fortschreitenden Abbau
der Matrix [[119-121]. In Membransystemen ist der Wirkstoff durch eine inerte, semipermeable
Membran eingeschlossen, die fiir das Losungsmittel undurchléssig ist, wahrend der Wirkstoff
hindurch diffundieren kann [122]. In Tragersystemen sind die Biomolekiile chemisch, meist
an biodegradierbare Polymere, angebunden, sodass der Wirkstoff durch die Zersetzung des
Tragermaterials kontinuierlich freigesetzt wird [107].

Weiterhin werden verschiedene Freisetzungsprofile unterschieden, deren charakteristische Ver-
laufe in Abbildung gezeigt sind. Die blaue Kurve zeigt den Verlauf eines Burst Release, bei
dem zu Beginn die Freisetzungsrate hoch ist und nach kurzer Zeit stark abnimmt. Ein solches
Profil ergibt sich héaufig, wenn ein grofler Teil der Biomolekiile auf der Oberfliche eines Ma-
trixsystems nur durch Physisorption adsorbiert ist. Ein weiteres Freisetzungsprofil, bei dem
zu Beginn relativ viel Wirkstoff freigesetzt wird und die Rate mit der Zeit abnimmt, ist der
Continuous Release, der durch die rote Kurve dargestellt ist. Die Freisetzungsrate ist zunachst
geringer als beim Burst Release, nimmt im Gegensatz dazu aber langsamer ab, sodass zu spéte-
ren Zeitpunkten verhaltnismafig mehr Wirkstoff freigesetzt wird [[120]. Ein solches Profil ist
diffusionskontrolliert und folgt einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung. Die Diffusion
erfolgt entlang des Konzentrationsgradienten und dieser nimmt mit der Zeit ab, sodass die
Freisetzungsrate kontinuierlich sinkt [123]]. Beide Systeme konnen sinnvoll eingesetzt werden,
wenn innerhalb der Behandlung zu Beginn eine erhéhte Arzneimitteldosis benétigt wird, die
mit der Zeit abnehmen soll. Die Therapie mit Schmerzmitteln oder die Behandlung einer akuten
Infektion nach einem operativen Eingriff konnten mit solch einem Freisetzungsprofil behandelt
werden [[120]. Die graue Kurve zeigt den Verlauf eines Steady Release, der einem Geschwin-
digkeitsgesetz nullter Ordnung folgt und einen linearen Verlauf hat. Ein solches Profil kann
mithilfe eines Membransystems erzielt werden, bei dem die Freisetzung diffusionskontrolliert
aus einer gesattigten Losung erfolgt und so der Konzentrationsgradient stets konstant gehal-
ten wird. Durch zusétzlichen festen Wirkstoff in der Losung innerhalb des Membransystems

muss gewdhrleistet werden, dass die Losung iiber einen ldngeren Zeitpunkt gesattigt bleibt
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[120,123]. Ein solches Freisetzungsprofil ist fiir Behandlungen sinnvoll anzuwenden, bei denen
die Wirkstoffkonzentration iiber einen langen Zeitraum konstant gehalten werden muss, wie
beispielsweise die Nachbehandlung einer Organtransplantation, bei der durch Medikamente

Abstoflungsreaktionen unterdriickt werden [[120]].

kummulierte Wirkstoffmenge

Zeit

Abb. 2.10: Darstellung verschiedener Freisetzungsprofile; blau: Burst Release, rot: Continuous
Release, grau: Steady Release, griin: Stimuli-Responsive Release.

Das letzte Freisetzungsprofil, das in Abbildung griin dargestellt ist, zeigt einen Stimuli-
Responsive Release, bei dem die Freisetzung der Biomolekiile durch duflere Impulse reguliert wird.
Es kann zwischen intern und extern regulierten Systemen unterschieden werden, auf die im
anschliefenden Abschnitt noch naher eingegangen wird. Regulierbare Systeme bieten sich fiir
Anwendungen an, bei denen ein erhohtes Infektionsrisiko besteht, eine Entziindung aber nicht
nur unmittelbar nach einem operativen Zeitraum erfolgen kann, sondern auch erst zu einem
spateren Zeitpunkt, wie es beispielsweise bei der Behandlung mit Zahnimplantaten auftritt [[15,
124, [125].

Stimuli-Responsive Systeme

Ein Stimuli-responsives System (Reiz-Reaktions-System) stellt eine Form der Medikamentenfrei-
setzung dar, bei der die Freisetzung des eingelagerten Wirkstoffes erst als Reaktion auf einen
aufleren Reiz ausgelost wird, da die Biomolekiile zuvor im Tragermaterial eingeschlossen sind

und durch eine Barriere an der Diffusion aus der Matrix hinaus gehindert werden. Um eine
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Freisetzung der Wirkstoffe als Reaktion auf einen dufleren Stimulus zu ermdglichen, miissen
die Systeme in einer gewissen Form dazu fahig sein, ihre Struktur so zu verandern, dass der
Diffusionsweg fiir die Biomolekiile freigegeben wird. Viele solcher Systeme werden durch eine
Oberflaichenmodifikation der Tragermaterialien mit sensitiven Polymeren ermdoglicht, die auf
unterschiedliche Reize reagieren konnen. Als duflere Reize eignen sich prinzipiell unterschiedli-
che Stimuli, wodurch sich eine Einteilung in intern oder extern geregelte Systeme ergibt, fiir die
im Folgenden ein paar Beispiele vorgestellt werden [[14, (125, 126].

Intern regulierte Systeme sind selbstregulierend und kénnen von aufierhalb des Kérpers nicht
aktiv gesteuert werden. Die verwendeten Systeme reagieren auf Anderungen der biologischen
Parameter von gesundem zu krankhaftem Gewebe. Ein bedeutender Unterschied ware beispiels-
weise die Temperatur, die in entziindetem Gewebe im Vergleich zu den gewohnlichen 37 °C auf
etwas tiber 40 °C erhoht ist. Reagiert ein Bestandteil des Tragermaterials empfindlich mit einer
Strukturdnderung auf eine Temperaturerh6hung in diesem Bereich, so kann der Wirkstoff gezielt
in erkranktem Gewebe freigesetzt werden. Mogliche Materialien fir eine solche Anwendung
wéren beispielsweise Nanopartikel mit Polymerbestandteilen aus Poly(N-isopropylacrylamid)
oder Polyanilin. Beide reagieren im gewiinschten Temperaturbereich [125]. Ein weiterer mogli-
cher Stimulus wire die Anderung des pH-Wertes im umliegenden Gewebe. Der physiologische
pH-Wert ist mit 7.4 hoher als der pH-Wert in entziindetem Gewebe oder in bakteriellen Biofilmen,
wo er zwischen 6.5 und 5.0 liegt. Werden die Tragermaterialen mit Polymeren beschichtet, die bei
einer pH-Wert Anderung protoniert oder deprotoniert werden, kommt es durch die Aufladung
zu einer Anderung der Konformation oder Loslichkeit, sodass der Wirkstoff freigesetzt wird.
N-(2-Hydroxylpropyl)methacrylamid oder Poly-(4-vinylpyridin) kénnten fiir ein solches System
genutzt werden [15, 125, [127]].

Extern regulierte Systeme konnen durch einen Stimulus auflerhalb des Korpers sehr prazise
gesteuert werden. Dadurch kénnen die Dauer und die Menge sowie der Ort der Wirkstoftfreiset-
zung optimal nach Bedarf eingestellt werden, wodurch sie deutlich flexibler als intern regulierte
Systeme sind. Es muss jedoch sichergestellt sein, dass die dufleren Reize das Gewebe durch-
dringen kénnen, ohne es zu schiadigen. Mogliche Bestandteile eines solchen Systems konnten
superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel oder elektrisch leitfdhige Polymere wie Polypyr-
rol oder Polythiophen sein, die durch das Anlegen eines dufieren Magnetfeldes bzw. elektrischen
Feldes ihre Konformation dndern oder Warme entwickeln und so eine Wirkstofffreisetzung
ermoglichen [125, (128 129].

2.5.2 Titan und Titandioxid als Implantatmaterialien

Implantate werden im menschlichen Koérper zur Unterstiitzung oder als Ersatz von Zell- und
Gewebefunktionen eingesetzt. Metallische Implantatmaterialien kommen in der Osteosynthese

und Dentalchirurgie als Prothesen und Fixationselemente zum Einsatz. Bereits seit den 1940er
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Jahren werden Titan und Titanlegierungen aufgrund ihrer hohen mechanischen Festigkeit,
Korrosionsbestandigkeit und Biokompatibilitat fiir den Gebrauch als medizinische Werkstoffe
untersucht und entwickelt [52]]. Das Leichtmetall Titan ist ein duktiler, gut schmiedbarer Werk-
stoff, welcher unter Normalbedingungen als «-Ti in einer hexagonal-dichtesten Kugelpackung
kristallisiert. Bei Temperaturen oberhalb von 882.5°C erfolgt eine Phasenumwandlung zum
B-Ti, das in einer kubisch-innenzentrierten Packung kristallisiert. Aufgrund seiner geringen
Dichte, groflen mechanischen Festigkeit, der guten Korrosionsbestandigkeit und des geringen
thermischen Ausdehnungskoeffizienten wird Titan neben seiner Anwendung fiir medizinische
Zwecke auch als Material im Flugzeug- und Schiffsbau sowie fiir Sportgerite genutzt. Die
technische Darstellung von Titan erfolgt mithilfe des sogenannten KrorL-Prozesses aus dem
Mineral [lmenit. Dabei wird zunachst das Titandioxid im Lichtbogenofen angereichert, indem
das enthaltende Eisen durch Koks reduziert und periodisch abgestochen wird. Anschliefend
erfolgt eine Chlorierung der erhaltenden Titanschlacke und das entstandene Titantetrachlorid
wird abschlieffend mit fliissigem Magnesium zu metallischem Titan umgesetzt. Die Aufreinigung
kann durch Abdestillation des Magnesiums und Magnesiumchlorids erfolgen. Fiir sehr reines
Titan kann eine thermische Zersetzung von Titantetraiodid mithilfe des vAN-ARKEL-DE-BOER-
Verfahrens durchgefiihrt werden. Das erhaltene Endprodukt kann danach zu den gewiinschten
Werkstiicken gewalzt, geschnitten, gedreht oder geschmiedet werden [17]. Neben Werkstiicken
aus reinem Titan werden in der Stahlindustrie auch Titanstahle als Material bspw. fiir Turbinen
oder Eisenbahnréider hergestellt. Auch andere Titanlegierungen mit geringen Mengen anderer
Metalle sind technisch bedeutend. Vor allem im Bereich der Medizin wird die Titanlegierung aus
90 % Titan, 6 % Aluminium und 4 % Vanadium (Ti6Al4V) haufig verwendet [52]. Unterschied-
liche Metalle konnen als Legierungsbestandteil entweder die a- oder die f-Modifikation des
Titans stabilisieren. Aluminium fungiert als Stabilisator der a-Phase, wahrend das Vanadium
die B-Phase stabilisiert, wodurch in Ti6Al4V letztlich eine Struktur resultiert, in der sowohl
a-Ti als auch f-Ti nebeneinander in einem zweiphasigen Gefiige vorliegen [130]]. Die hohe
Korrosionsbestandigkeit des reinen Titans und seiner Legierungen gegeniiber Luftsauerstoff,
Wasser sowie verschiedener Sdauren und Laugen ist darauf zuriickzufithren, dass es auf der
Oberflache eine diinne Oxidschicht ausbildet, die als Passivierungsschicht fungiert [17].

Titandioxid ist ein hochschmelzender, weifler Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 1850 °C,
der in der Natur in den drei Modifikationen Rutil, Anatas und Brookit vorkommt. Die in der
Natur am haufigsten vorkommende, thermodynamisch stabilste Modifikation ist Rutil, die in der
Raumgruppe P4,/mnm kristallisiert. Die Struktur kann als leicht verzerrte hexagonal-dichteste
Kugelpackung der Sauerstoff-lonen beschrieben werden, in der die Halfte der Oktaederliicken
mit Titan-Ionen besetzt sind. Die Besetzung der Liicken erfolgt so, dass die Titan-Ionen ei-
ne tetragonale, raumzentrierte Elementarzelle mit den Gitterparametern a=b=4.59 A sowie

¢ =2.96 A bilden, die formal aus zwei TiO,-Einheiten besteht. Die TiOy-Oktaeder ergeben entlang
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einer Gitterachse lange Ketten kantenverkniipfter Oktaeder. Das dreidimensionale Netzwerk
ergibt sich durch die Eckenverkniipfung der Oktaeder in nebeneinanderliegenden Ketten, sodass
jedes Sauerstoff-Ion von elf weiteren Sauerstoff-lonen umgeben ist. Jedes Titan-Ion ist somit
oktaedrisch von je sechs Sauerstoff-lonen umgeben, wihrend alle Sauerstoff-Ionen trigonal-
planar durch Titan-Ionen koordiniert sind [17, 131} 132]. In Abbildung sind in der a- und
b-Richtung die kantenverkniipften Oktaederketten, die auf den Kanten sowie der Mitte der
Elementarzelle in c-Richtung liegen, zu erkennen. Die Darstellung in c-Richtung ist senkrecht
zu den kantenverkniipften Oktaedern und zeigt, wie die Ketten durch Eckenverkniipfung der

Oktaeder ein dreidimensionales Netzwerk bilden.
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Abb. 2.11: Polyeder-Darstellung der Rutilkristallstruktur von vier Elementarzellen aus (von links
nach rechts) a—, b- und c-Richtung. Die Ecken der Polyeder sind von Sauerstoffatomen
besetzt, wahrend sich die Titan-Ionen in den Oktaedermitten befinden (COD-ID:
4102355) [133].

Anatas kristallisiert in der Raumgruppe 14,/amd und lasst sich durch eine verzerrte kubisch-
dichteste Kugelpackung der Sauerstoff-lonen beschreiben. Wie im Rutil besetzen die Titan-Ionen
die Halfte der Oktaederlicken, wodurch sie ebenfalls durch sechs Sauerstoff-Ionen koordiniert
sind. Die Besetzung erfolgt in der Anatas-Struktur so, dass sich nur kantenverkniipfte Oktaeder
ergeben und jeder Oktaeder tiber vier Kanten verkniipft ist. Es ergibt sich eine tetragonale
Elementarzelle aus vier TiO,-Einheiten mit den Gitterparametern a= b =3.79 A sowie ¢ =9.54 A.
Fiir den Sauerstoff ergibt sich ebenfalls eine trigonal-planare Koordination durch die Titan-
Ionen. Eine weitere Gemeinsamkeit der beiden Strukturtypen stellt der Ti-O-Abstand dar. In
beiden Fallen sind jeweils zwei Sauerstoff-lonen des oktaedrischen Koordinationspolyeders
etwas weiter von den Titan-Ionen entfernt als die restlichen vier. Die mittleren Atom-Abstande
dy_a liegen hierbei fiir Rutil bei dri_o = 1.92 A und Anatas bei dr;_o = 2.01 A und sind demnach
sehr dhnlich [17,131,(133]]. In Abbildungist in a- und b-Richtung zu erkennen, dass alle
Oktaeder uiber je drei Kanten miteinander verkniipft sind. Die vierte Kante ergibt sich jeweils,
wenn die Elementarzelle in die a- bzw. b-Richtung erweitert wird, was in der Darstellung in

c-Richtung nachzuvollziehen ist.
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Abb. 2.12: Polyeder-Darstellung der Anataskristallstruktur von vier Elementarzellen aus (von
links nach rechts) a-, b- und c-Richtung. Die Ecken der Polyeder sind von Sauer-
stoffatomen besetzt, wahrend sich die Titan-Ionen in den Oktaedermitten befinden

(COD-ID: 1526931) [134].

Die Brookit-Struktur kristallisiert in der Raumgruppe Pbca und basiert ebenfalls auf einer
verzerrten kubisch-dichtesten Packung der Sauerstoff-lonen, in der ebenfalls die Titan-Ionen die
Halfte der Oktaederliicken besetzten. Es ergibt sich eine orthorhombische Elementarzelle mit den
Gitterparametern a=9.17 A, b=5.45 A und ¢ = 5.14 A. Die Besetzung erfolgt so, dass die Oktaeder
iiber drei Kanten und zusétzlich tiber Ecken miteinander verkniipft sind [[17}[135]. Sowohl Anatas
als auch Brookit wandeln sich beim Erhitzen bei der jeweiligen Ubergangstemperatur von 915°C
bzw. 750°C in Rutil um [132]. In der Abbildung ist in der Darstellung der Kristallstruktur in
a-Richtung zu erkennen, dass alle Oktaeder iiber drei Kanten miteinander verkniipft sind. In den
Darstellungen in b- und c-Richtungen ist zu sehen, dass an zwei, iiber eine Kante verkniipfte,

Oktaeder jeweils ein zusatzlicher, dritter Oktaeder iiber eine Ecke verbunden ist.
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Abb. 2.13: Polyeder-Darstellung der Brookitkristallstruktur von vier Elementarzellen aus (von
links nach rechts) a-, b- und c-Richtung. Die Ecken der Polyeder sind von Sauer-
stoffatomen besetzt, wahrend sich die Titan-Ionen in den Oktaedermitten befinden

(COD-ID: 8104269) [136].
Aufgrund ihrer hohen Brechungsindizes von 2.80 und 2.55 werden Rutil und Anatas haufig als

Weifipigmente eingesetzt. Da Titandioxid als nicht toxisch gilt, wird es nicht nur in Keramiken,
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Lacken und Wandfarben, sondern auch in Schmuck, Sonnencremes und Zahnpasta verwendet.
Mit einer Bandliicke von 3.0 eV bzw. 3.2 eV ist Titandioxid ein Halbleitermaterial, das, meist
nach einer Dotierung, in der Elektrotechnik beispielsweise fiir Kondensatoren verwendet wird
[17]]. Eine weitere Eigenschaft, insbesondere des Anatas’, ist die photokatalytische Spaltung von
Wasser. Dabei wird durch elektromagnetische Strahlung mit Wellenlangen < 380 nm ein Elektron
aus dem Valenzband in das Leitungsband des Halbleiters angehoben, sodass ein Photo-Exziton
entsteht. Sofern das Elektron-Loch-Paar nicht direkt wieder rekombiniert, kann es mit an der
Oberflache adsorbierten Molekiilen reagieren. Bei Anwesenheit von Wasser und Sauerstoff

konnen diese nach folgenden Reaktionsgleichungen
TiO; — TiO, + h" + e~

O,+e” —> 0y -

H,O0 — H" + OH"

h*+OH™ —— -OH

-OH + -OH — H,0,

0, -+H" —— HO,-

zu reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) umgesetzt werden, die wiederum andere organische Mole-
kiile oxidieren und zersetzen, was als selbstreinigender Effekt von Titandioxidbeschichtungen
bekannt ist [137,/138]. Eine weitere durch UV-Strahlung induzierte Eigenschaft des Titandioxids
ist die Superhydrophilie, die 1997 erstmals beschrieben wurde [[139]]. Durch die Bestrahlung
von Titandioxidoberflichen mit UV-Strahlung sinkt der Wasserkontaktwinkel von 60° bis 70°
auf < 10° ab. Die Oberflache wird durch die Lichteinstrahlung merklich hydrophiler, da sich
die Anzahl der OH-Gruppen auf der Oberfliche deutlich erhéht [140]]. Ein vorgeschlagener
Mechanismus von WANG et al. fiir diesen Effekt ist die Bildung von Oberflichendefekten in
Form von Sauerstofffehlstellen [141]]. Durch die Bestrahlung einer Titandioxidoberflache mit
UV-Strahlung entstehen Photo-Exzitonen, was zur Oxidation einiger Sauerstoffatome fithrt, wo-
durch sich Fehlstellen bilden. Gleichzeitig werden Titan(IV)-Ionen zu Titan(Ill)-Ionen reduziert,
was in einer Schwachung der Ti-O-Bindung resultiert. Adsorbiert molekulares Wasser an die
Oberflache, kommt es zum vollstandigen Bindungsbruch und es wird ein Proton abgespalten,
was wiederum die Bildung einer neuen OH-Gruppe bedeutet [142]. Da dieser Zustand lediglich
metastabil ist, nimmt die Hydrophilie der Oberflache bei langerer Lagerung im Dunkeln wieder
ab, da die chemisorbierten Hydroxylgruppen unter Bildung von Wasser und Sauerstoff wieder
desorbieren [143].

Titandioxid weist mit einer Mohsharte zwischen 5.5 und 7.0 eine relativ hohe mechanische Stabi-
litat auf. Weiterhin besitzt es eine gewisse Hydrolysebestiandigkeit sowie Widerstandsfahigkeit

gegeniiber Korrosion und eine ausreichende Haftfestigkeit, weshalb es sich als zellkompatibles
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Material zur Beschichtung auf Titanimplantaten eignet. In Form einer nanopordsen Beschichtung
zur Vergroflerung der spezifischen Oberflache ist Titandioxid als Basis fiir ein Medikamenten-

freisetzungssystem auf Implantatmaterialien aus Titan geeignet [144, 145].

2.5.3 Nanoporose Titandioxidbeschichtungen

Um auf einer Implantatoberfliche ein Medikamentenfreisetzungssystem zu integrieren, muss
zunachst ein Tragermaterial aufgebracht werden, das als Matrix fiir die Arzneimittel fungieren
kann. Eine Méglichkeit ware das Aufbringen einer nanopordsen Titandioxidbeschichtung, die
einerseits chemisch auf der Titanoberfliche anbindet und andererseits aufgrund der Porositét
zur Einlagerung von Medikamenten geeignet ist [18,/19,/108,|110]. Die Herstellung einer solchen
nanoporosen Titandioxidbeschichtung kann durch verschiedene Verfahren wie beispielsweise
die Sol-Gel-Synthese [146], die chemische Gasphasenabscheidung [147]], die Hydrothermalsyn-
these [148]] oder das Dip-Coating [149] erfolgen. Das in der Literatur géngigste Verfahren zur
Herstellung diinner, nanopordser Beschichtungen ist eine Kombination aus der Sol-Gel-Synthese
und dem Dip-Coating. Hierbei werden ionische Tensidmolekiile als strukturdirigierende Agenti-
en (SDA) verwendet, die letztlich das Porensystem bestimmen. Die zu beschichtenden Substrate
werden wahrend des Dip-Coating-Prozesses in ein Sol des anorganischen Prakursors, in dem das
SDA gelost ist, getaucht und anschlieffend mit einer konstanten Ziehgeschwindigkeit senkrecht
herausgezogen, sodass das Sol an der Oberflache anhaftet und einen homogenen Film bildet.
Sobald das Losungsmittel innerhalb des diinnen Films verdampft, steigt die SDA-Konzentration
bis die kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) erreicht ist und sich beispielsweise stab-
chenférmige Mizellen ausbilden, die als Kondensationsgeriist fiir anorganische Prakursoren
dienen (evaporation induced self-assembly). Die Tensidmolekiile konnen anschliefend durch
eine Extraktion oder Calcination entfernt werden, sodass eine pordse Beschichtung entsteht
[150]. Ein Nachteil des Verfahrens besteht darin, dass bei Substraten mit komplexeren Oberfla-
chengeometrien Inhomogenitéten in der Schichtdicke auftreten konnen [[151-154]. Es ist fiir die
Beschichtung von Gewindeschrauben eines Zahnimplantates demnach nur bedingt geeignet,
weshalb innerhalb dieser Arbeit die zwei verschiedenen elektrochemischen Anséatze der katho-
dischen Elektrodeposition [155] und der anodischen Eloxierung [156] untersucht wurden, die
im Nachfolgenden néher beschrieben sind. Elektrochemische Verfahren sind vergleichsweise
kostengiinstig und ermoglichen eine hohe Kontrolle tiber die Einstellung der gewiinschten
Schichtdicke durch die Ladungsdichte wahrend der Abscheidung sowie deren Dauer. Zusétzlich

lassen sich komplexe Geometrien homogen beschichten [155,157-159].

Kathodische Elektrodeposition

Titandioxid-Diinnfilme wurden 2005 von MICHLER et al. auf Substraten aus rostfreiem Stahl

und Ti6Al4V mittels kathodischer Elektrodeposition in peroxidhaltigen Elektrolyten syntheti-
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siert. Nach einer thermischen Behandlung wurden nanokristalline, homogene Schichten mit
Schichtdicken bis 190 nm aus Anatas erhalten [[159]. Der von ZHITOMIRSKY et al. vorgeschlagene
Mechanismus der Abscheidung ist die Hydrolyse des Titanperoxokomplexes durch Hydroxid-
Ionen, die durch Reduktion an der Kathode entstehen [[159-161].

Ti** + Hy0, + (n - 2) H,O — [Ti(0,)(OH), - 5]*™* + nH*
[Ti(0,)(OH)(, - 5]*™" + mOH™ + kH,0 — TiO,(H,0),
2 TiOs(H,0), — 2 TiO, + O, + xH,0

Die Zugabe von Wasserstoffperoxid zu den gelosten Titan(IV)-Spezies fithrt zur Bildung des
Titanperoxokomplexes. Im Gegensatz zur bekannten elektrochemischen Abscheidung von Me-
tallen aus Elektrolytlosungen ist die Deposition in diesem Fall chemischer Natur. Wahrend der

Elektrodeposition wird an der Anode nach

2H,O0 —> O, +4H" +4e”

Sauerstoff gebildet, derweil an der Kathode OH™-Ionen nach
2H,O0+2e” — H, + 20H"

entstehen, die den Peroxokomplex hydrolysieren, wodurch kolloidale Titanoxidhydroxid-Partikel
entstehen. Diese, nun ungeladenen, Teilchen akkumulieren nahe der Kathode, prézipitieren, wie
in der Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek-Theorie (DLVO-Theorie) beschrieben, und bilden
einen Film auf der Kathodenoberflache [159,|161,|162].

Charakteristisch fiir die Oberflaichenmorphologie solcher Beschichtungen ist ein offenes Poren-
system [163]]. In dichten Schichten kann oft eine Rissbildung beobachtet werden [164], wihrend
bei zu hohen Ladungsdichten eine nicht vollstindige Bedeckung der Oberflache oder schlechte
Anhaftung der Schichten zu verzeichnen ist [[165]. Anfangliche Untersuchungen zur Abschei-
dung von Titandioxidfilmen auf Platinsubstraten mittels cyclovoltammetrischer, kathodischer
Elektrodeposition wurden 2009 von DziEwoNskI und GRzEszczUK gemacht, um den Mecha-
nismus der elektrochemischen Abscheidung von TiO, sowie die Reduktionsprozesse und die
lokalen pH-Wert-Anderungen an der Kathode genauer zu verstehen [[160]. Die Cyclovoltamme-
trie (CV) mit einem klassischen Dreielektrodenaufbau als Abscheidungsmethode hat sich als
besser geeignet erwiesen als andere elektrochemische Verfahren, da sie eine hohe Kontrolle der
pH-Wert Anderungen erméglicht und die Abscheidung des TiO, nur in einem engen pH-Bereich
mit einer hohen Ausbeute durchfiihrbar ist. Weiterhin hat sich erwiesen, dass Elektrolytlosungen
mit weiteren Elektrolytzusatzen ebenfalls Titandioxiddiinnfilme hervorbringen und die besten
Voraussetzungen fiir die Abscheidung erhalten werden, wenn KNO; in der Losung zugegen

ist [160]]. Darauf aufbauend haben CHANG et al. Untersuchungen in Elektrolytlésungen mit
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TiCl; und NaNOj; durchgefiihrt, die eine schnellere Abscheidung ermoglichen, da durch die
Nitratreduktion pro Nitratmolekiil eine grofiere Menge Hydroxid-Ionen als bei Wassermolekiilen
entsteht. Zusétzlich lasst die Methode der Cyclovoltammetrie eine hohe Kontrolle iiber das
Schichtwachstum zu [166].

In der Elektrolytlosung erfolgt nach Zugabe des Natriumnitrats zum Titan(III)chlorid zunéchst

die Oxidation der dreiwertigen Titanspezies zu farblosen, vierwertigen Ionen nach
Ti** + NO;~ —— TiO*" + NO,

wodurch sich die Losung entfirbt. Das gebildete Stickstoffdioxid kann sich unter der Bildung

von Salpeter- und salpetriger Sdure nach
2NO, + H,O — HNO; + HNO,

wieder auflosen, wodurch fiir die Reduktion wahrend der cyclovoltammetrischen Abscheidung
Nitrat- und Nitrit-Molekiile zur Verfiigung stehen. Beide Spezies werden bei Potentialen zwi-
schen + 0.4V und - 1.2V nach

2NO;” +6H,O+10e” —— N, + 120H"
2NO,” +4H,0+6e~ —> N, + 8OH"™

zu elementarem Stickstoff reduziert, der wiederum bei zunehmend negativeren Potentialen
kleiner - 1.2V nach

N2+8H20+637 e 2NH4++8OH7

weiter zu Ammonium-Ionen reduziert wird [155,(167]]. Wie bei der Abscheidung aus Elektrolyt-
16sungen, die Wasserstoffperoxid enthalten, bilden sich aufgrund des lokal erhohten pH-Wertes
kolloidale Titanoxidhydroxidpartikel,

TiO** + 20H"™ + x H,0 — TiO(OH), - x H,0

die akkumulieren und dadurch auf der Kathodenoberfliache eine partikuldre Schicht ausbilden.

Durch eine Calcination kann das restliche, eingelagerte Wasser entfernt werden,
TiO(OH), - x H,0 —2— TiO, + (1 + x) H,0
sodass eine homogene Anatasbeschichtung entsteht, deren Dicke durch die gewahlte Zyklenzahl

der Cyclovoltammetrie eingestellt werden kann [155}166]].

Anodische Eloxierung

Die chemische Synthese nanostrukturierten Titandioxids in Form von Stibchen, Drahten oder

Rohren kann klassischerweise mittels templatbasierter Verfahren, Hydrothermalsynthesen oder
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Sol-Gel-Methoden erfolgen [[168-171]. Seit den neunziger Jahren ist jedoch die elektrochemische
Synthese solcher nanostrukturierten Titandioxidspezies in den Fokus des Interesses geriickt
[172-174]. Das Verfahren dhnelt stark der anodischen Eloxierung, die dem Eloxal-Verfahren
zugrunde liegt, mit dem der Korrosion von Aluminiumbauteilen durch die Aufbringung einer
Oxidschutzschicht vorgebeugt wird [175]]. Fiir dieses prominente Beispiel ist bereits seit tiber
finfzig Jahren bekannt, dass beim Eloxieren einer Aluminiumoberflache in einer sauren Elek-
trolytlosung eine mehrere Mikrometer dicke, porése Oxidschicht erzeugt werden kann [176].
Masupa und Fukupa konnten 1995 zeigen, dass bei den optimalen Oxidationsbedingungen
hochgeordnete, pordse Oxidschichten erzeugt werden kénnen [173], wahrend ZWILLING et al.
1999 erstmals solche selbstgeordneten, pordsen Titandioxidschichten mithilfe eines fluorid-
haltigen Elektrolyts synthetisiert haben [[172]]. Diese Strukturen zeigen rohrenformige Poren,
die hexagonal zueinander angeordnet sind. Sie wurden seitdem eingehend charakterisiert und
sowohl fiir Titan- als auch andere Ubergangsmetalloxide weiter optimiert [177-182]. In den
meisten Elektrolyten entsteht bei der elektrochemischen Eloxierung von Titan eine gleichma-
Bige, dichte Oxidschicht. An der Anode erfolgt an der Grenzflache zwischen Metall und der

Oxidschicht die Oxidation von elementarem Titan zu vierwertigen Titan(IV)-Ionen nach
Ti — Ti** +4e”

wihrend auf der Kathodenseite Wasserstoff entsteht.

2H"+2e” — H,

Aufgrund des angelegten elektrischen Feldes wandern die Titan(IV)-Ionen durch die Oxidschicht
nach auflen in Richtung der Grenzfliche zum Elektrolyten, wahrend Sauerstoff-Ionen in die

Oxidschicht eingelagert werden und sich in Richtung des Metalls bewegen
H,0 — 2H" + 0%~

Abhiangig vom Sauerstoff-lonentransfer im Verhiltnis zum Titan-Ionentransfer bildet sich die

Oxidschicht auf der dufleren oder inneren Grenzflache.
Ti** + 202" — TiO,

Bei einem konstanten elektrischen Feld sinkt mit fortschreitender Zeit die Feldstarke innerhalb
der Oxidschicht, sodass die Wachstumsgeschwindigkeit deutlich abnimmt und der Prozess letzt-
lich selbstlimitierend ist. Er fithrt zu Oxidschichten mit einer endlichen Dicke, die abhangig von
der angelegten Spannung ist. Unter den richtigen Bedingungen kdnnen jedoch porése Schichten
erzeugt werden, die, durch Selbstorganisation entstandene, geordnete Strukturen aufweisen
(101} [183].
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Fir Aluminium, den Prototypen dieser Strukturen, wurde durch PARKHUTIK und SHERSHULSKY
ein Mechanismus vorgestellt, der schematisch in Abbildung gezeigt ist. Zunachst erfolgt
die Bildung einer dichten, gleichméafligen Oxidschicht auf der Oberflache. Durch kleine Schwan-
kungen der Morphologie entsteht ein leicht inhomogenes elektrisches Feld, das lokal starker
fokussiert ist, wodurch bevorzugt an diesen Stellen eine, durch das elektrische Feld verstarkte,
Auflosung der Oxidschicht erfolgt. Durch das Voranschreiten dieses Prozesses bilden sich Poren
aus, die beim Erreichen eines Gleichgewichtszustands zwischen der Auflésung und Neubildung

der Oxidschicht zu gleichméfligen Rohren wachsen 185].

™Y elektrische Feldlinien
mmm fluoridreiche Schicht

; e e

Ladungsdichte

Abb. 2.14: Schematische Darstellung der Porenbildung wahrend der elektrochemischen Eloxie-

rung (Zeichnung nach Lit. [[183} 184] erstellt.

Um auf Titanpraparaten pordse Strukturen zu erzeugen, ist die Anwesenheit von Fluorid-lonen

im Elektrolyten unabdingbar, da sie die Titanspezies komplexieren,
TiO, + 6 HF —— H,[TiF] + 2H,0

wodurch die elektrochemisch gebildete Titandioxidschicht langsam aufgelost wird und das
Porensystem entsteht. Nach SCHMUKI et al. zeigen diese Oxidrohren eine Doppelwandung, deren
innerer Teil eine hohere Sauerstoftkonzentration aufweist als der d&ulere Teil. Zusétzlich ist am
unteren Ende der Rohren eine fluoridhaltige Schicht mittels Rontgenphotoelektronenspektro-
skopie nachweisbar , da die kleinen Fluorid-Ionen wahrend des Porenwachstums ebenfalls
in die Titandioxidschicht diffundieren kénnen und sich durch die Wirkung des elektrischen
Feldes in Richtung der Metallgrenzfliche bewegen [183].

Die Geometrie der Nanoréhren kann durch Variation der Spannung und der Elektrolysezeit be-
einflusst werden. Der Porendurchmesser verhalt sich dabei linear proportional zur eingestellten
Spannung im Bereich zwischen 1V und 45V 186]. Bis zu einem gewissen Grad fiihrt eine
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langere Elektrolysedauer zu dickeren Oxidschichten, bis ein Gleichgewichtszustand zwischen
der Neubildung des Oxids und seiner Auflosung erreicht ist und die Rohren nicht weiter in
die Lange wachsen konnen [182]. Dieses Gleichgewicht variiert mit der Fluoridkonzentration
und dem pH-Wert des Elektrolyten, weshalb meist geringe Fluoridkonzentrationen eingestellt
werden und sowohl in sauren als auch in gepufferten Losungen gearbeitet wird. Werden Elektro-
lysen iiber einen langen Zeitraum durchgefiihrt, kommt es zu einer sogenannten Ausdiinnung
der Nanorohren, weshalb tiber die Elektrolysezeit auch die Dicke der Wandungen eingestellt
werden kann. Im Anfangsstadium des Porenwachstums wird die Kinetik des Prozesses durch das
angelegte elektrische Feld kontrolliert. Im spateren Wachstumsstadium herrscht Diffusionskon-
trolle, weshalb die Viskositat des Losungsmittels einen Einfluss auf das Wachstum der Réhren
hat. Die hochste Wachstumseflizienz wird in organischen, viskosen Losungsmitteln erreicht, da
die Auflosung des Titandioxids in ihnen am langsamsten fortschreitet [183]. Die Homogenitat
dieser elektrolytisch synthetisierten Oxidschichten wurde allerdings fiir Titandioxid noch nicht

iiber die Gesamtheit des eloxierten Substrates nachgewiesen.

2.5.4 Oberflachenmodifikation

Oberflachen sind durch unterschiedliche chemische und physikalische Eigenschaften wie bei-
spielsweise die Hydrophilie, die Rauheit, die Haftung oder die Korrosionsbestandigkeit gekenn-
zeichnet 52, 187]. Durch das Vornehmen einer Oberflichenmodifikation kénnen einige dieser
Eigenschaften verandert werden, sodass Schutzschichten oder Oberflachen mit sensorischen
oder mit katalytischen Eigenschaften geschaffen werden kénnen [188,/189]. Eine mechanische
Veranderung der Oberflachenstruktur wie Rillen oder ein periodisches Porensystem konnen die
Zelladhésion an der Oberflache mafigeblich beeinflussen, sodass die Oberflache auf Mikroorganis-
men abstof3end wirkt [190]. Eine chemische Modifikation von Implantatoberflaichen kann durch
Aufbringen bestimmter Proteine oder Wachstumsfaktoren zu einer verbesserten Zelladhésion
fithren [190] oder die Zellproliferation und Zelldifferenzierung foérdern [191]]. Aulerdem kénnen
verschiedene funktionelle Gruppen oder Polymerbeschichtungen beim Design eines Medika-
mentenfreisetzungssystems auf der Implantatoberfliche zu verbesserten Freisetzungsprofilen
beitragen [18,192,193].

Eine chemische Modifikation von Titandioxidoberflachen kann durch funktionelle Phosphon-
sauren erfolgen, da die Phosphonsaure starke chemische Bindungen mit dem Oxid eingeht [20,
194]]. Durch die Kupplung unterschiedlicher organischer Reste mit der Phosphonsaureeinheit
steht eine Vielzahl verschiedener funktioneller Gruppen als Modifikation zur Verfiigung, um die
Oberflache an ihre Anwendung anzupassen [188]. Ein relativ einfaches Verfahren zur Herstel-
lung einer Phosphonsauremonoschicht auf einer Oxidschicht ist die Tauchbeschichtung. Das zu
modifizierende Substrat wird dazu fiir gewisse Zeit, die zwischen wenigen Minuten bis zu Tagen

variieren kann, in eine Losung der Phosphonsaure eingetaucht, die im einfachsten Fall wassrig
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ist, aber auch organischer Natur sein kann. Allgemein gibt es fiir die Chemisorption einer Phos-
phonséure auf einer Oxidoberflache zwei mogliche Reaktionsmechanismen. Fiir Lewis-azide
Oberflachen, wie Titandioxid, iberwiegt der Mechanismus, der in Abbildung dargestellt ist.
Es erfolgt zunachst eine Koordination des Phosphoryl-Sauerstoffatoms auf der Titandioxidober-
flache. Dadurch wird das Phosphoratom elektrophiler, was zu einer Heterokondensation mit
benachbarten Hydroxidgruppen auf der Oberflache fiithrt [195].

T
P. R R
o7 oH I HO_| T
HO /P\ P P
HO™ J/A " OH N\ AN
OH OH OH Q OH HO O o 0 0©
| | | - H0 | : | -Ho0 : |
TiOo TiO» TiO2 TiOo

Abb. 2.15: Reaktionsmechanismus der chemischen Anbindung funktioneller Phosphate an Ti-
tandioxidoberflichen (Reaktionsschema nach Lit. [[195] erstellt).

Bei Oberflachen, die weniger Lewis-Aziditat aufweisen, gibt es einen zweiten, leicht abge-
wandelten Mechanismus. Dabei erfolgt zunachst eine Bindung der Phosphonsaure durch eine
Wasserstoffbriickenbindung mit einer Oberflachenhydroxidgruppe. Kommt es zur Deprotonie-
rung der bindenden Hydroxidgruppe, wird eine Hydroxidgruppe der Phosphonséaure eliminiert
und anschlieflend kann ebenfalls eine Heterokondensation mit benachbarten Hydroxidgruppen
stattfinden. Da jede Phosphonséure iiber drei Hydroxidgruppen verfiigt, kann die Anbindung
iber ein, zwei oder drei Bindungen erfolgen. Diese konnen jeweils an das gleiche Metallion in

der Oberflache oder an unterschiedlichen Metallionen koordiniert sein [195]].

Eine weitere Moglichkeit der Modifizierung ist die Chemisorption funktioneller Silane an die
Titandioxidoberflache. Hierfiir werden in der Regel Trimethoxysilane mit einem funktionellen
Rest genutzt [[196,/197]. Die in der Losung befindlichen Silane konnen mit den Hydroxidgruppen
auf der Titandioxidoberflaiche Wasserstoftbriickenbindungen ausbilden, wodurch sie schwach an
die Oxidoberflache angebunden werden (Variante 1). Da sich die nur leicht angebundenen Silane
auf der Oberflache frei bewegen konnen und anziehende vAN-DER-WAALs-Kréfte sowie Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen zwischen ihnen wirken, findet eine Aggregation der adsorbierten
Silane untereinander statt. Diese Kondensation der Silane untereinander kann bereits inner-
halb der wassrigen Syntheselosung stattfinden, da die Methoxygruppen in wiassrigen Medien
hydrolisiert werden (Variante 2). Im letzten Schritt erfolgt in beiden Fillen eine Kondensation
der Silanolgruppen mit den Hydroxidgruppen der Titandioxidoberflache sowie weiteren Sila-
nolgruppen, wodurch die funktionellen Silane fest an die Oberflache angebunden werden. Der
beschriebene Mechanismus ist in Abbildung dargestellt [195,|198].
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Abb. 2.16: Reaktionsmechanismus der Oberflaichenmodifikation von Titandioxid durch funktio-
nelle Silane (Reaktionsschema nach Lit. [[195} 198] erstellt). Variante 1: Kondensation
an die Oberflache vor der Kondensation zwischen den angebundenen Silanen. Varian-
te 2: Bereits teilweise Kondensation der Silane untereinander vor der Kondensation
an der Titandioxidoberflache.

Einerseits werden die Tragermaterialien von Drug Delivery Systemen mit funktionellen Gruppen
ausgestattet, um die Anbindung der Biomolekiile zu verbessern und so die Beladungsmenge
zu erhohen. Durch beispielsweise zusétzliche Sulfonsauregruppen auf der Oberfliche konnen
positiv geladene Wirkstoffe mit vielen Stickstoffatomen wie Chlorhexidin oder Ciprofloxacin
besser angebunden werden [[193]. Das Einbringen unpolarer organischer Reste kann aufierdem
die hydrophoben Wechselwirkungen mit Proteinen verbessern und so zu einer héheren Beladung
fithren [[101,/199]. Andererseits kann durch funktionelle Gruppen auf der Oberflache die Anbin-
dung weiterer Substanzen ermoglicht werden. Eine Méglichkeit ist das Aufbringen einer dichten
Polymerschicht, die als physische Barriere die Freisetzungskinetik mafigeblich bestimmen kann.
So kann ein langsam degradierbares Polymergemisch wie Gelatine mit Chitosan eine verzogerte
Freisetzung iiber einen langeren Zeitraum gewéhrleisten und ein Polymergemisch aus Poly-
(acrylamid) und Poly-(N-isopropylacrylamid), das bei einer Temperaturerhchung kollabiert, die
Biomolekiile lange zuriickhalten, was eine Freisetzung zu einem beliebigen Zeitpunkt ermoglicht
[121,1125,(192,[200]. Die Medikamentenfreisetzung als Reaktion auf eine pH-Wert-Erniedrigung
ist ebenfalls durch eine Polymerschicht auf der Oberfliche moglich. Polymere mit Stickstoft-
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oder Sauerstoffatomen im Polymergeriist wie Poly-(4-vinylpyridin) oder Polylactid-co-Glycolid
werden bei niedrigen pH-Werten protoniert, sodass die positiv geladenen Polymerstrange sich
gegenseitig abstof3en, wodurch das Polymer quillt und so die Poren freigibt [[15, (110 [201]].
Eine effiziente Moglichkeit, um Polymere chemisch anzubinden und Dinnfilme zu produzieren,
ist die Anbindung durch Benzophenone [202]. Benzophenonverbindungen sind aromatische
Ketone, die hauptsichlich UV-Licht im Bereich zwischen 290 nm bis 340 nm absorbieren [[203]].
Die Bestrahlung mit elektromagnetischer Strahlung der richtigen Wellenlange fiihrt dazu, dass
die Ketonbindung des Benzophenons homolytisch gespalten wird und sich ein Diradikal bildet.
Das aktivierte Benzophenon kann anschliefend mit Kohlenwasserstoffketten reagieren, indem
das Sauerstoffradikal ein Wasserstoffatom des Gertistes abspaltet und sich ein neues Carbonyl-
radikal in der C-H-Kette und eine OH-Gruppe am vorigen Keto-C-Atom entsteht. Die beiden
tibrigen Carbonylradikale konnen rekombinieren, sodass sich eine neue C-C-Bindung ausbildet
und die Kohlenwasserstoffkette kovalent an das vorherige Benzophenon angebunden wird. Der
Mechanismus ist in Abbildung dargestellt [204, [205]].
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Abb. 2.17: Reaktionsmechanismus der radikalischen Anbindung von Polymerketten durch photo-
chemisch aktivierte Benzophenongruppen (Reaktionsschema nach Lit. [205] erstellt).

Da es sich bei Radikalen um sehr reaktive Spezies handelt, sind prinzipiell verschiedene Reaktion
denkbar, nachdem die Ketogruppe photochemisch aktiviert wurde. Eine mégliche Nebenreaktion
bei der Anwesenheit von Sauerstoff und Wasser ist in Abbildung dargestellt. Aufgrund
des iiber das gesamte Molekiil delokalisierten 7-Elektronensystems kann das Carbonylradikal
auch tber den aromatischen Ring delokalisiert werden, was zu einer Hydroxylierung eines

aromatischen Ringes fiihrt [206} 207].
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Abb. 2.18: Mogliche Reaktion eines Benzophenons nach photochemische Aktivierung bei Anwe-
senheit von Wasser und Sauerstoff (Reaktionsschema nach Lit. [[208] erstellt).

In geloster Form und in gentigend hoher Konzentration ist die Rekombination der Carbonylradi-

kale zweier Benzophenone eine weitere mogliche Nebenreaktion [209]. Werden die Benzophe-
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2 Allgemeine Grundlagen

nongruppen jedoch zunachst auf einer Oberflaiche immobilisiert, sinkt die Wahrscheinlichkeit
dieser Reaktion deutlich ab, da die Stofiwahrscheinlichkeiten sehr klein werden. Demnach sollte
fiir eine erfolgreiche Anbindung einer diinnen Polymerschicht durch Benzophenone in erster

Linie darauf geachtet werden, in sauerstoft- und wasserfreier Umgebung zu arbeiten.
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Dieser Teil der Arbeit ist den verwendeten analytischen Charakterisierungsmethoden gewidmet.
Neben einer kurzen Vorstellung der generellen Funktionsweisen erfolgt eine Darstellung der
verwendeten Messparameter sowie der Geratespezifikationen. Ausnahmen werden bei der
Rontgenphotoelektronenspektroskopie sowie den Zellkultur- und bakteriellen Untersuchungen

gemacht, auf die niher eingegangen wird.

3.1 Mikroskopische Methoden

Mikroskopische Methoden im Allgemeinen sind Verfahren um Objekte oder Oberflachen ver-
groflert darzustellen. Dabei wird die zu vergrofiernde Probe mithilfe eines Linsensystems mit
fokussierter Strahlung belichtet. Die reflektierte Strahlung sorgt dabei fiir die Bildgebung, wih-
rend weitere Wechselwirkungen zwischen Materie und Strahlung nicht mit mikroskopischen

Verfahren untersucht werden.

3.1.1 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) handelt es sich um ein bildgebendes Verfahren
um nanostrukturierte Oberflachen stark vergroflert darzustellen. Dazu wird ein fokussierter
Elektronenstrahl auf einen kleinen Bereich der zu untersuchenden Probenoberfliache gestrahlt.
Die energiereichen Elektronen wechselwirken mit der Probe, wodurch unter anderem Sekun-
direlektronen emittiert werden. Diese werden von einem Detektor erfasst, woraus ein Bild
resultiert, das die Oberflaichenmorphologie der untersuchten Probe zeigt. Zusatzlich wird durch
den einfallenden Elektronenstrahl elementspezifische Rontgenstrahlung emittiert, die bei der
Detektion einen Riickschluss auf die elementare Zusammensetzung der untersuchten Probe
zulasst. Diese Analyse wird als energiedispersive Rontgenspektrometrie (EDXS) bezeichnet
[210].

REM-Aufnahmen der zu untersuchenden Oberflichen wurden im Institut fiir Physikalische
Chemie an einem Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop des Typs JSM-6700F der Firma
JeEoL angefertigt. Eine anschliefende Auswertung der aufgenommenen Bilder erfolgte mit dem
Bildbearbeitungsprogramm IMAGE] 1.48v. Die Proben wurden mittels Graphit-Klebeband auf
Messing-Tragern befestigt. Anschliefend wurde am Probenrand Silberleitlack aufgetragen, um

eine bessere Leitfahigkeit der Proben zu gewéhrleisten. EDXS-Untersuchungen wurden an einem
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Elektronenmikroskop der Firma JeoL vom Typ JSM-6610L V von MARVIN LiETzow und MonNica

SEEGERS durchgefiihrt.

3.1.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Mit der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) kann mithilfe von Blenden die zu unter-
suchende Probe punktweise bestrahlt werden, sodass im Vergleich mit einem herkémmlichen
Mikroskop kontrastreichere Bilder aufgenommen werden kénnen. Uber das Messen vieler ver-
schiedener Punkte in z-Richtung kann zusétzlich eine hohe Tiefenschérfe erreicht werden, was
die Darstellung eines dreidimensionalen Bildes ermdglicht. Fluoreszierende Proben kdnnen mit
Licht einer bestimmten Wellenldnge bestrahlt werden, um die Fluoreszenz anzuregen, wiahrend
eine selektive Detektion des Wellenlangenbereichs im Emissionsmaximum mdoglich ist, was im
Gesamtbild eine Differenzierung unterschiedlicher Strukturen zulasst [211].

Die konfokale LSM wurde innerhalb dieser Arbeit zur Untersuchung der bakteriellen Adhéasion
und Biofilmbildung auf den modifizierten Titandioxidschichten genutzt, was in Kooperation mit
der Klinik fiir Zahnarztliche Prothetik und Biomedizinische Werkstoftkunde der Medizinischen
Hochschule Hannover (MHH) von KATHARINA Dorr, NiLs HEINE und SARAH HASSELMANN
durchgefithrt wurde. Die mikroskopische Analyse erfolgte mit einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop Leica TCS SP8 der Firma LEicA MicrROSYSTEMs. Der griine Farbstoff Syto9 wurde mit
einem Laser der Wellenldnge 488 nm angeregt und die Emission bei 500 nm bis 550 nm detektiert.
Der rote Farbstoff Propidiumiodid wurde mit einem Laser der Wellenlédnge 552 nm angeregt und
die Emission bei 600 nm bis 700 nm detektiert. Pro Probe wurden 5 dreidimensionale Aufnahmen
mit einer z-Schrittweite von 3 um und einer Bildfliche von 190 um? x 190 pm? gemacht. Fiir die
Auswertung der bakteriellen Adhésion wurde die Software IMAGE] 1.48v und fiir die Auswertung

der Biofilme die Software IMARIs 6.2.1 der Firma BrTPLANE AG genutzt.

3.2 Spektroskopische Methoden

Anders als mikroskopische Verfahren geben spektroskopische Verfahren Aufschluss iiber die
atomaren und molekularen Wechselwirkungen innerhalb der zu untersuchenden Materie, die

durch die Einwirkung elektromagnetischer Strahlung hervorgerufen werden.

3.2.1 Infrarot-Spektroskopie

Die Infrarot- (IR) Spektroskopie nutzt polychromatische, elektromagnetische Strahlung im infra-
roten Bereich, welche, unter Absorption bestimmter Wellenlangen, sowohl Schwingungs- als
auch Rotationsiibergénge in der untersuchten Materie anregt. Die absorbierten Wellenlangen

fithren bei der Messung der reflektierten bzw. transmittierten Strahlung zu charakteristischen
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Spektren, die zur Identifikation chemischer Verbindungen genutzt werden, da spezifische Wel-
lenlangen unterschiedlichen funktionellen Gruppen zugeordnet werden konnen. Dabei gilt,
dass nur Schwingungen angeregt werden kénnen, bei denen eine Anderung des Dipolmoments
eintritt [212]].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden IR-Spektren an einem Fourier-Transformations-Infrarot-
Spektrometer des Typs Tensor 27 der Firma BRUKER aufgenommen. Mithilfe einer abgeschwéch-
ten Totalreflexion (ATR)-Einheit wurden die Reflektionsspektren im Bereich von 4000 cm™
bis 600 cm™' mit 16 Scans pro Messung aufgenommen. Es erfolgte eine Messung ohne Probe,
um die Hintergrundsignale zu subtrahieren. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der
Gerate-Software Opus 5.0 der Firma BRUKER und dem Datenverarbeitungs- und Visualisierungs-

programm ORIGINPRO Version 2017.

3.2.2 RAMAN-Spekroskopie

RAMAN-Spektren, die zur Identifikation unterschiedlicher Verbindungen genutzt werden, ent-
stehen durch die Anregung von Schwingungs- und Rotationszustdnden der zu untersuchenden
Materie durch die Bestrahlung mit monochromatischem Laserlicht im sichtbaren Bereich. Die
entstehenden RAMAN-Banden der spezifischen Schwingungen lassen sich im Spektrum mit
abgeschwichter Intensitit und verschobener Frequenz wiederfinden. Die Voraussetzung fiir das
Auftreten einer RAMAN-Bande fiir eine spezifische Schwingung, ist die Anderung der Polarisier-
barkeit wahrend der Schwingung. Schwingungen, deren Polarisierbarkeit bei der eintretenden
Schwingung nicht verdndert wird, sind demnach RAMAN-inaktiv und kénnen folglich nicht
detektiert werden [212]].

Die Aufnahmen der Spektren erfolgten im Institut fiir Mineralogie der Leibniz Universitat
Hannover an einem RAMAN-Mikroskop Senterra der Firma BRUKER. Es wurde ein Laser mit
einer Wellenldnge von 532 nm und einer Leistung von 2 mW verwendet. Die Auflosung betrug
3cm™ -5cm™. Pro Messpunkt wurden 5 Schleifen durchgefiihrt, wobei die Integrationszeit fiir
einen Messpunkt jeweils zehn Sekunden betrug. Die Messungen erfolgten in einem Bereich von
50cm™t -1555cm™, 1509 cm™ - 2739 cm ™! und 2705 cm ™! - 3705 cm ™! und wurden von Dr. MARCEL
ScuuLrz durchgefiihrt. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Datenverarbeitungs- und

Visualisierungsprogramm ORIGINPRO Version 2017.

3.2.3 Magnetische Kernresonanzspektroskopie

Die Magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR) wird als analytische Methode zur Struk-
turaufklarung verschiedener Molekiile genutzt. Beim Kernresonanz-Experiment werden die zu
untersuchenden Substanzen einem externen Magnetfeld ausgesetzt, was zu einer Richtungs-
quantelung der Drehimpulse der Atomkerne mit einem magnetischen Moment ungleich null

fithrt, wodurch neue Energieniveaus induziert werden. Durch Wechselwirkung mit der elek-
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tromagnetischen Strahlung kommt es zu Ubergéngen zwischen den Kernenergieniveaus und
anhand der Relaxation der angeregten Zustdnde kann auf die chemische Umgebung der Kerne

und somit der untersuchten Struktur riickgeschlossen werden [213]).

Die im Rahmen dieser Arbeit angefertigten '"H-Spektren wurden in der Abteilung fiir Kernre-
sonanzspektroskopie des Instituts fiir Organische Chemie von DAGMAR KORTJE und MONIKA
RETTSTADT an einem Ascend 400 Avance IIl HD-Spektrometer der Firma BRUKER gemessen. Fiir
die Messungen wurden zwischen 5 mg - 10 mg der Probe in 0.7 ml eines deuterierten Lésungs-

mittels gelost. Die Auswertung wurde mit der Software TorSPIN™ von BRUKER vorgenommen.

3.2.4 Rontgenphotoelektronenspektroskopie

Die Methode der Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) kann Aufschluss tiber die chemi-
sche Zusammensetzung der untersuchten Probenoberfliche geben. Durch Zunutzemachen des
photoelektrischen Effektes wird die Anwesenheit bestimmter Elemente sowie deren Bindungssi-
tuation ermittelt [214]. Der photoelektrische Effekt besagt, dass Elektronen aus Oberflachen
emittiert werden, sofern eine Anregung mittels elektromagnetischer Strahlung erfolgt, deren
Energie (hv) die Austrittsarbeit der Elektronen aus der Probe tiberschreitet [123]]. Durch die

Detektion der kinetischen Energie (Ey,) der emittierten Elektronen kann mittels
Exin = hv - Eping (1)

auf die Bindungsenergie (Epina) der Elektronen riickgeschlossen werden. Die so ermittelten
Bindungsenergien konnen wiederum spezifischen Elementen zugeordnet werden, wodurch sich
die Zusammensetzung der Probenoberfliache ergibt [215]]. Die wesentlichen Bestandteile eines
Photoelektronenspektrometers sind eine Rontgenquelle, zur Anregung der Photoelektronen,
ein Elektronendetektor, der die kinetischen Energien erfasst und eine Vakuumkammer, die
ein Ultrahochvakuum (UHV) erzeugt. Anwesende Gasmolekiile konnen die Messung durch
Adsorption einer Monolage an der Probenoberfliche negativ beeintrachtigen, da diese bei der
Messung miterfasst wiirde. Zusétzlich wiirden die emittierten Elektronen an freien Gasmole-
kiilen gestreut werden, weshalb die XPS bei stark verminderten Driicken zwischen 10~® mbar
- 107" mbar erfolgen sollte [214]. Typischerweise werden Al-K,- oder Mg-K,-Strahlung, als
schwache Rontgenstrahlung, fiir die Anregung der Probe verwendet, woraus Messsignale zwi-
schen 20 eV und 2 000 eV resultieren. Im photoelektrischen Spektrum werden die Energien aller
Elektronen abgebildet, deren Bindungsenergie kleiner ist, als die der anregenden Strahlung. Die
elementspezifischen Signale, anhand derer das Element und der Bindungszustand identifiziert
werden, entstehen durch die Detektion der Elektronen, die ohne Energieverlust emittiert werden.
Elektronen, die eine inelastische Streuung erfahren und dadurch Energie verlieren, sind im

Spektrum als Hintergrund sichtbar. Zuséatzlich konnen durch die inelastisch gestreuten Elek-
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tronen sogenannte Geister- oder Verlustpeaks im Spektrum entstehen. Die ionisierten Atome
relaxieren nach der Emission eines Elektrons entweder durch die Abgabe eines Auger-Elektrons
oder durch Emission von Rontgenstrahlung [214]. Zur eindeutigen Identifikation der emittierten
Elektronen erfolgt die Benennung anhand ihrer Quantenzahlen in der Form nl; [123| 214]. Die
Hauptquantenzahl n wird in Form einer natiirlichen Zahl angegeben und entspricht der jewei-
ligen Atomschale, in der sich das Elektron befand. Eine Zuordnung der Hauptquantenzahlen
zu den Atomschalen befindet sich in Tabelle Die zweite Angabe ist die Nebenquantenzahl
1, die das Orbital beschreibt, aus dem das Elektron stammte. In Tabelle ist ebenfalls eine

Zuordnung der Zahlenwerte fiir [ zu den zugehorigen Atomorbitalen aufgelistet.

Tab. 3.1: Zuordnung der Hauptquantenzahl n zur zugehorigen Atomschale [[123].

Wert fiir n Schale Wert fiir [  Orbital
1 K 0 S
2 L 1 p
3 M 2 d
4 N 3 f

Der Wert fiir j ergibt sich aus der Spin-Bahn-Kopplung der Elektronen. Diese Wechselwirkung
zwischen Elektronenspin und dem Bahndrehimpuls tritt auf, sobald die Nebenquantenzahl / und
somit der Bahndrehimpuls ungleich null ist, was zu einer Energieaufspaltung fiihrt [123, 216].
Beispielsweise ergeben sich fiir Elektronen aus p-Orbitalen mit / = 1 und einem Elektronenspin
von s =+1 die Werte j; = 1 und j, = 2. Diese Aufspaltung der Energien bei Werten fiir [ > 0
lasst sich im XP-Spektrum als Dublett wiederfinden. Hierbei ist der energetische Abstand des
Dublett-Signals charakteristisch und kann ebenfalls zur Identifizierung verwendet werden,
da der Energieunterschied mit der Starke der Spin-Bahn-Kopplung korreliert, die wiederum
stark vom Bindungszustand des Atoms abhéngig ist [214]. So ergibt sich beispielsweise fiir das
2 p-Orbital des Titans in elementarem Titan ein Abstand von 6.2 eV, wiahrend im Titandioxid
die Aufspaltungsenergie bei 5.7 €V liegt. Zudem treten vor allem bei oxidischen Materialien
Peak-Verbreiterungen auf. Auch d- und f-Orbitale zeigen eine natiirliche Peak-Verbreiterung
(214, [215].

Die Interpretation des XP-Spektrums sieht zunichst den qualitativen Nachweis der vorhan-
denen Elemente vor, was durch die Aufnahme eines Ubersichtsspektrums iiber einen grofien
Energiebereich (100 eV - 1500 eV) geschieht. Die auftretenden Peaks werden mit aufgeliste-
ten Tabellenwerten aus Literaturdatenbanken abgeglichen und zugeordnet, wodurch einzelne
Elemente bestimmt werden konnen (214} 215]. Die genauere Interpretation der jeweiligen Bin-
dungssituation erfolgt erst nach der Aufnahme hoher aufgeloster Spektren in einem kleineren

Energiebereich, in dem nur einzelne Signale abgebildet werden. Durch die starke Abhéngigkeit
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der Bindungsenergien von der Oxidationsstufe der Elemente konnen sich teilweise Unterschiede
bis zu 8 eV zwischen den Bindungsenergien des gleichen Elements ergeben. Solche extremen
Unterschiede kommen innerhalb einer einzigen Verbindung allerdings eher selten vor [215].
Generell gilt, das positive Oxidationsstufen die Bindungsenergien zu hoheren Energiewerten ver-
schieben, wihrend negative Oxidationsstufen eine Abnahme der Bindungsenergien hervorrufen.
Sobald in einer einzigen Verbindung ein Element mit mehreren Oxidationsstufen gleichzeitig
vorkommt, ist dies im XP-Spektrum als Peak zu sehen, in dem sich zwei Messsignale iiberlagern
[217]]. Beispielhaft ist dies in Abbildung 3.1|fiir Stickstoff gezeigt. Die Interpretation eines sol-
chen Signals kann mithilfe eines LORENTZ-Fits erfolgen, bei dem mathematische Funktionen
generiert werden, durch die das Gesamtsignal durch das Berechnen einzelner Peaks angepasst
wird. Aus den Kurvenmaxima der Einzelfunktionen kénnen letztlich die Oxidationsstufen und

somit mogliche Bindungssituationen ermittelt werden [214].

——— P}

410 408 406 404 402 400 398 396 394 392
Bindungsenergie / eV

Abb. 3.1: XP-Spektrum einer Stickstoffverbindung, in dem aufgrund unterschiedlicher Oxidati-
onsstufen tiberlappende Signale fiir Stickstoff auftreten [218].

Die quantitative Analyse mittels XPS lasst sich in den meisten Fallen nur als Verhéiltnis der
Elemente innerhalb einer Probe durchfiihren. Fiir eine absolute Bestimmung miissen jeweils die

Gesamtintensitdten I (Peakflachen) aller gemessenen Signale betrachtet und in Elementkonzen-
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trationen [A] umgerechnet werden, was mithilfe der elementspezifischen Sensitivitatsfaktoren

Sa uber

[A] = 2 (2)

erfolgen kann. Da nur in sehr wenigen Fallen die Summe aller Elementkonzentrationen (} é)
bekannt ist und der Fehler einer solchen Bestimmung in der Regel zwischen 10 % und 20 % liegt
[214]], wird uiblicherweise nur eine relative Angabe als Verhiltnis zu ausgewahlten, anderen
Elementen innerhalb der Probe berechnet. Dazu werden die Elementkonzentrationen der zu

untersuchenden Elemente ins Verhiltnis X5 gesetzt, wodurch sich

[A]

Xap = E (3)

ergibt [215]. Eine quantitative Bestimmung der Zusammensetzung ist auf diese Weise nur fiir
homogene Proben moglich, da die Ausdringtiefe der emittierten Photoelektronen auf etwa
5nm Schichtdicke begrenzt ist, weshalb die Methode nur eine Oberflichenanalyse zulédsst. Um
noch tiefer in die Probe ,hineinzusehen® und ein Tiefenprofil zu erstellen, miisste mithilfe einer
Sputterfunktion die Oberflache nach und nach abgetragen werden, wiahrend nach jedem Zyklus
eine neue XPS-Messung erfolgt [219]. In der Regel kommt es bei der Aufnahme der Spektren
zu einer Verschiebung aller erfassten kinetischen Energien um einen bestimmten Betrag, da
oft der Ladungsausgleich nicht vollstandig erfolgt und somit durch die Aufladung der Probe
wiahrend der Messung die Bindungssituation aller Elemente der Probe leicht variieren kénnen.
Um das Ausmaf} dieser Verschiebung zu bestimmen und die Signale anschlieBend den richtigen
Elementen zuzuordnen, wird bei jeder Messung Kohlenstoff als Referenz mitgemessen. Mithilfe
der Differenz dieses Wertes zum Literaturwert fiir Kohlenstoff kann die Verschiebung (engl.
Shift) des Spektrums anschliefend negiert werden [214]]. Da innerhalb dieser Arbeit teilweise die
qualitative Auswertung des Kohlenstoffsignals erfolgte, wurde an dieser Stelle das Titansignal

des Titandioxids zu Kalibration verwendet.

Die Messungen konnten im Institut fiir Festkorperphysik der Leibniz Universitait Hannover
bei der Arbeitsgruppe Pfniir und Tegenkamp unter der Aufsicht von JurLiaN KocH an einem
Gerat der Firma LEYBoLD HERAEUS aufgenommen werden. Das Gerit verfiigt iiber einen hemi-
spharischen Analysator mit einem Radius von 100 mm. Es wurde eine Standardrontgenquelle
mit Aluminium Anode mit nicht monochromatisierter Strahlung verwendet. Die Energie der
verwendeten Strahlung betrug 1486.6 eV. Die Auswertung der XPS-Spektren erfolgte mit dem
Programm XPSPEAK 4.1. Die Auftragung der Spektren erfolgte mit dem Datenverarbeitungs-
und Visualisierungsprogramm ORIGINPRO Version 2017. Die chemische Verschiebung der Mess-

signale wurde mithilfe der Lage des Titansignals aus dem Titandioxid berechnet, da anhand des
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Kohlenstoffsignals eine qualitative Auswertung erfolgen sollte. Es wurde die NIST STANDARD
REFERENCE DATABASE 20, Version 4.1 verwendet. Ausgewéhlte Proben wurden zuséatzlich an
einem ESCALAB Xi+ der Firma THERMO FIscHER untersucht. Die Auswertung dieser Spektren

erfolgte in der von THERMO F1SCHER entwickelten Software AVANTAGE.

3.2.5 UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie kann zur Konzentrationsbestimmung eines geldsten Stoffes verwen-
det werden. Dazu wird elektromagnetische Strahlung im sichtbaren und ultravioletten Bereich
durch die zu untersuchende Probe geschickt und die Intensitatsabnahme, aufgrund von Absorp-
tion, Reflektion und Streuung, gemessen. Fiir kleine Konzentrationen gilt ein proportionaler
Zusammenhang zwischen Stoffkonzentration und Intensitatsabnahme [220].

Alle Konzentrationsbestimmungen aus den Uberstanden der Freisetzungslosungen wurden mit
externen Standards durchgefiihrt. Die Absorptionsmessungen wurden an einem Spark Multimo-
de Microplate Reader der Firma TEcAN durchgefiihrt. Die Absorption von CHX wurde bei 253 nm
gemessen, wiahrend die Absorptionsbande des Farbstoffs Methylenblau (MB) bei 660 nm liegt.
Zusatzlich zur punktuellen Messung wurde jeweils ein Spektrum im Bereich von 200 nm - 800 nm
mit einer Schrittweite von 1 nm aufgenommen. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit
dem Datenverarbeitungs- und Visualisierungsprogramm EXCEL der Firma MicrosorT. Die Auf-
tragung der Ergebnisse wurde mittels des Datenverarbeitungs- und Visualisierungsprogramms

ORIGINPRO Version 2017 angefertigt.

3.2.6 Fluoreszenzspektroskopie

Bei einer Fluoreszenzerscheinung absorbiert eine Substanz elektromagnetische Strahlung einer
bestimmten Wellenldnge, wodurch Elektronen in energiereichere Zustdnde angehoben werden.
Die Elektronen relaxieren zunéchst strahlungslos zu energiedrmeren Niveaus und relaxieren,
unter Emission elektromagnetischer Strahlung einer geringeren Frequenz als die Anregungs-
strahlung, zum Grundniveau. Durch Detektion der emittierten Strahlung im Emissionsmaximum
der zu untersuchenden Probe, kann eine Konzentrationsbestimmung erfolgen [221].

Innerhalb dieser Arbeit wurden fluoreszente Farbstoffe mithilfe eines Konfokal-LSMs untersucht,

was in Abschnitt 3.1.2 bereits erlautert wurde.

3.3 Physisorption

Die Untersuchung spezifischer Oberflaichen, Porenvolumina und Porenweitenverteilungen po-
roser Feststoffe kann durch Physisorptionsmessungen erfolgen. Dabei werden die Adsorption
und Desorption von Gasen (Adsorptiv) auf der festen Probe (Adsorbens) bei einer konstanten

Temperatur betrachtet. Es ergibt sich eine Adsorptionsisotherme, aus der auf die Art und Grof3e
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des Porensystems geschlossen werden kann. Eine Auswertung der Isotherme kann mithilfe des
BET Modells erfolgen, um die spezifische Oberflache des Materials zu bestimmen [222]].

Die Physisorptionsmessungen wurden mit Krypton als Adsorptiv bei einer Messtemperatur von
87 K durchgefiihrt, da sehr kleine Oberldchen eines diinnen Films untersucht werden sollten. Die
Ausheiztemperatur betrug 200°C fiir 24 h. Die Messungen wurden an einem Autosorb-1 der Firma
QUANTACHROME von Dr. MANDY JAHNS, MALTE SCHAFER, SONGUL NOYUN, Dr.HENDRIK SCHULZE,
Nirs KEpPLER, ADRIAN HANNEBAUER und KAREN HINDRICKS durchgefiithrt. Die Auswertung
erfolgte mit der Software ASIQwWIN der Firma QUANTACHROME. Die Messungen wurden direkt
an den Schichten durchgefiihrt, ohne zuvor das Material abzulésen, weshalb das Volumen auf

die beschichtete Oberflache, und nicht wie tiblich auf die Masse des Materials, bezogen wird.

3.4 Kontaktwinkelmessungen

Die Hydrophilie einer Oberflache lasst sich mittels Kontaktwinkelmessungen bestimmen. Fiir
die Messung wird die zu untersuchende Probe wird mit einem Wassertropfen benetzt und der
sich ausbildende Innenwinkel zwischen Oberfliche und Tropfen an der Drei-Phasen-Grenze
gemessen. Kleine Kontaktwinkel entsprechen einer starken Ausbreitung des Tropfens und
resultieren aus einer hohen Benetzbarkeit hydrophiler Proben, wahrend grofie Kontaktwinkel
aufgrund der ungiinstigen Grenzflachenspannung auf die schlechte Benetzbarkeit hydrophober
Oberflachen hindeuten [[123, [223].

Die Messungen erfolgten an einem Surftens Universal Kontaktwinkelmessgerat des Herstellers
OEG mit Reinstwasser mit einem pH-Wert von 6.4. Je nach Probenfldche und Ausbreitung des
Tropfens wurden pro Substrat zwischen einem und drei Kontaktwinkel gemessen. Zu jedem un-
terschiedlichen Ansatz wurden jeweils drei bis vier Substrate vermessen. Die Winkelbestimmung

erfolgte mit der zugehorigen Software SURTANS42.

3.5 Zeta-Potentialbestimmung

Das Zeta-Potential beschreibt das elektrische Potential einer Oberfliche, das an der Scherebene
der elektrochemischen Doppelschicht herrscht. Die elektrochemische Doppelschicht lasst sich
mithilfe des Stern-Modells beschreiben.

Oberflachen, die wassrigen Losungen ausgesetzt sind, liegen in der Regel elektrisch geladen vor.
Zur Oberflache entgegengesetzt geladene Ionen adsorbieren an die Oberflache, wodurch eine
starre Schicht solvatisierter Ionen ausbildet, in der das Potential linear abnimmt. In weiterer
Entfernung schlief3t sich eine diffuse Schicht an, in der eine exponentielle Potentialabnahme zu
einer letztlich, nach auflen ungeladenen Oberflache fithrt. Innerhalb der diffusen Schicht gibt
es zwei Bereiche, die durch die Scherebene geteilt sind. Bei einem Losungsmittelstrom entlang

der Oberflaiche bewegen sich die Ladungstrager auflerhalb der Scherebene mit, wahrend die
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restlichen Ladungstriager innerhalb der Scherebene an der Oberflache verweilen, wodurch ein
messbares elektrisches Potential resultiert, was als Zeta-Potential vermessen werden kann [224]).
Die Zeta-Potentiale der unterschiedlichen Beschichtungen wurden an einem SurPassTM 3 der
Firma ANTON PAAR vermessen. Hierfiir wurden je zwei gleiche Substrate mithilfe doppelsei-
tigen, durchsichtigen Tesa-Klebebandes auf die 2cm -1 cm PEEK-Stempel geklebt. In einer
Dreifachmessung wurde bei einem Startdruck von 800 mbar und einem Enddruck von 200 mbar
jeweils der pH-Bereich von pH 9.5 bis pH 2 in 0.5er Schritten vermessen. Die Zeta-Potential
Bestimmung erfolgte im linearen Bereich. Die Auswertung der Messdaten wurde mithilfe des

Datenverarbeitungs- und Visialisierungsprogramms EXCEL der Firma MicrosorT durchgefiihrt.

3.6 Cyclovoltammetrie

Die CV ist eine Messmethode, bei der mithilfe einer Dreielektroden-Anordnung aus Arbeits-,
Gegen- und Referenzelektrode der Strom und die Spannung zwischen der Arbeits- und Gegen-
elektrode gemessen werden. Die resultierende Strom-Spannungs-Kurve gibt Auskunft tiber die,
an der Arbeitselektrode ablaufenden, elektrochemischen Reaktionen [225].

Innerhalb der Arbeit wurde die CV nicht als analytische Messmethode, sondern als Abscheidungs-
methode fir die elektrodeponierten Schichten genutzt. Die Methode sollte einen langsamen
Puls simulieren, damit das Gesamtsystem wahrend der Abscheidung Zeit hat, immer wieder
einen Gleichgewichtszustand einzustellen. Es wurde an einem Potentiostaten VersaSTAT 4 von

PRINCETON APPLIED RESEARCH der Firma AMETEK gearbeitet.

3.7 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) kann zur Auftrennung und anschlieflen-
den Konzentrationsbestimmung geldster Substanzen genutzt werden. Durch unterschiedlich
starke Wechselwirkungen der gelosten Stoffe mit dem Eluenten und der stationdren Phase in
der Séaule erfolgt die Auftrennung, wahrend eine anschlieSende UV/Vis-Detektion die Quantifi-
zierung der zuvor aufgetrennten, gelosten Substanzen ermdglicht [226].

Die HPLC wurde teilweise zur Vermessung der Freisetzungslosungen mit CHX verwendet. Die
Messungen wurden als Dreifachbestimmung bei 35°C und 150 bar an einem Gerat der 1100
HPLC Series der Firma AGILENT von KATHARINA PETROVIC und HANNAH CHRISTMANN durch-
gefiihrt. Es wurde eine Restek Raptor C 18 Saule (150 mm - 4.6 mm) verwendet. Als Laufmittel
wurden Wasser und Acetonitril als Gradientensystem genutzt, zu denen im Verhaltnis 1 000:1
Ameisensaure zugegeben wurde. Die FlieBgeschwindigkeit des Laufmittels wihrend der Mes-
sungen betrug 1 mL - min™'. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mithilfe der Software

CHEMSTATION von AGILENT TECHNOLOGIES und des Datenverarbeitungs- und Visualisierungs-
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programms ExceL der Firma MicRosOFT. Die Auftragung der erhaltenen Daten geschah mithilfe

des Datenverarbeitungs- und Visualisierungsprogramms ORIGINPRO Version 2017.

3.8 Bestimmung von Nachweisgrenzen

Die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze von CHX und MB am Spark Multimode
Microplate Reader der Firma TEcaN erfolgte anhand der Deutschen Norm DIN 32645 vom
November 2008. Der entsprechende Abschnitt der DIN-Norm befindet sich im Anhang Abschnitt
8.1. Die Nachweisgrenzen wurden sowohl mit der Leerwert- (direkte Methode) als auch mit der
Kalibriergeradenmethode (indirekte Methode) bestimmt. Fiir die Bestimmungsgrenzen wurde
der jeweils dreifache Wert der Nachweisgrenze angenommen. Die Bestimmungsgrenze fiir CHX
an der HPLC der Firma AGILENT erfolgte im Rahmen einer Abschlussarbeit durch HANNAH

CHRISTMANN.

3.9 Zytokompatibilitatstests

Die Zytotoxizitat einer Substanz kann tiber die Viabilitit der Zellen, die der zu untersuchenden
Probe tiber einen langeren Zeitraum ausgesetzt waren, ermittelt werden [227]]. Hierzu werden
die Viabilitaten der Zellen auf den zu untersuchenden Proben mit denen einer Negativ-Kontrolle,
mit vorsatzlich herbeigefithrtem Zelltod aller Zellen, und einer Positiv-Kontrolle, bei der die
Zellen ,Idealbedingungen” ausgesetzt werden, ins Verhaltnis gesetzt. Innerhalb dieser Arbeit
wurden die Untersuchungen zur Zellviabilitdt von HENNING HARTWIG an der MHH (AG Stiesch,
Klinik fiir zahnarztliche Prothetik und biomedizinische Werkstoffkunde) an Humanen Gingiva-
Fibroblasten der Firma ProviTRO durchgefiihrt. Fir die Positiv-Kontrolle wurden die Zellen
in reines Zellmedium ohne weitere Zusitze inkubiert. Der Zelltod bei der Negativ-Kontrolle
wurde hingegen mit der Zugabe von TritonX100 vor der Messung herbeigefithrt. Anschlieflend
wurden die Zellvitalititen mittels Lactatdehydrogenase- (LDH) und Cell-Titer-Blue- (CTB) Test

evaluiert. Beide Methoden werden im Folgenden kurz vorgestellt.

3.9.1 LDH-Test

Der LDH-Test ist eine Methode zur Detektion und Quantifizierung toter Zellen und beruht
auf der Umsetzung des wasserloslichen Tetrazoliums (WST, water soluble tetrazolium) in ein
fluoreszierendes Formazan-Produkt, das mittels Fluoreszenzspektroskopie vermessen wird [228|
229]. In metabolisch aktiven Zellen sind eine Vielzahl unterschiedlicher Zellorganellen und
Enzyme an der Energiegewinnung und -speicherung beteiligt. Hierbei wird zunéchst im Cyto-
plasma der C¢-Korper Glucose zu zwei C3-Korpern, dem Pyruvat, gespalten, was als Glycolyse

bezeichnet wird. Anschlieend wird das Pyruvat im Citratzyklus innerhalb der Mitochondrien
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weiter oxidiert und zu CO, abgebaut. Die tiberschiissigen Elektronen werden dabei auf das
Coenzym Nicotinamidadenindinukleotid (NAD*/NADH) iibertragen, von dem sie anschlieffend
wiahrend der Atmungskette iiber die beteiligten Proteinkomplexe auf Sauerstoff iibertragen
werden, sodass dieser zu Wasser reduziert wird. Die dabei freiwerdende Energie wird genutzt,
um eine weitere Phosphatgruppe an das Adenosindiphosphat (ADP) zu binden, die fiir Energie
benoétigende Zellprozesse vom entstehenden Adenosintriphosphat (ATP) unter Energiegewinn
wieder abgespalten wird [84]. Diese Prozesse werden von Zellen durch negative Riickkopplung
selbst reguliert, sodass die Produktion des ATPs bzw. Pyruvats auf den Bedarf angepasst wird.
Im Falle einer Uberproduktion des Zwischenproduktes Pyruvat wird dieses von der LDH unter
Oxidation des NADH zum Laktat reduziert, welches anschlieffend in andere Zellen transportiert
werden kann. Bei einer hohen NAD* Konzentration kann die LDH die Reaktion auch in die ande-
re Richtung katalysieren und das Laktat zuriick in Pyruvat umsetzen [230]. Diese Riickreaktion
wird innerhalb des LDH-Tests genutzt, um den Anteil toter Zellen zu ermitteln. Sobald die Zellen
innerhalb des Versuches absterben oder ihre Zellmembran beschadigt wird, diffundiert die, in
der Zelle befindliche, LDH in die Uberstandslésung. Wird der Uberstandslésung Lactat sowie
NAD* und WST zugegeben, wird das Lactat zu Pyruvat oxidiert, sodass die reduzierte Form des
Coenzyms NADH entsteht, die wiederum das WST zum fluoreszierenden Formazan-Produkt
reduziert, was in 3.2 dargestellt ist [84] 229].

ﬁ)?\ I N NAD* NADH 4
LDH N—
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NAD* NADHO N R2

Abb. 3.2: Reduktion des NAD* zum NADH und anschlieflende Reduktion des WST zum fluo-
reszierenden Formazan-Produkt im Uberstand (Reaktionsschema in ChemDraw nach
erstellt [84, 230]).

Der LDH-Test misst demnach die Anzahl toter Zellen bzw. der Zellen mit beschadigten Zell-
wanden. Folglich weisen kleine Werte der Fluoreszenz auf einen hohen Anteil lebendiger bzw.
nicht beschéadigter Zellen hin, wéhrend hohe Fluoreszenzwerte einem hohen Anteil toter Zellen

entsprechen.

3.9.2 CTB-Test

Der CTB weist die metabolische Aktivitét lebendiger Zellen nach und beruht auf der reduktiven
Fahigkeit mittels des Coenzyms NADH den Redoxfarbstoff Resazurin in das fluoreszierende
Resorufin umzusetzen (Abb. [231,232]. Im Gegensatz zum LDH-Test erfolgt die Umsetzung
beim CTB-Test nur an metabolisch aktiven Zellen. Das Coenzym NADH muss aktiv in der
Zelle reduziert werden, damit die Umsetzung des Farbstoffes stattfinden kann, weshalb die

Reagenzien direkt zu den Zellen hinzugegeben werden und nicht nur der Uberstand verwendet
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wird. Da die metabolische Aktivitat nicht lebensfahiger Zellen schnell nachlasst, wird das
Fluoreszenzsignal nur von lebensfahigen Zellen erzeugt und kann zur Quantifizierung mittels

Fluoreszenzspektroskopie verwendet werden [84; 233].

(S}
NADH  NAD*

Abb. 3.3: Reduktion des farblosen Resazurin zum fluoreszierenden Resorufin innerhalb der Zelle
(Reaktionsschema in ChemDraw nach [84, [231] erstellt).

Folglich detektiert der CTB-Test direkt die Menge der lebendigen bzw. metabolisch aktiven

Zellen weshalb ein hohes Fluoreszenzsignal einer hohen Zellviabilitat entspricht.

3.10 Quantifizierung eines bakteriellen Biofilms

Die quantitative Analyse eines bakteriellen Biofilms kann mithilfe eines BacLight Bacterial
Viability Kit und einer Untersuchung an einem konfokalen LSM oder einem Durchflusszytometer
erfolgen. Dabei werden in der Regel alle Bakterien mit einem fluoreszenten Farbstoff markiert,
um das Volumen des Biofilms zu bestimmen, wahrend mit einem zweiten Farbstoff nur tote
Bakterien eingefarbt werden, um eine Unterscheidung zwischen metabolisch aktiven und toten
Bakterien zu treffen [234-236]]. In dieser Arbeit wurden die fluoreszenten Farbstoffe Syto9 und

Propidiumiodid verwendet, weswegen diese im Folgenden kurz kurz beschrieben werden.

3.10.1 Fluoreszenter Farbstoff Syto9

Bei der Reihe der Syto Farbstoffe handelt es sich um Zellmembranpermeabilisatoren. Sie zeichnen
sich dadurch aus, dass sie die Zellmembranen nahezu aller, sowohl lebendiger als auch toter,
eukaryotischen Zellen sowie grampositiver und gramnegativer Bakterien effektiv durchdringen
konnen. Die fluoreszenten Farbstoffe besitzen ein Absorptions- und Emissionsmaximum im
Wellenlangenbereich des sichtbaren Lichtes und emittieren bei einer Anregung nahezu keine
Strahlung, sofern sie nicht an Nucleinsauren der DNA oder RNA gebunden sind, wodurch sich die
intrinsische Fluoreszenz um ein Vielfaches erhéht. Durch diese Eigenschaften eignen sich Syto
Farbstoffe gut, um Zellen durch Fluoreszenz sichtbar zu machen. Der Farbstoff Syto9 absorbiert
nach Anbindung an DNA bei einer Wellenlange von 485 nm und sein Emissionsmaximum liegt

bei 498 nm, was der Emission griinen Lichts entspricht [236-238].

57



3 Analytische Methoden

3.10.2 Fluoreszenter Farbstoff Propidiumiodid

Der Farbstoff Propidiumiodid (PI) kann im Gegensatz zu den Syto Farbstoffen keine intakten
Zellmembranen penetrieren, weshalb er haufig zur Identifizierung toter Zellen eingesetzt wird.
Ahnlich den Syto Farbstoffen verstirkt sich die Fluoreszenz des Farbstoffes enorm, sobald er
mit DNA wechselwirkt. Es handelt sich um einen DNA-Interkalator, bei dem sich die Molekiile
ohne Sequenzpraferenz zwischen benachbarte Basenpaare der DNA-Doppelhelix setzen. Der
Farbstoft absorbiert farbiges Licht mit einer Wellenldnge von 488 nm und emittiert rotes Licht

bei einem Emissionsmaximum von 590 nm [236} 237, 239, 240].
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4 Experimenteller Teil

Das nachfolgende Kapitel befasst sich mit der Beschreibung und Darstellung der experimentell
durchgefithrten Arbeiten. Als Freisetzungssystem liegen zwei unterschiedlich hergestellte, nano-
porose Titandioxidbeschichtungen zugrunde, deren Synthesen hier zunachst erlautert werden.
Anschlieflend folgten Oberflichenmodifikationen, die hier ebenfalls im Detail dargestellt sind.
Dariiber hinaus wird auf die durchgefiihrten Freisetzungsexperimente sowie die abschliefenden

Zellkulturuntersuchungen und die Priifung zur antibakteriellen Wirksamkeit eingegangen.

4.1 Elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

Zur Herstellung der elektrodeponierten Titandioxidbeschichtungen mittels Elektrodeposition
wurden als Substrate gewalzte Titanfolien (Hohe: 0.25 mm) unterschiedlicher Abmessungen
(Tabelle im Anhang in Abschnitt 8.2) verwendet. Das von P. ABENDROTH ausgearbeitete
Syntheseprotokoll beinhaltet eine Reinigung der Substrate, auf die die elektrochemische Abschei-
dung der nanoporésen Beschichtung und eine abschlieffende Calcination folgen. Die einzelnen

Syntheseschritte werden im Nachfolgenden naher erlautert.

4.1.1 Reinigung der Substrate

Die Substrate werden zundchst mit einem in Aceton getrankten Papiertuch abgewischt und an-
schlieflend fiir 30 min in Aceton im Ultraschallbad (45 kHz, 80 W) bei Raumtemperatur gereinigt.
Es folgt die Trocknung der Substrate im Ofen bei 60 °C fiir mindestens 60 min.

4.1.2 Elektrolytlosung

Die Synthese der verwendeten Elektrolytlosung erfolgt mit einer leichten Abwandlung nach C.C.
Hu et al. [[155]]. Es werden 15 mL Reinstwasser und 1.77 einer 12 %igen Titantrichloridlésung
in 15 %iger HCI vorgelegt und fiir 5 min bei Raumtemperatur gerithrt. Nach der Zugabe von
15 mL einer 120 mM Natriumnitratlosung wird die Losung weitere 15 min geriihrt. Im Anschluss
erfolgt die Zugabe von 30 mL einer 150 mM Natriumnitratldsung und das Gemisch wird weitere
10 min geriihrt. AbschlieBend werden 3.02 g des SDAs Pluronic® F 127 in fester Form zugegeben,
welches sich innerhalb der nidchsten 30 min auflost, in denen die Losung weiter gerithrt wird.
Eine molare Zusammensetzung der fertigen Elektrolytlosung ist in Tabelle[6.1/im Anhang in
Abschnitt 8.2 aufgefiihrt.
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4.1.3 Cyclovoltammetrie

Die Abscheidung der gewiinschten, nanopordsen Titandioxidbeschichtung erfolgt mithilfe eines
Potentiostaten VersaSTAT 4 (PRINCETON APPLIED RESEARCH der Firma AMETEK) mit einer Drei-

bzw. Vierelektrodenanordnung in einem speziellen Aufbau in zwei verschiedenen Teflonzellen,
die in Abb.[4.1] dargestellt sind.

Sz /0 a8 L
/ ~ — e

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Dreielektrodenaufbaus (links) und Vierelektrodenauf-
baus (rechts) fiir die elektrochemische Abscheidung.

Die zu beschichtenden Substrate werden im jeweiligen Aufbau als Arbeitselektrode geschaltet
und bilden innerhalb des elektrochemischen Prozesses die Kathode. In beiden Aufbauten wird
eine Silber/Silberchlorid-Elektrode (3 M KCl, 0.207 V SHE bei 25 °C) als Referenzelektrode ver-
wendet. Als Gegenelektrode wird im Dreielektrodenaufbau ein Platinnetz (2.54 cm - 2.54 cm) der
Firma AMETEK genutzt, wihrend im Vierelektrodenaufbau zwei Platinnetze als Gegenelektroden

dienen, um ein homogenes elektrisches Feld fiir eine doppelseitige Beschichtung zu erzeugen

Tab. 4.1: Verwendete Parameter wahrend der cyclovoltammetrischen Abscheidung der nanopo-
rosen Titandioxidbeschichtungen.

Parameter Einstellung

Open Curcuit Potential = Zeit pro Messpunkt 1s

Gesamtdauer 120s

Cyclovoltammetrie Anfangspotential -2.6V
Potentialintervall 0V bis-2.6V
Endpotential ov
Scanrate 0.1V-s!
Zahl der Zyklen 2

Open Curcuit Potential ~Zeit pro Messpunkt 1s

Gesamtdauer 10s
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4.2 Elektrochemisch eloxierte Titandioxidbeschichtungen

Jede cyclovoltammetrische Abscheidung setzt sich aus der Messung des Potentials bei nicht ge-
schlossenem Stromkreis engl. Open Circuit Potential (OCP) vor und nach der Cyclovoltammetrie
mit je zwei Zyklen zusammen. Die verwendeten Einstellungen des Potentiostaten sind Tabelle
zu entnehmen. Um anhaftenden Elektrolyten restlos zu entfernen, werden die Substrate nach
der Abscheidung grindlich mit Reinstwasser gespiilt und anschlieBend bei Raumtemperatur

getrocknet.

4.1.4 Calcination der Substrate

Die Entfernung des in der Schicht enthaltenden Tensids, um die Poren freizulegen, erfolgt durch
eine Calcination. Die Substrate werden zunachst fiir weitere zwei Stunden bei 60 °C getrocknet,

woran sich die einstiindige Calcination bei 400 °C anschlief3t. Die Aufheizrate betragt 1°C-min™".

4.2 Elektrochemisch eloxierte Titandioxidbeschichtungen

Neben der Elektrodeposition wurde die Methode des elektrochemischen Eloxierens zur Synthese
nanopordoser Titandioxidbeschichtungen genutzt. Hierfiir wurden Substrate aus Ti6Al4V (Hohe:
0.2 mm bzw. 0.3 mm) verwendet, die zunachst an der Schleif- und Poliermaschine AutoMet 250
der Firma BUHLER blank poliert wurden. Anschlieffend erfolgte die elektrochemische Eloxierung,
die nach zwei verschiedenen Syntheseprotokollen durchgefiithrt wurde. Einerseits wurde die
durch H. C. ScuwARrz abgewandelte Synthese von P. SCHMUKI et al. [182]] verwendet, andererseits
wurden die Substrate nach einer weiteren leicht abgednderten Methode von P. ScHMUKI et al.
[186]] behandelt.

4.2.1 Polieren und Reinigen der Substrate

Das Polieren der Folien erfolgt in drei Schritten. Nach einem kurzen Schleifschritt, bei dem die
Folien plan geschliffen werden, folgt die Politur mit einer polykristallinen Diamantsuspension
und abschlieflend mit einer Silicasuspension. Die genauen Einstellungen und verwendeten
Materialien sind den nachfolgenden Tabellen 4.2/ und |4.3| zu entnehmen.

Tab. 4.2: Verwendete Materialien fiir die jeweiligen Poliervorgange.

Poliertuch Schleifmittel Kornung
Planschleifen Schleifpapier - P320
Vorpolitur UltraPad Diamant polykristallin = 9 pm
Feinpolitur ChemoMet  Silica 0.5 um

Die Folien werden vor dem Polieren mithilfe des Klebstoffes CysTaLBOND 509 der Firma BUHLER

auf Metallblocke geklebt. Zwischen den einzelnen Schritten werden die Folien griindlich mit
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feuchten Wattestdbchen gereinigt, ohne sie von den Blocken zu losen. Abschlieffend werden die
Substrate mithilfe von Aceton geldst und grob von Kleberresten befreit. Fiir die zweite Seite wird
analog vorgegangen. Anschlielend werden die Substrate jeweils 10 min mit Ethanol, Aceton
und Reinstwasser im Ultraschallbad bei Raumtemperatur behandelt und anschlieffend in einem

leichten Stickstoffstrom getrocknet.

Tab. 4.3: Verwendete Einstellungen wéhrend der jeweiligen Poliervorgiange.

Druck Drehrichtung Kopf/ Teller Kiithlung Zeit

Planschleifen 15N  gleich 60 / 250 stark 30s
Vorpolitur 15N gegen 60 / 150 keine 5 min
Feinpolitur 10N  gegen 60 / 150 keine 10 min

4.2.2 Elektrolytlosung

Fiir die erste der verwendeten Elektrolytlosungen werden zunachst 17.5 g (NH,)H,PO, in Wasser
gelost (150 mL) und unter Rithren werden anschlieBend 0.85 g NH,F zugegeben und fiir mindes-
tens 30 min geriihrt, bis sich der gesamte Feststoff aufgelost hat. Fiir die zweite Elektrolytlosung
werden 0.85 g NH,F in 150 mL 1 M H;PO, unter Rithren aufgelost.

4.2.3 Elektrochemisches Eloxieren

Das Eloxieren der Probenkdorper erfolgt an einem Modulab XM Potentiostaten der Firma SoLAR-

TRON ANALYTICAL in einer Teflonzelle mit Vierelektrodenaufbau mit der gleichen Anordnung,

Tab. 4.4: Verwendete Parameter wahrend des elektrochemischen Eloxierens der nanopordsen
Titandioxidbeschichtungen.

Parameter Einstellungen  Einstellungen
Variante 1 Variante 2

Open Circuit Potential Zeit pro Messpunkt 1s s
Gesamtdauer 120s 120s

Lineare Wobbelvoltammetrie ~Anfangspotential 0V gegen OCP 0V gegen OCP
Endpotential 20V gegen Ref 20V gegen Ref
Scanrate 1Vs™! 1Vs™!
Gesamtdauer 20s 20s

Eloxieren Potential 20V gegen Ref 20V gegen Ref
Gesamtdauer 600 s 3600 s
Abbruchkriterium 5 C-cm™ 10 C-cm™
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wie sie fur die beidseitige Beschichtung mittels kathodischer Elektrodeposition vorgestellt wurde.
Das Elektrolyseprotokoll beinhaltet eine Messung des OCP, eine lineare Wobbelvoltammetrie,
bei der die Endspannung eingestellt wird und das Konstanthalten der Spannung {iber einen
gewissen Zeitraum. Die verwendeten Einstellungen des Potentiostaten sind Tabelle [4.4] zu ent-
nehmen. Um anhaftenden Elektrolyten restlos zu entfernen, werden die Substrate nach der
Elektrolyse griindlich mit Reinstwasser gespiilt, fiir jeweils 10 min in Reinstwasser und Isopro-
panol im Ultraschallbad behandelt und anschlieBend bei Raumtemperatur in einem leichten

Stickstoffstrom getrocknet.

4.3 Oberflachenmodifikation der Titandioxidbeschichtungen

Die Implementierung des pH-Wert abhéngigen Freisetzungssystems erfolgte bei den unterschied-
lichen Titandioxidbeschichtungen durch die Oberflaichenmodifikation in zwei Schritten. Zu-
nachst wurde mithilfe der Phosphonsédure 3-(4-Oxybenzophenon)propylphosphonsaure (BPPA),
die als Linker dienen sollte, ein Benzophenon als funktionelle Gruppe auf der Oberflache des
Systems eingebracht. Anschlieflend wurde mithilfe einer UV-Licht induzierten Reaktion ein
Polymer iiber eine Bindung an die Kohlenwasserstoftkette an das Benzophenon kovalent an-
gebunden. Zusitzlich wurden weitere Phosphonsduren mit unterschiedlichen funktionellen

Gruppen eingebracht.

4.3.1 Synthese BPPA

Das Linkermolekiil BPPA wird in einer dreistufigen Synthese hergestellt, in der zunachst in
einer Arbuzov-Reaktion (Abb. Diethyl-3-brompropylphosphonat aus 1,3-Dibrompropan im
Uberschuss und Triethylphosphit synthetisiert wird. In der zweiten Stufe wird das erhaltene
Produkt mit Hydroxybenzophenon in einer WiLLiamsoN Ether Synthese (Abb. umgesetzt.
Das entstehende Diethyl-3-(4-oxybenzophenon)propylphosphonat kann in der dritten Stufe un-
ter milden Bedingungen durch Bromtrimethylsilan zu BPPA dealkyliert werden (Abb.[4.4jund[4.5).

Stufe 1

Die Synthese des Diethyl-3-brompropylphosphats erfolgt nach P. BONHOTE et al. [241]] im 100-
mL-Einhalskolben mit Destillationskopf. Es werden 30.6 mL 1,3-Dibrompropan und 12.9 mL
Triethylphosphit vorgelegt und auf 130 °C erhitzt und fiir 5h geriihrt. Das als Nebenprodukt
entstehende Bromethan wird wahrend der Reaktion abdestilliert. Nach Beenden der Reaktion
wird das tiberschiissige 1,3-Dibrompropan am Rotationsverdampfer bei 10 mbar und 70 °C abge-
zogen. Die Aufreinigung des Produktes erfolgt schlief3lich durch eine Vakuumdestillation bei
0.1 mbar mit einer 15-cm-Vigreuxkolonne. Das farblose, fliissige Produkt geht bei 57.5 °C tiber.
Die Reinheit wird anschlieBend mittels "H NMR tiberpriift [241]].
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Abb. 4.2: Reaktionsmechanismus der Arbuzov-Reaktion von Triethylphosphit mit 1,3-
Dibrompropan [242].

Stufe 2

Die Synthese des Diethyl-BPPAs erfolgt in einem 100-mL-Zwei-halskolben mit Rickflusskiihler.
Es werden zunéchst 40 mL Aceton als Losungsmittel und 4 g 4-Hydroxybenzophenon vorgelegt
und geriihrt, bis der Feststoft aufgelost ist. Anschlieflend erfolgt die Zugabe von 4.6 mL Diethyl-
3-brompropylphosphat und 2.8 g Kaliumcarbonat als schwache Base. Das Reaktionsgemisch
wird unter Rithren erhitzt und fiir 17 h unter Riickfluss geriihrt. Nachdem das Gemisch abgekiihlt
ist, werden 20 mL Wasser zugegeben und der nicht geloste Feststoff wird abfiltriert. Die wiassrige
Phase wird zweimal mit 20 mL Diethylether ausgeschiittelt und die vereinigte organische Phase
wird zweimal mit 28 mL 10 %iger NaOH gewaschen. Die aufgereinigte Syntheselosung wird
fiir 7 Tage auf Natriumsulfat im verschlossenen Kolben getrocknet. Anschlieflend werden die
Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und das Produkt wird als viskose, leicht

gelbliche Fliissigkeit erhalten, deren Reinheit mittels "H NMR tiberpriift werden kann [243]].
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Abb. 4.3: Reaktionsmechanismus der WiLLiAMSON-Ether-Synthese am Beispiel von 4-
Hydroxybenzophenon und Diethyl-3-bromopropylphosphonat [[244].

Stufe 3

Die Dealkylierung des Diethyl-BPPAs zur BPPA erfolgt im 50 mL Einhalskolben. Zunachst
werden 1.5 mL 3-(4-oxybenzophenon)propylphosphonat in 20 mL Dichlormethan geldst und
unter N,-Atmosphére 5 g Bromtrimethylsilan zugegeben, wobei eine deutliche Gelbfarbung
eintritt. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur fiir 39 h geriihrt. Anschlieffend werden
das Losungsmittel und Trimethylsilan am Rotationsverdampfer bei 50°C und 699 mbar abgezogen,

bis eine leicht orangefarbene Fliissigkeit zuriickbleibt [243]].
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Abb. 4.4: Reaktionsmechanismus der Dealkylierung zum Zwischenprodukt [245, [246].

Es werden 5 mL Methanol und 15 mL Wasser (15 mL) zugegeben, was zu einer schlagartigen
Ausfallung eines weiflen Feststoffs fiithrt. Das Reaktionsgemisch wird fiir weitere 48 h bei Raum-
temperatur gerithrt. Der erhaltene leicht gelbliche Feststoff wird bei 16 000 rpm abzentrifugiert
und dreimal mit Wasser gewaschen. Das noch enthaltene Wasser wird mit fliissigem Stickstoff
gefroren und der gereinigte, weifle Feststoff unter Vakuum gefriergetrocknet. Die Reinheit des

Produktes kann mittels "HNMR gepriift werden [243]).
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Abb. 4.5: Reaktionsmechanismus der Dealkylierung mit BrTMS [245, 246].

4.3.2 Modifizierung

Fiir die Modifizierung der Oberflachen wurde neben der selbst synthetisierten Phosphonséau-
re BPPA zusitzlich 3-Aminopropylphosphonsdure (APPA), Phenylphosphonsiure (PPA), 2-
Carboxyethylphosphonsaure (CPPA) und Diethyl-3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-heptadecyl-
fluorodecylphosphonat (FDPA) verwendet. Das Vorgehen bei der Modifikation kann mit zwei un-
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terschiedlichen Varianten geschehen, die hier als Variante 1 und Variante 2 beschrieben werden.
Weiterhin wurden die Substrate mithilfe des Silans (3-Mercaptopropyl)trimethoxysilan (MPTMS)
modifiziert. Die Modifizierung mit MPTMS und die anschliefende Oxidation sind unter Varian-

te 3 aufgefiihrt.

Variante 1

Die beschichteten Folien werden mit mindestens 5 mm Abstand zueinander in Teflonhalterungen
gespannt (siehe Abbildung[4.6) und fiir 24 h in einer wiassrigen Losung der entsprechenden Phos-
phonsaure bzw. in Dichlormethan (DCM) fiir BPPA gelagert. Die Konzentration wird dabei auf
die zu modifizierende Gesamtoberflache aller eingesetzten Folien eingestellt, sodass 0.03 mmol
der Phosphonsdure pro Quadratzentimeter TiO, zur Verfiigung stehen. Die Folien werden mit
Wasser bzw. DMF und Ethanol (EtOH) gewaschen, um nicht angebundene Reste zu entfernen
und anschlieffend werden die Folien fiir 1 h bei 80 °C im Ofen getrocknet [188].

Abb. 4.6: Teflonhalterung mit drei eingespannten Titanfolien.

Variante 2

Hier wird eine Losung der Phosphonsédure in DCM (BPPA) oder EtOH (APPA, PPA) hergestellt
und die Folien werden nacheinander in die Losung eingetaucht, um die Oberflache zu benetzen.
Die anhaftende Losung wird im Stickstoffstrom getrocknet, sodass das Losungsmittel verdampft
und die geloste Phosphonsaure auf der Oberflache zuriickbleibt. Anschlielend werden die Folien
fiir 30 min bei 80°C im Ofen gelagert. Es erfolgt eine Reinigung der Substrate fiir 10 min in EtOH
im Ultraschallbad, um nicht angebundene Phosphonsaure zu entfernen. Dieser Vorgang wird
funfmal wiederholt [243]].

Variante 3

Zur Oberflachenmodifikation des nanopordsen Titandioxids wird MPTMS verwendet, dessen
Thiolgruppen an die Anbindung anschlieffend zu Sulfonsauregruppen oxidiert werden. Hier-
zu werden 40 mL DCM mit MPTMS (30 pL pro Quadratzentimeter eingeleger Folie) in einem
Schraubdeckelglas vorgelegt und nach dem Vermischen fiir 10 min auf Eis zum Abkiihlen ge-

stellt. Wahrenddessen werden die Folien in Teflonhalterungen gespannt und in die vorgekiihlte
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Reaktionslosung gestellt. Die Gefafie werden zuriick auf Eis gestellt und nach einer Inkubations-
zeit von 24 h werden die Folien jeweils 10 min in DCM und EtOH zum Waschen gestellt und
anschlieffend fiir 5h bei 100 °C gelagert. Fir die Oxidation werden die Folien abermals in die
Teflonhalterungen gespannt und fiir weitere 24 h in H,0O, (3 %ig) eingelegt. Die Folien werden
mit Wasser gewaschen und bei 80 °C fiir 1 h getrocknet [193].

4.3.3 Anbindung des Polymers Poly-(4-vinylpyridin)

Anschlieflend erfolgte die Anbindung des Polymers. Hierbei wurde zunachst Poly-(4-vinylpyridin)
(P4VP) mithilfe eines Tauchbeschichtungs (Dip-Coating) Prozesses als gleichmaf3ige, diinne
Schicht auf der Substratoberflache verteilt. Im nachsten Schritt fand die Belichtung der Oberflache

bei 365 nm statt und schlussendlich wurde das nicht angebundene Polymer wieder abgewaschen.

Aufbringen des Polymers

Die gleichmaflige Beschichtung der Oberfliche mit einer P4VP-Schicht erfolgt mithilfe eines
Dip-Coating Prozesses. Zunichst wird eine P4VP Losung in Ethanol (10 mg-mL™) angesetzt. Die
Folien werden mit einer Geschwindigkeit von 1 m-s™! in die Losung getaucht und nach einer
Verweildauer von 60 s wieder mit der gleichen Geschwindigkeit aus der Losung gezogen und an

Luft getrocknet.

Anbindung durch Belichtung

Die zuvor mit P4VP beschichteten Folien werden in einer Quarzglashiilse ausgerichtet und der
Schliff mit einer Kernolive mit Hahn verschlossen. Das Gefafy wird in drei Wiederholungen
evakuiert und mit Argon 5.3 gespiilt. Anschliefend werden die Folien in der Hiilse unter Argon-
Atmosphére mit UV-Licht (365 nm) fiir 35 min belichtet. Der Aufbau ist in Abbildung |4.7| gezeigt.

Abb. 4.7: Quarzglashiilse mit Teflonhalterung fiir die Belichtung der Probenkoérper unter
Luftfeuchtigkeits- und Sauerstoffausschluss.

Bei der UV-Quelle handelt es sich um eine Spotbeleuchtung LED Spot5W-UV365 der Firma
LUMIMAX 1M AG. Der Abstand zwischen den Folien und der Quelle betragt 4 cm, was in einer
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Lichtkegelgréfie mit 4 cm Durchmesser resultiert, wodurch sich eine Leistung von 32 mW-cm™
ergibt [243]].

Nachtragliches Spiilen

Die beschichteten Titanfolien werden anschlief3en mit Ethanol fiur 20 h soxlethiert, um nicht
chemisch angebundenes Polymerreste zu entfernen. Die Folien werden hierzu in eine Teflonhal-
terung gespannt, sodass sie aufrecht in der Soxlethkammer stehen (siehe Abb. [4.8).

Abb. 4.8: Teflonhalterung mit drei eingespannten Titanfolien in einer Soxleth-Apparatur.

4.4 Freisetzungsstudien

Die Freisetzungsexperimente aus den unterschiedlich modifizierten, nanopordsen Beschichtun-
gen erfolgte mit dem Farbstoffmolekiil MB und dem Wirkstoff CHX. Ein Freisetzungsexperiment
setzte sich jeweils aus der Beladung der Substrate und der anschlielenden Freisetzung des
Farbstoffes bzw. Wirkstoffes iiber einen definierten Zeitraum zusammen. Beide Arbeitsschritte

sind im Nachfolgenden aufgefiihrt.

4.4.1 Beladung der Substrate

Bevor aus den Substraten Farb- oder Wirkstoff freigesetzt werden kann, muss die freizusetzende
Substanz zunéchst in das Porensystem eingelagert werden. Hierzu werden die doppelseitig
beschichteten Substrate (1.5 cm-0.8 cm) fiir 24 h jeweils in einem 2 mL EPPENDORF Safe-Lock-Tube
in 1.5 mL Inkubationslésung in Reinstwasser bzw. 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)-
Pufferlésung (2 mg-g~* fiir CHX bzw. 1 mg-g™* fiir MB) inkubiert. AnschlieBend werden die Folien
fiir 10 min in 1.5 mL Reinstwasser als Waschlosung getaucht, bevor sie fiir die Freisetzungsexpe-
rimente verwendet werden. Eine Abschéatzung der maximalen Beladungsmenge erfolgt durch
indirekte Bestimmung mit einer geringer konzentrierten Inkubationslésung (0.3 mM), bei der

nach der Inkubation der Restgehalt des MB bzw. CHX photometrisch vermessen wird.
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4.4.2 Freisetzungen

Die beladenen und gewaschenen Folien werden direkt im Anschluss in 2 mL. EPPENDORF Safe-
Lock-Tube mit 1.1 mL Freisetzungsmedium (Reinstwasser, MES- oder MOPS-Pufferlésung) gesetzt
und nach bestimmten Zeitabschnitten in frisches Medium umgesetzt. Die Uberstandslosungen
wurden anschlieffend am Spark Multimode Microplate Reader vermessen. Mithilfe externer
Standards wurden die Konzentrationen und freigesetzten Mengen ermittelt. Im Falle des CHXs
wurden die Uberstinde zusitzlich an der HPLC vermessen. Weitere Freisetzungen mit CHX
wurden in einer speziell aus Teflon angefertigten Zelle durchgefiihrt, bei der im Boden Rillen
eingefrast wurden, um sechs Folien in dquidistanten Abstanden in das Freisetzungsmedium zu
stellen. Nach bestimmten Zeitabstdnden wurde jeweils das Medium (1.6 mL) ausgewechselt. Die
Freisetzungzelle aus Teflon ist in Abb. 4.9 gezeigt.

Abb. 4.9: Teflonzelle fiir die gleichzeitige Freisetzung mit sechs eingespannten Folien.

4.5 Untersuchung der Zellkompatibilitat

Die Untersuchungen zur Beurteilung der Zytokompatibilitat der eingesetzten Substrate mit
den unterschiedlichen Titandioxidbeschichtungen und Oberflichenmodifikationen wurden in
vitro an Humanen Gingiva Fibroblasten HGFib in Kooperation mit der Klinik fiir Zahnarztliche
Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde der Medizinische Hochschule Hannover (MHH)
von HENNING HARTWIG durchgefiihrt. Die in vitro-Untersuchungen beinhalten eine Anreiche-
rung und das Aussihen der Zellen auf den Substraten sowie die anschlieBende Uberpriifung der
Zellviabilitat mittels CTB- und LDH-Assay zur Evaluierung der Zytokompatibilitat. Die unter-
schiedlichen Substrate wurden jeweils als Duplikat nach 24 Stunden und 72 Stunden betrachtet.

4.5.1 Aussaen der Zellen

Die Zellen werden bis zur Konfluenz von 70 % in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
mit 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) und 10 % Fetal Bovine Serum (FBS) im Inkubator bei 37 °C
und 5 % CO, wachsen gelassen. Anschlieffend werden die Zellen mit Phosphate Buffered Saline
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(PBS) gewaschen und 5min bei 37°C und 5% CO, mit Trypsin abgelost, in 12mL DMEM
(10 % FBS, 1%, P/S) aufgenommen und gezahlt. Aus dieser hochkonzentrierten Suspension
(130 750 Zellen mL™") wird eine verdiinnte Zellsuspension (15000 Zellen mL™") angesetzt. Die zu
untersuchenden Titanfolien werden in 24er-Wellplatten gelegt und mit je 1 mL Zellsuspension
tiberschichtet. Die Zellkulturplatten werden 2 Stunden im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) inkubiert,
anschliefend werden die Folien in neue 24er-Wellplatten mit DMEM (10 % FBS, 1 % P/S) iiberfiihrt
und fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Nach den zuvor festgelegten Zeitpunkten werden mit
den Uberstinden ein LDH-Assay und mit den Folien ein CTB-Assay durchgefiihrt. Fur die
Negativkontrolle wird 30 Minuten vor der Durchfithrung des Assays das Zellkulturmedium
durch DMEM mit 1 % TritonX100 ersetzt.

4.5.2 LDH-Assay

Fiir den LDH-Assay werden jeweils 100 uL der Uberstinde in eine 96er-Wellplatte iiberfiihrt
und weitere 100 uL. einer LDH-Gebrauchslosung (87 pL Losung 1, 3 913 puL Losung 2; Cytotoxicity
Detection Kit) gegeben. Nach einer finfzehnminiitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur in
dunkler Umgebung wird die Absorption der Losungen bei einer Anregungswellenldnge von
492 nm und einer Referenzwellenlange von 650 nm bestimmt. Durch den relativen Vergleich
der Absorptionswerte mit einer Negativ- und Positivkontrolle kann die Zellvitalitat bestimmt

werden.

4.5.3 CTB-Assay

Der CTB-Assay wird an den mit Fibroblasten besiedelten Folien durchgefiihrt. Dazu werden
die Folien in eine neue 24er-Wellplatte in ein CTB/DMEM Gemisch (16.7 mL DMEM (10 % FBS,
1% P/S) und 3.3 mL CTB) uiberfiihrt. Die Folien werden fiir weitere 4 Stunden im Brutschrank
bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. AnschlieBend werden 100 uL des Uberstandes in eine 96er-
Wellplatte gegeben und die Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge von 540 nm und einer
Emission bei 595 nm gemessen. Die Zellvitalitdt wird aus dem relativen Vergleich mit einer

Negativ- und Positivkontrolle erhalten.

4.6 Analyse der antibakteriellen Wirkung

Die Analyse der antibakteriellen Wirkung der mit CHX-beladenen und unterschiedlich modi-
fizierten Titandioxidbeschichtungen wurde in Kooperation mit der Klinik fiir Zahnéarztliche
Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH)
von Dr. KATHARINA DoLt, NirLs HEINE und SARAH HASSELMANN durchgefiihrt. Es wurden das
Adhésionsverhalten und die Ausbildung eines bakteriellen Biofilms durch S.oralis auf den un-

terschiedlichen Probenkdrpern untersucht. Die in vitro-Untersuchungen setzten sich aus der
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Vorkultivierung der S. oralis und deren Inkubation auf den Substraten sowie einer Farbung der
Bakterien und der anschlieenden Untersuchung des lebend/tot Anteils am Konfokal-Laser-
Scanning-Mikroskop zusammen. Fiir jede Modifikation wurden zum Vergleich Substrate ohne
zuvor eingelagertes CHX untersucht und unbehandeltes Titan wurde als Negativ-Kontrolle
verwendet. Die Durchfithrung geschah mit je drei biologischen (unterschiedliche Vorkultur)

und zwei technischen (unterschiedliche Wells) Wiederholungen.

4.6.1 Vorkultur und Inkubation der S. oralis

S. oralis wird als Glycerol-Stock bei -80 °C gelagert und zu Beginn des Experiments fiir 18 h in
Todd-Hewitt-Broth mit Zusatz von 10 % Hefeextrakt bei 37 °C unter Schiitteln vorkultiviert. Die
Vorkulturen werden abzentrifugiert, die Bakterien in PBS gel6st und auf eine optische Dichte
bei 600 nm von 0.05 eingestellt. Die unterschiedlich modifizierten, mit Titandioxid beschichteten
Probenkorper werden in eine Multiwellplatte gelegt und mit je 1 ml der Bakteriensuspension bei
37°C fir 5h bei 300 rpm inkubiert. Zur Analyse der bakteriellen Adhésion werden die Substrate
direkt im Anschluss fluoreszenzgefarbt. Im Gegensatz dazu werden die Proben zur Analyse
der Biofilmbildung in Trypton-Soja-Broth mit Zusatz von 10 % Hefeextrakt und 50 mM Glucose
transferiert und fiir weitere 19 h bei 37 °C ohne Schiitteln inkubiert, bevor sie fluoreszenzgefarbt

werden.

4.6.2 Lebend/tot Farbung und Untersuchung am konfokalen LSM

Die Farbung erfolgt mit Hilfe des BacLight Bacterial Viability Kit der Firma LIFE TECHNOLO-
GIES. Die beiden Farbstoffe Syto9 (griin, farbt lebende und tote Bakterien) und Propidiumiodid
(rot, farbt nur tote Bakterien) werden gleichzeitig 1:2000 in PBS verdiinnt und fir 15 min
bei Raumtemperatur mit den Proben inkubiert. Die Substrate werden fiir 15 min bei 4 °C mit
2.5 % Glutardialdehyd in PBS fixiert, bevor sie erneut in frisches PBS tiberfithrt werden und

anschlieflend an einem konfokalen LSM untersucht werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die durchgefiihrten Experimente ausgewertet und die erhaltenen
Ergebnisse diskutiert. Innerhalb dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Titandioxid basierte
Tragermaterialien entwickelt und synthetisiert, die, in Hinblick auf die Anwendung als Me-
dikamentenfreisetzungssystem, weitergehend modifiziert wurden. Zunachst erfolgt nun die
Vorstellung der durchgefithrten Arbeiten und erhaltenen Ergebnisse fiir die Substrate aus Reinti-
tan mit elektrodeponierten Titandioxid in Kapitel 5.1 und anschlielend werden in einem zweiten
Teil die Ergebnisse der eloxierten Beschichtungen auf den Titanlegierungen (Ti6Al4V) in Kapitel
5.3 diskutiert. Abschlieflend erfolgt in Kapitel 5.3 der Vergleich beider entwickelten Systeme.

5.1 Kathodisch elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

In diesem Abschnitt werden zunachst die Systeme vorgestellt, denen elektrodeponierte po-
rose Titandioxid (EDPTO)-Beschichtungen als Freisetzungsplattform zugrunde liegen. Diese
Beschichtungen wurden in enger Zusammenarbeit mit PHILIPP ABENDROTH entwickelt und
umfassend charakterisiert. Die erhaltenen Ergebnisse werden in Kapitel 5.1.1 prasentiert.

Ziel der Arbeit war es ein Stimulus-responsives Medikamentenfreisetzungssystem zu entwickeln,
dass durch die Absenkung des dufleren pH-Wertes eine Freisetzung ermdglicht, wahrend bei
neutralen pH-Werten der Wirkstoff zuriickgehalten wird. Dazu wurden die Oberflachen der
EDPTO-Beschichtungen mittels funktioneller Phosphonsduren bzw. Silane chemisch modifiziert,
um einerseits die Freisetzungskinetik eingelagerter Molekiile zu beeinflussen und andererseits
Ankerpunkte fiir eine Polymeranbindung zu schaffen. Ein solches, kovalent an die Oberflache
angebundenes Polymer soll bei neutralem pH-Wert elektrisch ungeladen sein und kollabiert
vorliegen, wodurch die Poren mechanisch verschlossen sind und gebettete Molekiile fiir langere
Zeit gelagert werden konnen. Bei einer Verringerung des pH-Werts werden die Polymerstriange
protoniert und somit elektrisch positiv aufgeladen, wodurch die Strange sich abstoflen und die
Poren freigeben. Als Polymer wurde Poly(4-vinylpyridin) verwendet, da dieses Polymer mit
Silica-Partikeln einen isoelektronischen Punkt bei pH 6 aufweist und mit einem solchen System
bereits erste pH-Wert abhangige Freisetzungen durchgefiithrt werden konnten [19, 247]. Fir die
Modifizierung, die zur Beeinflussung der Freisetzungskinetiken aus den EDPTO-Beschichtungen
durchgefiithrt wurde, kamen kommerziell erhéiltliche Reagenzien zum Einsatz. In Kapitel 5.1.2
findet sich die Charakterisierung der so behandelten EDPTO-Beschichtungen. Die Polymeran-

bindung erfolgte mithilfe eines selbst synthetisierten Linkermolekiils mit einer Phosphonsaure-
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sowie Benzophenonfunktionalitit, dessen Synthese und Charakterisierung in Kapitel 5.1.3 zu-
sammengefasst sind. Die Ergebnisse beziiglich der anschliefenden Anbindung des P4VPs werden
ebenfalls in dem Abschnitt diskutiert. Anschliefend wurden Freisetzungsstudien mit dem Farb-
stoff Methylenblau und dem Wirkstoff Chlorhexidin durchgefiihrt, um die Freisetzungskinetik
unterschiedlich modifizierter und unmodifizierter EDPTO-Beschichtungen zu analysieren. Die
Ergebnisse werden in Kapitel 5.1.4 prasentiert und ausfiihrlich diskutiert.

Da ein solches Freisetzungssystem Anwendung im menschlichen Korper finden soll, ist eine
Biokompatibilitat des Kompositmaterials unabdingbar. Um diese zu gewéhrleisten, wurden erste
Untersuchungen zur Biokompatibilitat fiir die Produkte einzelner Zwischenschritte an Fibro-
blasten durchgefiihrt. Diese Studien wurden in Kooperation mit der Klinik fiir Zahnéarztliche
Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde der MHH geplant und von Herrn HENNING
HarTwIG ausgefiihrt. In Kapitel 5.1.5. erfolgt die Diskussion der gewonnenen Ergebnisse. In
Koorperation mit der Klinik fiir Zahnarztliche Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde
der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) wurden ebenfalls auch erste Untersuchungen
zur antibakteriellen Wirkung der EDPTO-Beschichtungen angestellt, deren Ergebnisse in Kapitel
5.1.6 diskutiert werden. Diese Studien erfolgten an S. oralis und wurden durch Frau KATHARINA

DotL durchgefiihrt.

5.1.1 Charakterisierung der elektrodeponierten Titandioxidbeschichtungen

Die Synthese nanopordser Titandioxidbeschichtungen auf Titansubstraten erfolgte innerhalb
dieser Arbeit u.a. durch kathodische Elektrodeposition. In einem Verfahren, das der Cyclovol-
tammetrie (CV) dhnelt, wurden wihrend der Abscheidung langsame Potentialpulse zwischen
0V und -2.6 V generiert. Aufbauend auf den Arbeiten von Herrn PHILIPP ABENDROTH, der den
Einfluss der Anwesenheit von nichtionischen Blockcopolymeren auf die von C. C. Hu et al. [155]
beschriebene Schichtbildung von Titandioxid untersucht hat, wurde der Einfluss der Zyklenzahl
wihrend der kathodischen Abscheidung in Anwesenheit des Blockcopolymers Pluronic® F 127
erforscht. Fur die anschlieflenden Modifikationen wurden ausschlief3lich Substrate verwendet,
die mit 2 CV-Zyklen hergestellt wurden, weshalb hier zunéchst die vollstindige Charakterisie-
rung dieser Schichten dargestellt ist, bevor auf die Ergebnisse zu mit anderen Zyklenzahlen
hergestellten Proben eingegangen wird.

Die Beschaffenheit der Probenoberflache wurde mittels REM-Untersuchungen analysiert. In
Abbildung 5.1| sind REM-Aufnahmen mit einer 5 000-fachen (links) und einer 100 000-fachen
(rechts) Vergrofierung dargestellt. Die Ubersichtsaufnahme bei kleinerer Auflosung lasst eine
homogene Beschichtung mit leichten Unregelmafigkeiten in der Schichtdicke erkennen, die
deutliche Risse aufweist. Die Rander der Schicht zeigen keine hochgebogenen Ecken oder Kan-
ten, sodass von einer guten Haftung der Titandioxidschicht auf dem Titan auszugehen ist. Die

auftretenden Risse konnten auf die Materialschrumpfung beim Verdampfen des Kristallwassers
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zuriickzufithren sein [[16] 248]]. Ein weiterer Faktor fur die Rissbildung in der Titandioxidsicht
konnen die unterschiedlichen Warmeausdehnungskoeffizienten von Titan und Titandioxid
(8.6-107°K™ bzw. 7.14-10° K" in a-Achse und 9.19- 10° K™! in c-Achse fiir Rutil [250]),
was wahrend der Calcination der Substrate die Rissbildung weiter verstarken konnte. In der
rechten Aufnahme ist die homogene, zusammenhéngende, pordse Struktur der Beschichtung
hochaufgelost dargestellt. Es lassen sich zwei verschiedene Porenarten unterschiedlicher Gréfle
ausmachen, die im Folgenden als Porenklasse 1 (in Abbildung|[5.1p blau markiert) und Poren-
klasse 2 (in Abbildung 5.1p rot markiert) bezeichnet werden. Fiir die Porenklasse 1 ergibt sich
ein mittlerer Porendurchmesser von 15 nm + 4 nm, wihrend sich der mittlere Porendurchmesser

bei der Porenklasse 2 zwischen 25 nm und 40 nm bewegt.

—
100 nm

Abb. 5.1: REM-Aufnahmen der mit zwei Zyklen abgeschiedenen elektrodeponierten nanopordsen
Titandioxidbeschichtung mit (a) 5 000-facher und (b) 100 000-facher Vergrofierung.

Aus REM-Untersuchungen des Probenquerschnittes konnte die Schichtdicke des Titandioxids
ermittelt werden, die 454 nm + 10 nm betragt. (Die zugehoérige REM-Aufnahme des Probenquer-
schnittes ist in Abb. auf Seite 84 dargestellt.)

Néhere Untersuchungen zur chemischen Beschaffenheit des abgeschiedenen Materials wurden
mittels XPS und RAMAN angestellt. Die XP-Spektren fiir das Titan 2 p-Orbital und Sauerstoff
1s-Orbital wurden jeweils bei einer Pass-Energie von 20 eV aufgenommen und sind in Abbildung
abgebildet. Die Shift-Korrektur erfolgte fiir diese Messergebnisse mithilfe des Signals des
Kohlenstoff 1 s-Obitals. Fiir die qualitative Auswertung der Ergebnisse wurde ein Vergleich der
erhaltenen mit den erwarteten Bindungsenergien fiir Titan und Sauerstoff angestellt, was in
Tabelle 5.1 aufgefiihrt ist. Fir das Signal des Titan 2 p-Orbitals ergibt sich aus der Spin-Bahn-
Kopplung typischerweise ein Dublett, dessen Intensitdtsmaxima bei den Bindungsenergien
457.7 €V (2 ps)2) und 463.4 eV (2 py/2) liegen. Daraus ergibt sich eine Differenz von 5.7 eV zwischen
den beiden Bindungsenergien des Dubletts, was mit der zu erwartenden Aufspaltung des Si-

gnals fiir Titan in Titandioxid tibereinstimmt. Obwohl die Bindungsenergien fiir Titan trotz der
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Shift-Korrektur um etwa 1.2 eV von den Werten aus der Literatur abweichen, kann mithilfe der
Aufspaltungsenergie das Signal Titandioxid zugeordnet werden. Reines Titan wiirde zu einer

Aufspaltungsenergie von 6.15 eV fiithren [214; 215].

Ti2p O1s
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Bindungsenergie / eV Bindungsenergie / eV

Abb. 5.2: Darstellung der aufgenommenen XP-Spektren des Ti 2 p-Orbitals (links) und O 1s-
Orbitals (rechts) von elektrodeponierten und calcinierten Titandioxid. Die Passenergie

betrug 20 eV.

Die Beurteilung des Sauerstoffsignals mittels des mathematischen Fits ergab, dass eine Uberla-
gerung von zwei Peaks vorliegt. Unter Beriicksichtigung der Energiewertdifferenzen beim Titan
ergibt sich fiir beide Bindungsenergien eine gute Ubereinstimmung mit den Referenzwerten.
Diese sind in Tabelle 5.1/ zugeordnet. Die etwas kleinere Bindungsenergie von 528.8 eV lasst sich
dem Signal von Sauerstoff in metallischen Oxiden zuordnen, wahrend die Bindungsenergie bei

530.4 eV auf Hydroxidgruppen auf der Oberflache zuriickzufithren ist [[251]].

Tab. 5.1: Vergleich der Lagen der Bindungsenergien des Ti 2 p- und O 1 s-Orbitals der gemessenen
Titandioxidbeschichtungen mit den erwarteten Werten.

Element Signal  Exp. Wert/eV Lit. Wert / eV [215,7251]7

Ti 23 457.7 458.5
2P 463.4 464.2
AEyna 5.7 5.7

0 O1s(1) 5288 530.3
O1s(2) 5304 531.6

Neben der qualitativen Auswertung wurde auch quantitativ das Verhiltnis des Titansignals
mit dem Sauerstoffsignal verglichen, um auf das Bindungsverhaltnis zu schlieSen. Mithilfe der

Gleichungen (25) und (26) aus Kapitel 3.2.3, den Peakflachen und den Sensitivitatsfaktoren fiir
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Titan und Sauerstoff kann auf das Elementkonzentrationsverhiltnis der untersuchten Probe
riickgeschlossen werden [214}|215]]. Es ergibt sich ein ein Titan zu Sauerstoffverhéltnis von eins
zu zwei, was eine sehr gute Ubereinstimmung mit der zu erwartenden Stochiometrie darstellt.
Die Berechnung ist in Abschnitt 8.3.1 im Anhang nachzuvollziehen.

Die Auswertung des XP-Spektrums weist somit eindeutig auf die erfolgreiche Synthese der
stochiometrischen Verbindung TiO, auf der Titanoberflache hin. Die XPS wurde im weiteren
Verlauf der Arbeit zum qualitativen Nachweis der unterschiedlichen Modifikationen genutzt.
Dazu wurde fiir alle nachfolgenden Messungen die Shift-Korrektur jeweils iiber das Ti 2 p Signal
ermittelt, da einerseits auch eine qualitative Auswertung des C 1 s Signals erfolgen sollte und
andererseits sich bei dieser Probe trotz der nachtraglichen Korrektur eine Abweichung aller

experimentellen Werte um etwas mehr als 1 eV ergeben hat.

Mithilfe der aufgenommenen RAMAN-Spektren konnte die vorliegende Modifikation des Titan-
dioxids ermittelt werden. Das hierzu verwendete RAMAN-Spektrum ist im Wellenzahlbereich
von 0 cm™! bis 1000 cm™ in Abbildung 5.3|aufgezeigt und die Zuordnung sowie Identifikation
der auftretenden RAMAN-Banden ist in Tabelle 5.2 aufgefiihrt.

Intensitat / a.u.

T T T 1
0 250 500 750 1000

Wellenzahl / cm ™"

Abb. 5.3: RAMAN-Spektrum von EDPTO nach 2 CV-Zyklen und Calcination.

Im Spektrum lassen sich eine scharfe, sehr intensive Bande bei 148 cm™ und verbreiterte Banden
moderater Intensitit bei 403 cm™, 520 cm™ und 637 cm™! identifizieren, die sich der Titandi-
oxidmodifikation Anatas zuordnen lassen. Eine weitere, relativ schwach ausgeprégte, Bande
bei 200 cm™' sowie die Banden bei 148 cm™ und 637 cm™' kénnen den E,-Schwingungsmoden
des Anatas zugeordnet werden. Die Banden bei 403 cm™ und 520 cm™ entsprechen den B,,-
Schwingungsmoden des Anatas [252]].

Die zusétzlich auftretenden Banden bei 446 cm™ und 613 cm™ lassen sich den E; und A;; Schwin-
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gunsmoden des Rutils zuordnen. In der Rutil-Modifikation tritt ebenfalls eine Bande kleiner
Intenstiat fiir die Schwingungsmode B, bei 143 cm™ auf, die in dieser Messung allerdings
grofitenteils durch die sehr stark ausgepragte Bande des Anatas iiberlagert wird. Die sehr
schwach ausgeprigte RAMAN-Bande bei 247 cm™ lésst sich nicht eindeutig zu einer der beiden
Modifikationen zuordnen. Es kann sich hierbei um eine RAMAN-inaktive Schwingung der E,
Schwingungsmode des Rutils handeln, die aufgrund der IR-Aktivitat in diesem Bereich auftritt
[253].

Tab. 5.2: Zuordnung der Wellenzahlen aus den erhaltenen RAMAN-Banden des untersuchten
EDPTOs. Schwingungen geringer Intensitat sind mit einem (w) markiert.

Schwingung exp./cm™ lit. [252] / em™ lit. [253] / cm™

E, 148 144 (Anatas) 143 (Rutil)

E, 200 (w) 197 (Anatas) -

E, 247 (w) = IR-Bande (Rutil)
B 403 399 (Anatas) -

E, 446 - 445 (Rutil)

Big 520 519 (Anatas) -

A 613 - 610 (Rutil)

E, 637 639 (Anatas) -

Aus dem aufgenommenen Spektrum geht hervor, dass die nanoporése Titandioxidbeschichtung
nach der Calcination aus einem Gemisch aus Anatas und Rutil besteht. Aufgrund der hohen
Intensitat der zu Anatas zugehorige Bande bei 148 cm™ kann die Vermutung angestellt werden,
dass ein deutlich hoherer Anteil Anatas vorliegt. Die Phasenumwandlung von Anatas zu Rutil,
die erst bei 950°C einsetzt, sollte bei einer Calcinationstemperatur von 400°C noch nicht oder nur
in sehr geringem Maf3e stattgefunden haben, was mit dem Ergebnis aus dem RAMAN-Spektrum
in Einklang steht [133]].

Das porose System wurde mittels Physisorptionsmessungen mit Krypton naher untersucht. Fiir
die Messung wurden die beschichteten Substrate direkt verwendet, ohne das porése Material
der Beschichtung zuvor abzuldsen, weshalb die erhaltenen Ergebnisse anschlieffend auf die
beschichtete Flache bezogen wurden und nicht wie fiir Physisorptionsmessungen tiblich auf die
Masse des vermessenen Materials. In Abb [5.4]ist die aufgenommene Adsorptionsisotherme der
EDPTO-Beschichtung abgebildet, in der das adsorbierte Krypton-Volumen gegen den relativen
Druck aufgetragen ist. Die abgebildete Kurve zeigt, nach IUPAC-Klassifizierung, einen Isother-
menverlauf des Typ-1V, der aufgrund der Hysterese des Desorptionszweigs auf Mesoporen

hindeutet [254, 255|]. Der Verlauf des Adsorptionszweigs weist auf die Anwesenheit von Aggre-
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gaten plattchenférmiger Primarpartikel hin, da vor Erreichen der Kondensation kein Plateau
erreicht wird. Auf solch gearteten Oberflachen findet eine Mehrschichtadsorption statt, die

direkt in die Kondensation iibergeht, was in einer erschwerten Bestimmung des Porenvolumens
resultiert [256].
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Abb. 5.4: Krypton-Physisorptionsmessung des EDPTOs mit zwei Abscheidezyklen. Der Sorpti-

onszweig ist in dunkelgrau dargestellt, wahrend die Desorption durch die hellgraue
Kurve wiedergegeben wird.

Unter zu Hilfenahme des Modells von Brunnauer, Emmett und Teller wurde aus der Isotherme
die spezifische Oberfliche (BET-Oberfliche) fiir die EDPTO-Beschichtung mit 50 cm? - cm™
berechnet. Es wurden die Datenpunkte zwischen p-p;' =0.13 und p - p;* = 0.28 verwendet. Wei-
terhin erfolgte bei p - p;* = 0.96 die Bestimmung des Gesamtporenvolumens, welches 7.0 nL - cm™
entspricht. Eine Bestimmung der Porenweitenverteilung mittels BJH-Methode (Barrett, Joy-
ner, Halenda) erfolgte nicht, da fiir die Berechnung mit der Kelvin-Gleichung die adsorbierte
Multischicht verwendet wird, die in diesem Fall direkt in die Kondensation tibergeht. Da zu-
satzlich die Porendurchmesser unter 10 nm auch um etwa 20 % - 30 % unterschitzt werden, ist
davon auszugehen, dass die Porendurchmesser bei 15 nm + 4 nm (den REM-Aufnahmen entnom-
men) davon bereits betroffen sind. Somit wire die Bestimmung stark fehlerbehaftet und wurde

dementsprechend nicht durchgefiihrt [254].

79



5 Ergebnisse und Diskussion

Abscheideprozess

Das wiahrend der kathodischen Abscheidung aufgenommene Cyclovoltagramm in Abb.
zeigt die Stromstarke in Abhangigkeit zur Spannung. Mit dem kleinsten Potential von -2.6 V
konnten maximale Stromstarken von -20 mA erreicht werden. Die sehr geringe iibertragene
Ladungsmenge bei Spannungen zwischen 0V und -0.5V lassen auf eine Umsetzung von nur
wenig Nitrat zu elementaren Stickstoff schliefSen, was im Bereich zwischen -0.5 V und -2.0 V stark
zunimmt. Die Kurve lasst aufgrund der Peaklage vermuten, dass die Reduktion vom gebildeten
Stickstoff zu Ammonium in 0V zu -2.6 V Richtung erst ab Potentialen kleiner -2.15 V signifikant
stattfindet, was nicht erwartet wurde, da die Reduktion von Stickstoff zu Ammonium schon bei
Potentialen kleiner -1.2'V einsetzen sollte [[155]]. Die Peaklage in entgegengesetzter Richtung
deutet hingegen darauf hin, dass die Reduktion von Stickstoff zu Ammonium erst bei Potentialen
oberhalb von -1.35V wieder nachlésst, was der vorherigen Erwartung entspricht. Beim zweiten
Zyklus ist die Peaklage zu etwas niedrigeren Spannungen verschoben, was eventuell auf die
elektrokatalytischen Eigenschaften von TiO, zuriickzufithren ist [166]. Die Konkurrenzreaktion
der Wasserstoffbildung bei kleineren Potentialen (-1.2 V) scheint weitestgehend unterdriickt zu
werden, da wihrend der Abscheidung keinerlei Gasbildung an der Kathode erkennbar ist. Eine

mogliche Erklarung kann die hohe Sattigung der Hydroxid-Ionen an der Kathode sein.
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Abb. 5.5: Cyclovoltagramm einer Elektrodeposition mit zwei Abscheidezyklen mit einer Potenti-
alreichweite von 0V und -2.6 V mit einer Scanrate von 0.1 V-s™".

Nach P. ABENDROTH verandert die Anwesenheit nichtionischer Blockcopolymere aus Polyethylen-
glycol- Blocken (PEG) und Polypropylenglycol- Blocken (PPG) wihrend der Elektrodeposition
die Beschaffenheit der Titandioxidbeschichtung drastisch, was sich in einer deutlich erhéhten

Porositédt sowie einer verringerten Partikelgréfie und einer daraus folgenden Schichtverdichtung
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aullert . Etwas anders als bei der Tensid-basierten Sol-Gel-Synthese, bei der die SDAs
als Kondensationsgeriist fungieren [[150]], adsorbieren wihrend der Abscheidung die Block-
copolymere an der Oberflache bereits gebildeter TiO(OH), Partikel. Ein Vorschlag fiir den
Abscheidemechanismus ist in Abb. [5.6|schematisch dargestellt.

Syntheselésung  Adsorption und Kolloidbildung ' Interaktion Deposition Calcination

o o —
Ho%\/ MO% #.OH = N Pluronic® F 127

. Titandioxidkolloid

Abb. 5.6: Schematische Darstellung des vorgeschlagenen Abscheidemechanismus von Titandi-
oxid in Anwesenheit des Blockcopolymers Pluronic® F 127.

Wihrend der Synthese bilden sich aufgrund der pH-Wert-Anderung durch die Elektrodenvor-
gange TiO(OH),-Kolloide in der Syntheselosung, an deren Oberflache sich die Polymermolekiile
mit ihrem hydrophilen Anteil anlagern. Die Adsorption der Blockcopolymere héngt dabei von
ihrer Zusammensetzung ab und sinkt mit steigendem PEG-Anteil, da PEG eine héhere Wasser-
l6slichkeit hat. Da Pluronic® F 127 zu 70 wt% aus PEG-Einheiten besteht, ist es gut wasserloslich
und nur partiell fest an die Titandioxidoberfliche adsorbiert [258]]. Demgemif ragen Teile der
Polymerketten weit in die Losung, wodurch eine Wechselwirkung mit den freien Ketten anderer
Kolloidpartikel ermoglicht wird. So kdnnte es zu attraktiven Wechselwirkungen zwischen den
polymerumhiillten TiO(OH),-Partikeln kommen, die eine Deposition begiinstigen, was sich in
einer dichteren und homogeneren Abscheidung widerspiegelt.

Trotzdem erfahren die Kolloidpartikel durch den Raumbedarf des Polymers eine Abschirmung,
was die Ausbildung einer pordsen Beschichtung begiinstigt. Neben der Verhinderung der di-
rekten Aggregation durch oberflichenadsorbierte Polymere bilden sich aulerdem Mizellen
innerhalb der Syntheselosung, die zusétzlich als weiches Templat wirken konnen, was zu den
beschriebenen Porengréflen von 15nm + 4 nm fiihrt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
vergleichbaren Titandioxidschichten aus herkdmmlichen Sol-Gel-Synthesen 260]). Da die
Mizellbildung selbst stark vom pH-Wert und den weiteren geldsten Salzen innerhalb der Losung
abhangt und diese sich wahrend der kathodischen Elektrodeposition stark andern,

sind die komplexen Zusammenhénge wahrend der Abscheidung schwierig im Detail zu erfassen.
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Einfluss der Zyklenzahl

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Abscheidezyklenzahl wahrend der kathodischen Elek-
trodeposition auf die EDPTO-Beschichtungen untersucht. Hierzu wurden zusétzlich zu den
Beschichtungen mit zwei cyclovoltammetrischen Abscheidezyklen auch Substrate mit fiinf
CV-Zyklen, sieben CV-Zyklen und zehn CV-Zyklen synthetisiert. Der Verlauf der zugehori-
gen Cyclovoltagramme sieht dem zuvor beschriebenen sehr ahnlich, lediglich die Zyklenzahl
variiert. Mit steigender Zahl der Zyklen verschieben sich die Peaks zu hoheren Spannungen
und kleineren Ladungsdichten. Die Kurven sind in Abschnitt 8.3.2 im Anhang gezeigt. Bereits
mit dem bloflen Auge lasst sich bei den Proben ein optischer Unterschied feststellen, was in
Abbildung 5.7 erkennbar ist. Die Beschichtung mit nur zwei Abscheidezyklen erscheint dunkler
als das umliegende Titan und wirkt homogen, wéahrend die mit mehr Zyklen angefertigten
Beschichtungen teilweise weify erscheinen und insgesamt unregelméafliger aussehen, auch da
durch die Handhabung der Proben Material abplatzt.

Abb. 5.7: Photographie von Substraten mit (von links nach rechts) 2, 5, 7 und 10 Abscheidezyklen.

Die Beschaffenheit der EDPTO-Beschichtungen wurde eingehender mittels REM untersucht.
In Abbildung 5.8|sind die Oberflichen vergrofiert dargestellt, sodass sich die Homogenitit und
Anhaftung der Beschichtung feststellen lasst. Beim Vergleich der Proben lassen sich die fol-
genden Trends feststellen. Mit zunehmender Zyklenzahl werden die Risse in der Beschichtung
breiter und die einzelnen Inseln liegen deutlich starker isoliert voneinander vor. Zusatzlich sind
die Kanten der Beschichtungsinseln bei einer héheren Zyklenzahl starker nach oben gebogen,
sodass offensichtlich die Anhaftung der Beschichtung auf dem Titansubstrat mit steigender

Zyklenzahl abnimmt.

Bei den hoher aufgelosten REM-Aufnahmen in Abbildung ist das Porensystem des ED-
PTOs zu erkennen. Im Vergleich fillt auf, dass die zuvor beschriebenen Klasse 1-Poren weniger
offensichtlich auszumachen sind, je mehr Zyklen fiir die Herstellung genutzt wurden. Nach fiinf
Zyklen sind sie weiterhin relativ leicht zu erkennen und die Porendurchmesser sind genauso

grof3 wie mit zwei Zyklen.
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Abb. 5.8: REM-Aufnahmen verschiedener EDPTO-Beschichtungen, die mit (a) 2, (b) 5, (c) 7 und
(d) 10 Abscheidezyklen hergestellt wurden. Die Aufnahmen (a) und (b) zeigen die
Probenoberfliche mit 2 500-facher Vergréflerung, in (c) und (d) ist die Probe 1 000-fach
vergroflert abgebildet.

Tab. 5.3: Die gemessenen durchschnittlichen Porengréfien der Klasse 1- und der Klasse 2-Poren
der EDPTO-Beschichtungen nach unterschiedlich vielen Abscheidezyklen.

Zyklenzahl Porengrofle / nm

Klasse 1 Klasse 2
2 15+4 25-40
5 15+4 50 -90
7 12+3 60 - 130
10 11+3 100 - 200

Fir die Substrate mit sieben und zehn Zyklen sind kleine Poren deutlich weniger vertreten und

die Porendurchmesser fallen kleiner aus. Weiterhin sind die Primérpartikel bei den Proben, die
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mit mehr Abscheidezyklen hergestellt wurden, starker zusammengeballt, sodass im Vergleich
grofBere und stirker voneinander abweichende Klasse 2-Poren vorliegen, wodurch die Oberflache
weniger gleichmaflig wirkt. Die expliziten Zahlenwerte der bestimmten Porendurchmesser sind
in Tabelle 5.3 einzusehen.

Abb. 5.9: REM-Aufnahmen verschiedener EDPTO-Beschichtungen, die mit (a) 2, (b) 5, (c) 7 und
(d) 10 Abscheidezyklen hergestellt wurden. Es ist eine 50 000-fache Vergroflerung
gezeigt.

Mithilfe der Aufnahmen der Probenquerschnitte, die zusatzlich zu den Aufsichten angefertigt
wurden, konnten die Schichtdicken der synthetisierten EDPTO-Beschichtungen ermittelt werden.
Die hierzu verwendeten REM-Aufnahmen sind in Abbildung gezeigt. Es wird deutlich,
dass mit steigender Zyklenzahl auch die Schichtdicke zunimmt. In Abbildung sind die
gemessenen Schichtdicken gegen die durchlaufenden Abscheidezyklen aufgetragen, wahrend
die zugehorigen Zahlenwerte im Anhang in Abschnitt 8.3.2 zusammengefasst sind. Es zeigt sich,
dass ein linearer Zusammenhang zwischen den in der Synthese genutzten Abscheidezyklen und
der resultierenden Schichtdicke besteht.
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Abb. 5.10: REM-Aufnahmen der Probenquerschnitte verschiedener EDPTO-Beschichtungen, die
mit (a) 2, (b) 5, (c) 7 und (d) 10 Abscheidezyklen hergestellt wurden. Die Bilder (a) und
(b) sind bei 100 000-facher und 50 000-facher Vergrofierung aufgenommen, wéhrend
die Bilder (c) und (d) die Proben 25 000-fach vergrofiert darstellen.

Neben den Untersuchungen mittels REM wurden auch mit den Proben, die mit mehr Zyklen
hergestellt wurden, Krypton-Physisorptionsmessungen angestellt. Die zugeho6rigen Sorptionsi-
sothermen finden sich im Anhang in Kapitel 8.3.2. Die Isothermenverldufe der Proben sehen
sich in ihrem Verlauf sehr dhnlich, weshalb sie hier nicht explizit fiir jede Probe im Einzelnen
beschrieben werden. Generell lasst sich sagen, dass der Ubergang von der Multischichtadsorp-
tion zur Kondensation mit steigender Zyklenzahl weniger stark in Erscheinung tritt, da die
Kondensation spéter einsetzt bzw. nicht in der Physisorptionsisotherme wiederzufinden ist. Die
Auswertung erfolgte analog zu der bereits im Detail beschriebenen Sorptionsisotherme fiir die
EDPTO-Beschichtung mit zwei Abscheidezyklen.

Die ermittelten BET-Oberflachen (Aggr) sowie Porenvolumina (Vp) sind im Anhang tabel-
larisch in Abschnitt 8.3.2 aufgefiithrt und in Abbildung gegen die Zyklenzahl graphisch
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aufgetragen. Ahnlich den zuvor beschriebenen Schichtdicken lasst sich fiir beide Messwerte der

gleiche anndhernd lineare Zusammenhang zu der verwendeten Zyklenzahl feststellen.
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Abb. 5.11: Auftragung der Schichtdicken (links) und der BET-Oberflachen sowie der Porenvolu-
mina (rechts) der verschiedenen Titandioxidbeschichtungen gegen die Abscheidezy-

klenzahl.
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5.1 Kathodisch elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

Stabilitat der Beschichtung gegeniiber Wasser

Da die Beschichtungen zukiinftig Anwendung im Zahnbereich finden sollen und somit wéssrigen
Medien ausgesetzt sein werden, wurde die Bestandigkeit der Beschichtung gegeniiber Wasser
betrachtet. Die Untersuchungen fanden ausschliefilich an Substraten mit nur zwei CV-Zyklen
statt, da diese nach Betrachtung der REM-Aufnahmen den Eindruck erweckten, am starksten an
der Titanoberflache anzuhaften. Fiir eine erste Testreihe wurden die Substrate fiir unterschiedlich
lange Zeitabschnitte (3 Tage, 10 Tage und 20 Tage) in Reinstwasser ausgelagert und anschlie8end

mittels REM und Krypton-Physisorption untersucht, um die eingetretenen Veranderungen der

Oberflache im Vergleich zum unbehandelten Substrat zu ermitteln. Die hierzu angefertigen
REM-Aufnahmen der unterschiedlich lang eingelegten Proben sind in den Abbildungen

und dargestellt.

Abb. 5.12: REM-Aufnahmen der EDPTO-Beschichtungen vor (a) und nach Auslagerung in Reinst-
wasser nach den unterschiedlichen Zeitpunkten (b) 3 Tage, (c) 10 Tage und (d) 20
Tage. Die Proben sind mit 5 000-facher Vergrofierung aufgenommen worden.
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Nach drei Tagen sieht die Probenoberflache derjenigen der unbehandelten Substrate noch
sehr dhnlich. Es sind weiterhin deutliche Risse im Material sichtbar, die eine dhnliche Grofie
aufweisen. Nach zehn Tagen im wissrigen Medium sind deutlich kleinere und weniger Risse
zu erkennen. Die Auslagerung fiir zwanzig Tage scheint zu einem vollstindigen Verlust der
Materialrisse zu fithren. Eine mégliche Erklarung fiir dieses Phanomen konnte die Aufnahme
des Wassers in das Titandioxid sein, sodass sich wieder eine Oxid-Hydroxid-Mischung ausbildet,
wodurch es zur Quellung des Materials kommen kénnte [16} 263]. Folglich wiirden die einzelnen

Titandioxidinseln sich auch zur Seite ausdehnen und so die Risse schlieflen.

Abb. 5.13: REM-Aufnahmen der EDPTO-Beschichtungen (a) vor der Auslagerung in Reinstwasser
und nachher an den unterschiedlichen Zeitpunkten (b) 3 Tage, (c) 10 Tage und (d) 20
Tage. Die Proben sind mit 100 000-facher Vergréfierung aufgenommen worden.

Was bei allen in Wasser ausgelagerten Proben gleichermafien auffillt, sind ldngliche, stdbchen-
formige Ablagerungen auf der Oberflache, die vermutlich auf Auflésungs- und Rekristallisati-
onsprozesse des Titandioxids zurilickzufiihren sind. Da innerhalb der Zeitspanne das umgebende
Medium nicht regelmaflig gewechselt wurde, ist eine Sattigung des Wassers mit dem schwer-
16slichen Titandioxid denkbar [248], wodurch nicht nur die Auflésung sondern vielmehr auch
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5.1 Kathodisch elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

eine Materialumlagerung nicht unwahrscheinlich ist. Dieser Prozess kann neben der Quellung
gleichermafien auch die RissschlieBung begiinstigen.

Zusitzlich wurden REM-Aufnahmen mit hoherer Vergroferung betrachtet (Abbildung[5.13), um
die Veranderung des Porensystems zu untersuchen . Die Beschaffenheit der Probenoberflache
sieht nach dem Kontakt mit Wasser unverandert aus. Beim Ausmessen der beiden Porenklassen
hat sich jedoch ergeben, dass die Klasse 1-Poren nach der Einlagerung kleiner werden, die
Porendurchmesser aber unabhéngig der Zeit bei allen Proben auf etwa 8 nm absinken.

Auf die Klasse 2-Poren hingegen scheint eine kurze Auslagerung in Wasser keinen grofien
Einfluss zu haben, da sie kaum verandert sind und die Durchmesser gleich bleiben. Sind die
Proben jedoch eine ldngere Zeit dem wéassrigen Medium ausgesetzt steigt der Porendurchmesser
an, da offenbar Material aufgelost wird. Die gemessenen Zahlenwerte der unterschiedlichen

Porendurchmesser finden sich in Tabelle [5.4 zusammengefasst wieder.

Tab. 5.4: Durchschnittliche Porengréfie der EDPTO-Beschichtungen bei unterschiedlicher Ab-
scheidezyklenzahl nach Auslagerung in Wasser zu den untersuchten Zeitpunkten.

Zeitpunkt / Tagen Porengrofie / nm

Klasse 1 Klasse 2
0 15+4 25-40
3 8§+2 25-40
10 7+2 25-50
20 9+4 40-70

Die aufgenommenen Kypton-Physisorptionsisothermen zeigen abermals einen sehr dhnlichen
Verlauf zu den bisher vorgestellten Isothermen, weshalb sie im Anhang in Abschnitt 8.3.2
nachzuschlagen sind. Die Auswertung der Messdaten erfolgte analog zu den bereits besprochenen

Graphen und die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle [5.5|zusammengefasst aufgefiihrt.

Tab. 5.5: Durchschnittliche BET-Oberflachen sowie Porenvolumen der EDPTO-Beschichtungen
nach Auslagerung in Wasser zu den untersuchten Zeitpunkten.

Zeitpunkt / Tagen Agpr / cm?*cm™  Vpope/ nL-cm™

0 50 7.0
3 50 5.8
10 130 15.5
20 120 16.6

Fir die Beschichtung, die dem wéssrigen Medium nur drei Tage ausgesetzt war, hat sich an-

hand der Krypton-Physisorptionsmessung ergeben, dass das Porenvolumen um etwa ein Fiinftel
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geschrumpft ist, wiahrend die BET-Oberflache unverandert blieb. Im Rahmen der Messungenauig-
keit aufgrund der geringen vermessenen Probenmengen, kann die Abnahme des Porenvolumens
weitestgehend vernachléssigt werden. Daraus lasst sich ableiten, dass die Beschichtungen gegen-
iiber Wasser annahernd stabil sind, solange sie diesem nur iiber einen kurze Dauer ausgesetzt
sind. Bei einer Auslagerung fiir einen langeren Zeitraum tiber zehn und zwanzig Tage wird
jedoch ein anderes Resultat ersichtlich. Beide erhaltenen Messwerte sind hierbei auf mehr als das
Doppelte angestiegen, was mit der Beobachtung aus den REM-Aufnahmen tibereinstimmt, da
sich durch den Wassereinfluss grofiere Klasse 2-Poren ausgebildet haben. Hinsichtlich der BET-
Oberflache oder Porenvolumina lésst sich zwischen zehn und zwanzig Tagen kein nennenswerter
Unterschied ausmachen, sodass in diesem Zeitraum vermutlich keine oder nur wenig Umkristal-
lisation des Titandioxids stattgefunden hat. Somit erscheinen die EDPTO-Beschichtungen tiber
einen langeren Zeitraum betrachtet, was ihre Struktur anbelangt, nicht vollstandig widerstands-
fahig gegeniiber dem Einfluss von Wasser, aber sie werden nicht zur Ganze aufgelst. Um diese
erste Vermutung zu belegen, miissten noch tiefer gehende Untersuchungen iiber deutlich langere
Zeitabschnitte angestellt werden, bei denen zusatzlich das Medium regelmaflig ausgetauscht

wird, um den Abtransport der gelosten Spezies im Gewebe zu simulieren.

Zusammenfassung der Ergebnisse der einseitig beschichteten Substrate

Mithilfe der kathodischen Elektrodeposition konnten nanoporése Titandioxidbeschichtungen
synthetisiert werden. Mit zwei cyclovoltammetrischen Abscheidezyklen werden Schichten ho-
mogener Natur mit einer Schichtdicke von etwa 450 nm erhalten. Die Oberfliche ist weitraumig
durch feine Risse gekennzeichnet. Es konnten zwei unterschiedliche Porenklassen ermittelt wer-
den, deren Porendurchmesser sich auf 15 nm + 4 nm und auf 25 nm bis 40 nm belaufen. Mithilfe
von XPS- und RAMAN-Untersuchungen konnte das abgeschiedene Material als stochiometrisch
reines Anatas mit kleinen Rutilanteilen identifiziert werden. Krypton-Physisorptionsmessungen
deuten auf Mesoporen hin und legen die Anwesenheit von Primérpartikeln nahe. Es konn-
ten eine BET-Oberfliache von 50 cm?® - cm ~# und ein Porenvolumen von 7.0 nL - cm™ berechnet
werden. Die Untersuchung von Beschichtungen mit mehr Zyklen zeigte einen linearen Zusam-
menhang zwischen der Zyklenzahl und der Schichtdicke sowie der BET-Oberflache und dem
Porenvolumen. Allerdings verschlechtert sich die Anhaftung des abgeschiedenen Materials mit
zunehmender Zyklenzahl. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass bei einer héheren Zyklen-
zahl kleinere Klasse 1-Poren und grofiere Klasse 2-Poren erhalten werden. Die Beschichtungen
zeigten deutliche Anderungen in ihrer Beschaffenheit nach der Auslagerung in Reinstwasser
und erwiesen sich somit als nicht stabil bei einem langerem Kontakt mit wéassrigem Medium.
Dies zeigt eine unzureichende Stabilitat des Materials, das somit nicht als Tragersystem fiir ein

Medikamentenfeisetzungssystem geeignet ist, da sich das Material nicht auflosen sollte.
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Variation der Probengeometrie und doppelseitige Beschichtung

Innerhalb dieser Arbeit wurden neben den bereits beschriebenen EDPTO-Beschichtungen wei-
tere Substrate unterschiedlicher Geometrie mit doppelseitiger Beschichtung benétigt, die im

Folgenden vorgestellt werden.

. ’ | . }

Abb. 5.14: Photographie von Substraten mit unterschiedlichen Probengeometrien und doppel-
seitiger EDPTO-Beschichtung. Geometrien von links nach rechts: 1.5cm-1.5cm
(einseitig), 0.8 cm - 1.5 cm (EDPTO-0815), 1cm-1cm (EDPTO-1x1) und 1cm-2cm
(EDPTO-1x2).

Es wurden Titansubstrate mit den Geometrien 0.8 cm-1.5cm, 1cm-1cm und 1 cm- 2 cm ver-
wendet, die nachfolgend als EDPTO-0815, EDPTO-1x1 und EDPTO-1x2 bezeichnet werden. Die
Substrate weisen jeweils eine Bohrung an der oberen Kante auf, die genutzt wurde, um die
Titanfolien mithilfe eines Drahtes wéhrend der elektrochemischen Abscheidung vollstindig in
die Elektrolyselosung zu tauchen. In Abbildung sind die beschichteten Substrate mit den
unterschiedlichen Geometrien gezeigt. Die drei doppelseitig beschichteten Substrate weisen
eine weiflliche Probenoberflache auf, was bei der nur einseitig mit 2 CV Zyklen beschichteten
Folie nicht der Fall ist. Da die Oberflachen der nur einseitig behandelten Titanoberflachen (vgl.
Abb. mit mehr Abscheidezyklen aufgrund der hoheren Schichtdicken ebenfalls weif3 sind,
liegt die Vermutung nahe, dass die doppelseitige Beschichtung gleichermafien dicker ausfallt.
Die Beschichtung des EDPTO-0815 Titansubstrats erscheint homogen und weist nur wenige
Kratzer auf. Optisch erscheinen EDPTO-1x1 und EDPTO-1x2 inhomogen, da die Oberflache
jeweils Stellen aufweist, die weniger weif sind.

Die nahere Charakterisierung der Oberflache erfolgte mittels REM-Untersuchungen. Die REM-
Aufnahmen der Substrate mit unterschiedlicher Geometrie sind in Abbildung|[5.15|dargestellt. Die
Oberflache des EDPTO-0815 weist stellenweise eine sehr homogene und rissfreie Beschichtung
auf, wihrend die TiO,-Schicht an anderen Stellen durch deutliche Risse gezeichnet ist. Einige
der Kanten sind leicht nach oben gebogen, aber die Beschichtung haftet zum grof3ten Teil fest
an die Titanoberflache. Das EDPTO-1x1 hingegen weist keinerlei rissfreie Stellen auf. Allerdings
lassen sich auch bei dieser Beschichtung Bereiche ausmachen, an denen die Rissbildung starker
ausgepragt ist. Die Kanten der einzelnen EDPTO-Inseln sind an den Bereichen groflerer Risse
starker nach oben gebogen. Trotzdem ist der grofite Teil der Oberfliche mit Titandioxid bedeckt
und es gibt keine grof3flachigen Stellen an denen die Beschichtung vollstindig abgeplatzt ist.

Die Beschichtung des EDPTO-1x2 weist noch grofiere Risse auf als die zuvor beschriebene
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5 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 5.15: REM-Aufnahmen der EDPTO-Beschichtung auf Titansubstraten unterschiedlicher
Geometrie: EDPTO-0815 (a) und (b), EDPTO-1x1 (c) und (d) sowie EDPTO-1x2 (e)
und (f). Die Bilder (a), (c) und (e) zeigen die Probenoberfliche mit 1 000-facher Ver-
groflerung und auf (b), (d) und (f) sind die Substrate 100 000-fach vergrofert.
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Oberflache. Die Kanten der EDPTO-Inseln sind noch stiarker nach oben gebogen, wodurch die
Beschichtung den Eindruck hinterlésst, schlechter anzuhaften als das EDPTO-1x1. Trotzdem
sind keine Bereiche sichtbar, an denen die Oberflache nicht von der Beschichtung bedeckt ist. In
diesem Fall lasst sich keine Regelmafligkeit ableiten, nach der eine grof3ere Substratoberflache zu
einer schlechter anhaftenden Schicht mit stiarker ausgepréigten Rissen im EDPTO fiihrt, da das
Substrat mit der kleinsten Oberflache bereits deutliche Risse aufweist, wahrend die mittelgrofle
Oberflache des EDPTO-0815 vom EDPTO dichter bedeckt ist. Dies kann darin begriindet sein,
dass bei EDPTO-0815 das Verhiltnis von Kathoden- und Anodenoberfliche am besten zusam-
menpassen und bei den anderen beiden Proben ein grofieres Ungleichgewicht herrscht. Um
diese These ndher zu evaluieren, sollten weitere Proben mittels REM analysiert und eventuell
zusatzliche Oberflachenverhaltnisse erprobt werden.

Aus den hoher aufgelosten Bildern geht hervor, dass die pordse Struktur der Substrate mit
der neuen Geometrie bei allen Substraten sehr dhnlich ist. Bei den Strukturen sind weiterhin
Klasse 1- und Klasse 2-Poren zu erkennen, die sich in ihrer Grofie leicht unterscheiden. Die
ausgemessenen Porendurchmesser finden sich in Tabelle [5.6| wieder. Im Vergleich mit den ein-
seitig beschichteten Substraten fallt auf, dass die Klasse 1-Poren kleiner ausfallen, aber die drei
doppelseitig beschichteten Substrate gleich grofe Porendurchmesser aufweisen. Die Klasse 2-
Poren hingegen unterscheiden sich starker voneinander, wodurch die Oberflachenbeschaffenheit
der drei Proben sehr unterschiedlich wirkt. Im EDPTO-0815 sind relativ wenig Klasse 2-Poren
auszumachen, die in ihren Porendurchmessern etwas kleiner sind als im EDPTO der einseitig
beschichteten Probe. Aus den Aufnahmen geht hervor, dass die Klasse 2-Poren des EDPTO-1x1
und EDPTO-1x2 etwa doppelt so grof3 sind. Bei beiden Substraten sind die Porendurchmesser in
etwa gleich grof3, allerdings wirken die Klasse 2-Poren des EDPTO-1x1 grofler, da sie teilwei-

se ineinander tibergehen und die Oberfliche dadurch groiere Locher und Unebenheiten aufweist.

Tab. 5.6: Durchschnittliche Schichtdicken der doppelseitigen EDPTO-Beschichtungen unter-
schiedlicher Geometrie im Vergleich mit dem einseitig beschichteten Substrat.

Substrat Porengdfie / nm Schichtdicke / pm
Klasse 1 Klasse 2

einseitig 15+4 25 - 40 0.45+0.01

EDPTO-0815 9«2 20 - 30 1.11 +0.09

EDPTO-1x1 82 30-70 0.69 +0.05

EDPTO-1x2 10+3 30 - 60 1.33 £ 0.07

Mithilfe von REM-Aufnahmen der Probenquerschnitte wurden die Schichtdicken der EDPTO-

Beschichtungen auf den Titansubstraten unterschiedlicher Geometrie ausgemessen. Die verwen-
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deten Querschnittsbilder sind in Abbildung|5.16|gezeigt und die ermittelten Schichtdicken finden
sich in Tabelle 5.6 wieder. Aus den Bildern geht neben der unterschiedlichen Schichtdicke des
abgeschiedenen EDPTOs hervor, dass die Dichte des aufgewachsenen Materials relativ ahnlich
zu sein scheint. In allen Proben sind iiber den Querschnitt gleichmaf3ig die zuvor ausgemessenen
Klasse 1-Poren auszumachen und das Material wirkt in allen Proben homogen. Zusatzlich sind
kaum Unebenheiten in der Schichtdicke zu erkennen. Bei allen drei Geometrien wurden grofiere

Schichtdicken als bei der einseitigen Beschichtung festgestellt.

Abb. 5.16: REM-Aufnahmen der Probenquerschnitte verschiedener EDPTO-Beschichtungen
mit (a) runder beschichteter Flache und Probengeometrien von (b) EDPTO-0815, (c)
EDPTO-1x1 und (d) EDPTO-1x2. Die Bilder wurden mit 50 000-facher Vergréf3erung
aufgenommen.

Die EDPTO-0815 Substrate wurden zusatzlich mittels Krypton-Physisorption charakterisiert.
Der Isothermenverlauf ist den bereits vorgestellten sehr d&hnlich und findet sich in Abschnitt 8.3.2
wieder. Die Untersuchung ergab mit 120 cm? - cm™ eine fast 2.5-fach grofiere BET-Oberfliche,
als die nur einseitig beschichteten Folien aufwiesen. Auch das bestimmte Porenvolumen von

17.8nL-cm™? ist in etwa 2.5 mal gréBer. Wird dies mit der in etwa 2.4-fach dickeren Schicht ins
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Verhiltnis gesetzt, liegt nahe, dass weiterhin der gleiche lineare Zusammenhang besteht, der bei
der Untersuchung der Abhéngigkeit der Zyklenzahl festgestellt wurde, und von der Schichtdicke

auf die BET-Oberfldche und das Porenvolumen geschlossen werden kann.

Vergleich der Cyclovoltagramme

Die zunehmende Schichtdicke der abgeschiedenen EDPTO-Beschichtung bei grofier werdender
Probenoberflache sowie die Neigung zur ausgepragteren Rissbildung lassen sich jeweils mithilfe
des zugehorigen Cyclovoltagramms erklaren. Abbildung zeigt die vier Cyclovoltagramme

mit je zwei CV Abscheidezyklen der vier unterschiedlichen Probengeometrien.
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Abb. 5.17: Cyclovoltagramme einer Elektrodeposition mit zwei Abscheidezyklen fiir unterschied-
liche Probengeometrien mit einer Potentialreichweite von 0 V und -2.6 V mit einer
Scanrate von 0.1 V-s™'. Vergleich des bekannten Cyclovoltagramms (a) mit den Kurven
der Proben mit den Geometrien (b) 0.8 cm-1.5¢cm, (¢) 1cm-1cm und (d) 1cm- 2 cm.

Beim Vergleich der neuen Probengeometrie mit doppelseitiger Beschichtung mit der nur ein-
fach beschichteten Flache fallt auf, dass die geflossene Ladungsmenge infolge der grofieren
Elektrodenoberflache deutlich ansteigt. Da sich die Flache der Arbeitselektrode bei dieser Va-
riante von etwa 0.78 cm? auf mehr als das Doppelte vergrofert, ist dies eine zu erwartende

Folge. In diesem Aufbau werden zusatzlich zwei Platinnetze als Gegenelektroden verwendet,
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wodurch sich nicht nur die Oberflache der Arbeitselektrode, sondern auch die der Gegenelek-
trode, verdoppelt. Dementsprechend sind die geflossenen Ladungsmengen in etwa vier- bis
finfmal hoher, was mehr Stoffumsatz pro Zeit entspricht. Neben dieser Beobachtung lasst sich
im Cyclovoltagramm noch ein weiterer deutlicher Unterschied ausmachen. Bei allen doppelseitig
beschichteten Substraten ist ein zusatzlicher Peak bei einer Spannung von -1.2 V zu sehen, der bei
der kleineren Flache nicht aufgetreten ist. Da bei diesen Substraten eine leichte Gasentwicklung
festgestellt werden konnte, wird dieses Signal die Wasserstoffentwicklung kennzeichnen, die
zuvor unterdriickt worden ist. Aufgrund des hoheren Ladungsiibertrags ist naheliegend, dass
bei der Beschichtung doppelseitiger Substrate eine grofiere Anzahl Hydroxid-Ionen entstehen,
wodurch eine stiarkere Erhohung des pH-Wertes eintritt und das Schichtwachstum weiter be-
giinstigt wird. Demnach sollten die Beschichtungen bei einer kleineren Zyklenzahl bereits dicker
wachsen als bei den Substraten mit nur einseitiger Beschichtung. Diese Uberlegung deckt sich
mit den Ergebnissen aus den REM-Aufnahmen der Probenquerschnitte sowie dem grofieren
Porenvolumen und der héheren BET-Oberflache, die mittels Krypton-Physisorption bestimmt
wurden. Bei den Substraten mit hoherer Abscheidezyklenzahl hat sich bereits gezeigt, dass
dickere Beschichtungen die Rissbildung begiinstigen und die Anhaftung verschlechtern. Dieses
Phénomen spiegelt sich hier teilweise ebenfalls wider. Zusatzlich wird durch die Wasserstof-
fentwicklung auf der Kathodenoberflache die Rissbildung weiter vorangetrieben, da die sich
bildenden Gasbldschen die Ausbildung einer homogenen Beschichtung behindern. Generell
fithren hohe Ladungsdichten zu nur unvollstindiger Bedeckung und schlechterer Anhaftung
[165].

Mechanische und physikochemische Stabilitat der doppelseitigen Beschichtung

Zusatzlich zu den Untersuchungen der Stabilitdt des EDPTOs gegeniiber Wasser wurden die
EDPTO-0815 Substraten weiteren Einfliissen ausgesetzt, um zu beurteilen, in welchem Rahmen
die Beschichtungen wiahrend der nachfolgenden Modifizierungen beeinflusst und geschadigt
werden. Aulerdem wurde die Anhaftung der Schichten mithilfe von ScoTcH-TAPE evaluiert,
um einen ersten Eindruck der mechanischen Stabilitat gegeniiber einer gleichméfligen Bean-
spruchung des Materials iiber eine grofe Flache zu gewinnen. Die Beurteilung der Einflisse auf
die Beschichtung erfolgte mittels der REM-Aufnahmen, die in den Abbildungen bis
dargestellt sind. Weiterhin wurden Physisorptionsmessungen mit Krypton angestellt, deren
Ergebnisse in Tabelle |5.7| zusammengefasst sind.

Durch das Aufkleben und spétere Abziehen des ScoTcH-TAPE wurden keine Teile der Beschich-
tung abgelost (siehe Abbildung [5.18). Vielmehr fanden sich bei der spiteren Untersuchung
Riickstande des Klebefilms auf der Beschichtung, weshalb die mechanische Anhaftung als aus-
reichend eingestuft wurde. Bei der nédheren Betrachtung des Porensystems, an den Stellen an

denen sich keine Kleberiickstinde befanden, zeigt sich die intakte und kaum veranderte Struktur.

96



5.1 Kathodisch elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

Dies zeigt eine relativ starke Anhaftung der Beschichtung auf dem Titansubstrat und demnach

wurde anhand dieser ersten Einschatzung eine akzeptable mechanische Stabilitidt angenommen.

Abb. 5.18: REM-Aufnahmen der doppelseitigen EDPTO-Beschichtung nach Testung der mecha-
nischen Stabilitat mittels ScorcH-TAPE.

Mit dem EDPTO-0815 wurden ebenfalls Auslagerungen in Wasser durchgefiihrt. Hier ist das
Ergebnis nach 20 Tagen prasentiert (siehe Abbildung [5.19). Wie bereits zuvor beschrieben,
lassen sich auf der weniger hoch aufgelosten Aufnahme stabchenférmige Riickstande erkennen,
wihrend die restliche Struktur intakt geblieben ist. Aus der Aufnahme mit héherer Auflésung
geht hervor, dass sich Teile der Beschichtung aufgelost zu haben scheinen. Insgesamt ergibt
sich ein sehr dhnliches Bild zu den Einfliissen auf das EDPTO der nur einseitig beschichteten
Substrate.

Abb. 5.19: REM-Aufnahmen der doppelseitigen EDPTO-Beschichtung nach Auslagerung in Was-
ser fiir 20 Tage.
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Die Auslagerung der Substrate in siedendem Ethanol fiir sechs Stunden fithrt zu einer starkeren
Schidigung des EDPTOs (siehe Abbildung|[5.20). Es kommt zu einer deutlichen Rissvergrofierung,
sodass sich viele einzelne Inseln bilden, die teilweise nach oben gebogene Kanten aufweisen.
Der Grofiteil der Beschichtung scheint trotzdem weitestgehend anzuhaften und die Oberflache
zu bedecken. In der hoher aufgelosten Aufnahme wirkt die Oberflache weniger scharf definiert.

Wihrend der Behandlung scheint das Material sich starker zusammengeballt zu haben, sodass

in der Folge kaum noch Klasse 1-Poren auszumachen sind.

Abb. 5.20: REM-Aufnahmen der doppelseitigen EDPTO-Beschichtung nach Auslagerung in sie-
dendem Ethanol fiir 6 Stunden.

Abb. 5.21: REM-Aufnahmen der doppelseitigen EDPTO-Beschichtung nach Auslagerung in DCM
fiir 24 Stunden.

Die Behandlung mit DCM fiir 24 Stunden hat einen sehr dhnlichen Einfluss auf die Beschichtung

wie das siedende Ethanol (siehe Abbildung[5.21). Auch in diesem Fall zeigt sich eine deutlich

starkere Rissbildung mit einer weiterhin gleichmafig bedeckten Titan-Oberflache. Auch hier
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sind die Inselkanten nach oben gebogen. In der Hochauflosung zeigt sich ebenfalls, dass die
Klasse 1-Poren weitestgehend degradiert sind.

Die Lagerung der Substrate in DCM mit gleichzeitiger Ultraschallbehandlung zeigt ein leicht
anderes Ergebnis (siehe Abbildung|[5.22). Es ist ebenfalls eine deutlich stérkere Rissbildung zu
erkennen, allerdings ist zusétzlich stellenweise das EDPTO abgeplatzt, sodass keine vollstandige
Bedeckung der Titan-Oberflaiche mehr gegeben ist. Weiterhin sind die einzelnen Inseln kleiner
als bei der Behandlung mit Ethanol oder der langeren Lagerung in DCM, die zuvor gezeigt
wurden. Auf das Porensystem hingegen hatte diese Behandlung jedoch weniger Einfluss. Es ist
weiterhin die Porenstruktur auszumachen, bei der die Klasse 1- und Klasse 2-Poren noch intakt

sind und kaum verandert wirken.

Abb. 5.22: REM-Aufnahmen der doppelseitigen EDPTO-Beschichtung nach Auslagerung in DCM
mit Ultraschallbehandlung fiir 40 Minuten.

Die erhaltenen Isothermen der Krypton-Physisorptionsmessungen befinden sich im Anhang
in Abschnitt 8.3.3. Die daraus ermittelten BET-Oberflichen und Porenvolumina sind hier in
Tabelle [5.7| aufgefithrt und mit der unbehandelten Beschichtung verglichen. Bei den in Wasser
ausgelagerten Substraten hat sich ein Problem ergeben, da sich wahrend der Messung zunachst
kein konstanter Druck einstellen lief3. Auch nach wiederholter Durchfithrung entspricht der
Verlauf der Isotherme nur innerhalb der ersten Hélfte der Messung der Erwartung, da ab diesem
Zeitpunkt das adsorbierte Gasvolumen nicht weiter ansteigt. Da die REM-Aufnahmen aber eine
ahnliche Oberflachenstruktur zu den zuvor untersuchten Beschichtungen zeigen, wurde auch
fiir die Sorption ein dhnliches Verhalten erwartet. Innerhalb dieser Messung wurde aber kaum
Krypton adsorbiert und auch beim Desorptionszweig wurde entgegen der Erwartung keine
Hysterese festgestellt, weshalb letztlich nur die BET-Oberflache aus dem Anfang der Messung
ermittelt wurde, in dem der Verlauf der Erwartung entspricht. Auf die Bestimmung des Porenvo-
lumens wurde verzichtet, da die gesamt adsorbierte Gasmenge aufgrund des Isothermenverlaufs

zu gering erscheint.
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Tab. 5.7: Durchschnittliche BET-Oberfldchen sowie Porenvolumina der doppelseitigen EDPTO-
Beschichtungen nach Einfluss unterschiedlicher Synthesebedingungen.

Behandlung  Agpr / cm™%-cm?  Vpo / nL-cm™

unbehandelt 120 17.8
H20 90 -
EtOH 100 12.9
DCM 100 12.2
Ultraschall 60 9.3

Im Vergleich mit der unbehandelten Probe zeigt sich, dass die BET-Oberflache um etwa ein
Viertel abnimmt, was einen gegenteiligen Trend zu den einseitigen Beschichtungen darstellt, bei
denen die BET-Oberfldche bei einer lingeren Einlagerung in Wasser auf mehr als das Doppelte
angestiegen ist. Dies kann entweder mit der Messung selbst zusammenhéngen oder kann darin
begriindet sein, dass in diesem Fall die Wassermenge, in der die Substrate ausgelagert waren
geringer war und nicht ausgewechselt wurde, da in diesem Fall keine dazwischen liegenden
Zeitpunkte untersucht wurden. Aufgrund der folglich hoheren Titanionenkonzentration ist
moglicherweise die Degradation langsamer fortgeschritten als zuvor. In jedem Fall sollte diese
Untersuchung mit Wasser unter den gleichen Bedingungen wie bei den einseitigen Folien noch
einmal wiederholt werden, um den besseren Vergleich zu erméglichen. Die Einfliisse des EtOHs
und DCMs sind sich sehr dhnlich. Beide Losemittel verursachen eine leichte Degradation der
Beschichtung, was sich in Form der Abnahme der BET-Oberldche um etwa ein Fiinftel sowie des
Porenvolumens um etwa ein Drittel deutlich macht. Diese Beobachtung steht in Einklang mit
der Beobachtung aus den REM-Aufnahmen, dass die kleineren Klasse 1-Poren weitestgehend
degradiert sind. Die Substrate, die in DCM mit Ultraschall behandelt wurden zeigen auch
in der Krypton-Physisorption eine noch deutlichere Degradation, wie es sich bereits in den
REM-Aufnahmen vermuten lief3. Da hier grof3e Teile der Schicht abgeplatzt waren, ist es nicht
weiter verwunderlich, dass sowohl das Porenvolumen als auch die BET-Oberflache im Vergleich
mit der unbehandelten Probe in ihrer Grofie halbiert sind. Zusammenfassend lasst sich aus
dieser Untersuchung schlieflen, dass auch die doppelseitig beschichteten Substrate auf langere
Sicht gegeniiber den verschiedenen Syntheseparametern sowie der langeren Auslagerung in

wissrigem Medium nicht stabil sind.

Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die doppelseitigen Beschichtungen

Es konnte gezeigt werden, dass die kathodische Elektrodeposition sich ebenfalls fiir die Beschich-
tung doppelseitiger Substrate eignet. Bei der Variation der Probengeometrie hat sich gezeigt,

dass abhéngig von der Gesamtflache die Schichtdicken steigen und sich auch die Anhaftung der
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Beschichtung bei gleicher Zyklenzahl unterscheidet. Aus den Cyclovoltagrammen ging hervor,
dass dieses Phdnomen mit der geflossenen Strommenge zusammenhangt. Auflerdem hat sich
gezeigt, dass bei den hoheren Ladungsmengen die Wasserstoffreduktion nicht mehr unterdriickt
wird, wodurch vermutlich das Schichtwachstum beeinflusst wird und mehr Risse entstehen. Fur
alle doppelseitig beschichteten Substrate wurden im Vergleich mit der einseitigen Beschichtung
kleinere Klasse 1- und groflere Klasse 2-Poren erhalten, die fiir alle drei Geometrien in der glei-
chen Grofienordnung liegen. Die mit den doppelseitig beschichteten Substraten durchgefiihrten
Stabilitatsuntersuchungen haben ergeben, dass die EDPTO-Beschichtung bei langerem Kontakt
mit Wasser, DCM oder Ethanol nicht stabil ist. Insbesondere die Behandlung im Ultraschallbad
beschleunigt die Degradation merklich. Dies deckt sich mit den Beobachtungen, die bereits
bei den einseitigen Beschichtungen gemacht wurden. Somit ist fragwiirdig, ob diese Art der
Titandioxidbeschichtung sich als Implantatmodifikation eignet, da die Beschichtung fiir diesen

Zweck iiber lange Zeitraume stabil sein muss.
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5.1.2 Charakterisierung der unterschiedlichen Oberflachenmodifikationen

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Entwicklung eines Stimulus-responsiven Freisetzungssys-
tems, das auf eine duflere pH-Wert Anderung mit einer Medikamentenfreisetzung reagieren soll.
Hierfiir wurden die im letzten Kapitel vorgestellten EDPTO-Beschichtungen als Tragermaterial
genutzt. Durch eine Oberflaichenmodifikation des Materials mit Phosphonsduren und Silanen
sollten funktionelle Gruppen eingebracht werden, um die Eigenschaften des EDPTOs dahinge-
hend zu beeinflussen, die Freisetzungskinetik in einem gewissen Rahmen einzustellen. Weiterhin
wurden durch diesen Schritt Benzophenongruppen eingebracht, die als Ankerpunkte dienen
sollten, um die Anbindung einer Polymerschicht aus Poly-(4-vinylpyridin) (P4VP) zu ermogli-
chen, wodurch eine steuerbare Freisetzung realisiert werden sollte. In diesem Abschnitt werden
die unterschiedlich modifizierten Substrate vorgestellt und charakterisiert, die im Rahmen einer
generellen Untersuchung verschiedener Modifizierungen gemacht wurden. Auf die Funktiona-
lisierung der Oberfliche mit dem Linker und der Polymerschicht wird in Kapitel 5.1.3 nidher
eingegangen. Zunidchst werden die Ergebnisse beziiglich der unterschiedlichen Phosphonsduren
diskutiert, wobei ein besonderer Schwerpunkt auf die Aminofunktionalisierung gelegt wurde.
Auflerdem wird die Stabilitat der Modifizierung gegeniiber zahlreicher, verschiedener Einfliisse
bewertet und die unterschiedlichen Anbindungsvarianten miteinander verglichen. Anschlieflend

folgt der Abschnitt, in dem die Modifizierung durch Silane vorgestellt und charakterisiert wird.

Modifizierung durch Phosphonsauren

Die Modifikation der EDPTO-Oberflache sollte in Hinblick auf die spitere Medikamentenfreiset-
zung unterschiedliche funktionelle Gruppen einbringen, sodass eine verbesserte Wechselwir-
kung mit dem eingelagerten Wirkstoff ermoglicht wird. Dies soll einerseits dazu fithren, dass
mehr Wirkstoff eingelagert werden kann und andererseits eine verzogerte Freisetzung erfolgt.
Hierzu wurde die in Abschnitt 4.3.2 beschriebene Variante 1 als Anbindungsmethode gew#hlt,
da durch die lange Inkubationszeit eine Diffusion des Reagenz ins Schichtinnere moglich ist
und die Wahrscheinlichkeit erhoht wird, eine Modifikation der gesamten inneren Oberflache
zu erreichen. Zunichst wurden als Modifizierungsreagenzien 3-Aminopropylphosphonsaure
(APPA) und Carboxyethylphosphonsiure (CPPA) verwendet um Amino- bzw. Carboxylgruppen
einzubringen. Zusétzlich wurde Phenylphosphonsaure (PPA) getestet, um die Anbindung der

Phosphonsauren selbst naher zu untersuchen.

Fiir den qualitativen Nachweis der Phosphonsiuren auf der Oberfliche wurden XPS Unter-
suchungen angestellt. Die aufgenommenen XP-Spektren fiir das P 2p-Orbital der unterschiedlich
modifizierten EDPTO-Substrate sowie eine Referenzprobe sind in Abbildung dargestellt. Es
ist zu erkennen, dass das nicht modifizierte EDPTO, das als Referenzprobe verwendet wurde,

bei der dem P 2p-Orbital zugehorigen Bindungsenergie von 132.9 eV kein Signal aufweist und
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demnach keinen Phosphor enthilt. Die anderen drei Spektren zeigen jeweils ein Signal, dessen
Maximum sich eindeutig dem P 2p-Orbital zuordnen lasst (APPA: 133.2 eV, CPPA: 133.2 eV, PPA:

133.3 eV). Es wurde von einer erfolgreichen Modifikation in allen drei Fallen ausgegangen.

P 2p ——EDPTO
——APPA
——CPPA
—PPA
3 NPV
2T AA
T
‘®
c
O
=
T T T T T T T T T T T 1
140 138 136 134 132 130 128

Bindungsenergie / eV

Abb. 5.23: Rontgenphotoelektronenspektrum der unmodifizierten (untere Kurve) und mit (von
oben nach unten) APPA (griin), CPPA (rot) und PPA (lila) modifizierten EDPTO-
Substrate. Die Spektren sind im im Bereich der Bidnungsenergien des P 2p-Signals
aufgenommen worden.

Bei genauerer Betrachtung der Spektren fallt auf, dass sich die Intensitaten der Signale leicht
unterscheiden. Das Signal der mit APPA modifizierten Probe zeigt in diesem Spektrum die
hochste Intensitat, was bei einer quantitativen Auswertung mehr Phosphor und somit einer
hoheren Phosphonsiuredichte entsprache. Bei einer solchen quantitativen Auswertung konnen
allerdings nur die Elementkonzentrationen innerhalb einer Probe bestimmt werden und es
sind keine absoluten Aussagen moglich, weshalb hierfiir auch die Titan- und Sauerstoffsignale
beriicksichtigt werden miissten, da sich durch eine minimal unterschiedliche Anordung der
Probe zur Rontgenquelle oder zum Detektor leicht Intensitatsunterschiede ergeben konnen.

Eine quantitative Auswertung der aufgenommenen Spektren erfolgte daher an dieser Stelle nicht.

Zusaztlich wurden Kontaktwinkelmessungen angefertigt, um den Einfluss der verschiedenen
Phosphonsauren auf die Hydrophilie der Oberflache zu untersuchen. Die Modifikation mit APPA
und CPPA fiihrt verglichten mit dem unmodifizierten EDPTO jeweils zu einer Abnahme des
Kontaktwinkels, was eine Zunahme der Hydrophilie bedeutet. Die mit PPA modifizierte Oberfla-
che hingegen zeigt aufgrund des unpolaren Restes eine deutliche Zunahme des Kontaktwinkels,

was auf eine starker ausgepragte Hydrophobie hindeutet.
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Abb. 5.24: Gemittelte Kontaktwinkel der EDPTO-Substrate vor und nach der Modifizierung mit
APPA, CPPA oder PPA.

Aus den XPS und Kontaktwinkel Untersuchungen geht hervor, dass eine erfolgreiche Oberfla-
chenmodifikation des EDPTOs mit verschiedenen Phosphonsauren erfolgreich durchgefiihrt
werden konnte. Von den drei urspriinglich durchgefithrten Modifikationen wurde lediglich APPA
ausgewdihlt, um damit weitere Untersuchungen durchzufithren. Die Modifikation mit PPA wurde
in erster Linie durchgefiihrt, um eine signifikante Anderung des Kontaktwinkels zu verzeichnen
und so einen weiteren Nachweis fiir die Anwesenheit der Phosphonsaure zu erbringen. Folglich
wurde im weiteren Verlauf der Arbeit die Modifikation mit PPA nicht weiter verfolgt. CPPA
wurde ausgewihlt, um durch die Carboxylgruppen eine verbesserte Wechselwirkung mit dem
eingelagerten Wirkstoff zu erzielen. Da sich bei den ersten Freisetzungsstudien (siehe Kapitel
5.1.4) mit Methylenblau (MB) nur geringe Mengen MB freisetzen lieen, wurde die Modifikation
mit CPPA ebenfalls nicht weiter verfolgt. Stattdessen wurde im weiteren Verlauf der Arbeit
versucht durch MPTMS Sulfonsduregruppen einzubringen, um die Oberfliche azider zu machen
als durch die Carboxylgruppen und somit die Freisetzung starker zu beeinflussen. Die Ergebnisse
beziiglich der Modifikation mit MPTMS sind im Abschnitt zu der Modifikation durch Silane
aufgefiihrt.

Die amphoteren Gruppen an der Oberflaiche des EDPTOs werden in Abhédngigkeit des dufieren
pH-Wertes protoniert oder deprotoniert, wodurch eine positive oder negative Oberflichenladung
resultiert. Die Zeta-Potential Bestimmung planarer Oberflachen erfolgt durch die Messung des
Stromungspotentials in einem Kapillarsystem. Beim Kontakt der Oberfliche mit wiassrigem
Medium resultiert eine Oberflachenladung, die im stromungsfreien Zustand durch die Adsorp-
tion von geladenen Teilchen aus der wassrigen Phase ausgeglichen wird. Stromt die Losung
durch die Kapillare, erfahren die anhaftenden Ladungstrager Scherkrafte, wodurch sie teilweise
mitgespiilt werden und ein Stromungspotential gemessen werden kann. Dieses ist abhangig von
der Ionenstarke, dem Kapillardurchmesser und dem Volumenstrom der Losung. Eine Messung

des Zeta-Potentials erfolgt haufig, indem bei konstantem Volumenstrom und einer gleichmaf3i-
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gen Druckédnderung das Stromungspotential oder die Stromungsstromstérke tiber die Messung
aufgezeichnet wird. Es erfolgt eine Auftragung der Stromanderung gegen die Druckénderung
und in dem Bereich, in dem ein linearer Zusammenhang erhalten wird, kann das Zeta-Potential
mithilfe der HELMHOLTZ-SMOLUCHOWSKI Gleichung berechnet werden, mit der weitere Parame-
ter wie Lange und Querschnitt der Kapillare sowie Viskositiat und Dielektrizitatskonstante der
Losung beriicksichtigt werden.

Um den Einfluss der Amino-Modifizierung auf die Oberflachenladung zu untersuchen, wurden
an den Proben von MAREN LINDEMANN am Institut fiir Technische Chemie an der TU Braun-
schweig pH-Wert abhédngige Zeta-Potential Bestimmungen durchgefiihrt. Zunachst wird auf die
unmodifizierte EDPTO-Oberflache eingegangen. Die Auftragung der Strom-Druck-Kurve ist
fir diese Messung beispielhaft in Abbildung Die erhaltenen Werte der Zeta-Potentiale fiir
unmodifiziertes EDPTO und die Amino-modifizierte Oberflache sind zum Vergleich in Abbil-
dung gegen den pH-Wert aufgetragen. Fiir die Strom-Druck-Kurve des EDPTOs zeigt sich,
dass sich kein streng linearer Verlauf ergibt, weshalb die Messung nicht als absolut zuverlassig
eingestuft wurde. Fiir die modifizierte Kurve zeigt sich ein dhnliches Bild. Die Auftragung ist im
Anhang in Abschnitt 8.3.4 nachzusehen. Eine erste Einschédtzung der Zeta-Potentiale lassen die
Messungen aber zu, sodass die verdanderten Oberflicheneigenschaften unter Vorbehalt beurteilt

werden konnen.

EDPTO
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T 0.00E+00 - .
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Abb. 5.25: Auftragung der Strom-Druck-Kurve gegen den pH-Wert fiir die Zeta-Potential-
Messung des unmodifizierten EDPTOs.

Fiir beide vermessenen Proben ergibt sich ein isoelektrischer Punkt (IEP) bei pH 4 und auch der
generelle Verlauf des Zeta-Potentials ist fiir die unmodifizierte und die mit APPA modifizierte
Probe sehr dhnlich. Der fiir die spatere Freisetzung relevante pH-Wert Bereich zwischen pH
6.5 und pH 4 unterscheidet sich vom Verlauf her nicht und sowohl im stirker sauren als auch
basischen Milieu ist die Amino-modifizierte Oberflaiche um nur einen sehr geringen Betrag
negativer geladen. Da von Zhang et al. [264] und Li et al. [265] gezeigt wurde, dass die Modifizie-

rung von Titandioxid durch Ethylendiamin bzw. Arginin, die jeweils Aminogruppen einbringen,
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eine Verschiebung des Zeta-Potentials zu negativeren Werten erfolgt, wurde hier ein dhnliches
Ergebnis erwartet. Dass eine solche Beobachtnung nicht gemacht wurde, kann tiber das nicht
modifizierte EDPTO erklart werden, dessen IEP in diesem Fall ebenfalls bei pH 4 zu finden ist
und nicht wie erwartet zwischen pH 5 und pH 6 [264-268]. Aufgrund der Messungen lasst sich
die Vermutung formulieren, dass die Modifikation mit APPA zu einer geringfiigig ausgeprégten,

negativeren Oberflaichenladung fiihrt.

20 -
——EDPTO
—— APPA

10 H

-10 —

-20 -

Zeta-Pot. / mV

-30 —

40 -

-50 —— . . .
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH-Wert

Abb. 5.26: Zeta-Potentiale des unmodifizierten (grau) und APPA-modifizierten (griin) EDPTOs
in Abhangigkeit des pH-Wertes in wassriger Losung. Die Messungen wurden am
Institut fiir Technische Chemie an der TU Braunschweig von MAREN LINDEMANN
angefertigt.

Mithilfe von quantitativ ausgewerteten XPS-Messungen wurde die chemische Stabilitat der
Modifizierung gegeniiber verschiedener duferer Einfliisse untersucht. Hierzu wurden zunachst
aus den in Abbildung dargestellten XP-Spektren des unmittelbar mit APPA modifizierten
EDPTOs die Elementverhiltnisse von Phosphor und Titan sowie Phosphor und Stickstoff er-
mittelt, um einen Referenzwert zu erhalten. Die Berechnung der Elementverhaltnisse kann im
Anhang in Abschnitt 8.3.1 nachvollzogen werden. Die unter unterschiedlichen Bedingungen
gelagerten, modifizierten Substrate wurden anschlieSend unter gleichen Messbedingungen ana-
lysiert und die berechneten Elementverhaltnisse sind in Abbildung|[5.28| vergleichend dargestellt.
Die Substrate wurden in trockener Umgebung und in wassrigem Medium gelagert. Zusatzlich
wurden erhohte Temperaturen und erniedrigte pH-Werte eingestellt, um zu einem gewissem
Mafe Korperfliissigkeiten oder eine auftretende Entziindung zu simulieren. Auflerdem wurden

die Proben Licht ausgesetzt, um zu untersuchen, ob die Phosphonsauren katalytisch zersetzt
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werden. Als letzter Parameter wurde ein erhohter pH-Wert untersucht. Es ist anzumerken, dass
eine solche quantitative Auswertung der XP-Spektren meist fehlerbehaftet ist, weshalb die in
diesem Rahmen erhaltenen Daten nur als grundsatzliche Einschatzung der Stabilitat angesehen
werden.

Ti2p P 2p N1s

Intensitat / a.u.
Intensitat / a.u.
Intensitat / a.u

470 465 460 455 450 150 145 140 135 130 125 120 415 410 405 400 395 390 385
Bindungsenergie / eV Bindungsenergie / eV Bindungsenergie / eV

Abb. 5.27: Darstellung des Ti 2p-, P 2p- und N 1s-Signals im XP-Spektrums eines mit APPA modi-
fizierten EDPTO-Substrates aus denen die jeweiligen Elementverhéltnisse berechnet

wurden.

Bei der quantitativen Auswertung der XP-Spektren wurde Phosphor mit Titan so ins Verhiltnis
gesetzt, dass ein hoherer Wert in Abbildung (a) einem grofieren Anteil angebundener
Phosphonséure entspricht. In Abbildung (b) wurde ein Phosphor zu Stickstoff Verhiltnis
von eins zu eins erwartet. Die Berechnung dieses Verhéltnisses sollte als interne Kontrolle einen

Hinweis auf die Messgenauigkeit geben.
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Abb. 5.28: Darstellung der aus den XPS-Daten berechneten Verhaltnisse von (a) Phosphor zu
Titan und (b) Phosphor zu Stickstoff nach der Lagerung der APPA-modifizierten
Proben fiir 24 Stunden bei unterschiedlichen Bedingungen.

Die Referenzprobe, die in Abbildung[5.28 mit der Lagerung in Dunkelheit an Luft gekennzeich-

net ist, weist mit 0.13 das gré3te Phosphor zu Titan Verhéltnis auf, das im Vergleich mit der
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bei Licht gelagerten Probe mit 0.07 etwa doppelt so grof3 ist. Wird dieses Ergebnis mit dem
Phosphor zu Stickstoff Verhaltnis bewertet, wird deutlich, dass der Phosphoranteil innerhalb
dieser Messung, mit etwas mehr als dem zweifachen Wert, merklich iiberschétzt wird. Bei der
unter Licht gelagerten Probe zeigt die Messung eine bessere Ubereinstimmung, weshalb hier
davon ausgegangen wurde, dass das Phosphor zu Titan Verhiltnis vertrauenswiirdig ist. Da in
der Referenzprobe das Phosphorsignal zu hoch eingeschitzt wurde, wurde angenommen, dass
das Phosphor zu Titan Verhéltnis bei der in Dunkelheit gelagerten Probe nur etwa der Halfte
entspricht. Unter dieser Annahme ist die Phosphonsaure unter dem Einfluss von Licht stabil
angebunden. Eine dhnliche Beobachtung lasst sich fiir die in wiassriger und saurer Losung gela-
gerten Proben sowohl bei Raumtemperatur als auch bei den erhohten Temperaturen feststellen.
Fiir alle Proben ergibt sich ein nur wenig kleineres Phosphor zu Titan Verhéltnis von etwa 0.5,
woraus sich schlieffen lasst, dass im wassrigen Medium ein Teil der Phosphonsaure abgelost
wird. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass sich bei der Lagerung der Substrate in
einem wassrigen Medium ein Teil des EDPTOs auflost. Die Phosphor zu Stickstoff Verhaltnisse
sind bei allen Proben etwas unterschiedlich, aber im Rahmen der Messungenauigkeit ergibt
sich das erwartete Verhiltnis von eins zu eins. Die einzige Ausnahme bei diesem Trend ist das
Substrat, das bei 37°C und pH 4 gelagert wurde. Hier ist der geschétzte Phosphoranteil zu klein,
was aber aufgrund der konsequenten Ergebnisse fiir 20°C und 45°C bei pH 4 als Messfehler
eingestuft wurde. Die letzte Probe zeigt ein leicht anderes Ergebnis. Hier ist das Phosphor zu
Titan Verhéltnis deutlich abgesunken. Selbst wenn das zusatzlich kleinere Phosphor zu Stickstoft
Verhiltnis mit in Betracht gezogen wird, ist die angebundene APPA Menge merklich kleiner,
weshalb geschlussfolgert wurde, dass die Anbindung der Phosphonsaure gegentiber basischen
Bedingungen nicht stabil ist. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass tiber kiirzere Zeitraume
die Modifikation mit APPA in trockener Atmosphare stabil ist und in sich in wassriger und
saurer Umgebung nur ein kleiner Anteil ablost. Lagerung in einem basischen Medium fiihrt
hingegen zur Ablosung der Modifikation.

Um die Effizienz der beiden verschiedenen Anbindungsvarienten, die in Abschnitt 4.3.2 vorge-
stellt wurden, zu vergleichen, erfolgte aufgrund der guten Nachweisbarkeit von Fluor-Atomen ei-
ne Modifikation der EDPTO-Substrate mit dem Reagenz Diethyl-3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecylfluorodecylphosphonat (FDPA) durch beide Varianten. AnschlieBend wurden die
Substrate mittels EDXS untersucht. In Abbildung sind die REM-Aufnahmen der unter-
suchten Proben gezeigt, in denen die Elementvorkommen Phosphor (rot) und Fluor (griin),
die mithilfe der EDXS-Messung festgestellt wurden, farblich hervorgehoben sind. Aus diesen
Bildern geht beziiglich der Verteilung der Modifizierung kein Unterschied zwischen den beiden
Varianten hervor. Beide fithren zu einer (in diesem Maf3stab betrachteten) homogenen Vertei-
lung der angebundenen Phosphonsaure an der Oberflache. Eine Aussage tiber die Menge der

Modifizierung entlang der Schichttiefe kann mithilfe dieser Aufnahmen nicht gemacht werden,
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5 Ergebnisse und Diskussion

da die Anregungstiefe der EDXS bis zu einem Mikrometer betragen kann, was die Schichtdi-
cke des untersuchten EDPTO tberschreitet. Um das Tiefenprofil der Modifizierung néher zu
untersuchen, miissten EDXS Messungen des Probenquerschnitts durchgefiithrt werden. Eine
tiefenaufgeloste Analyse mittels einer Kombination aus XPS und dem langsamen Abtragen der

Probenoberfliche ist ebenfalls denkbar.

- - |
2um

Abb. 5.29: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der untersuchten Substrate, in denen
die durch EDXS ermittelten Elementvorkommen von Phosphor (rot) und Fluor (griin)
farblich markiert sind. Die Bilder (a) und (b) zeigen Anbindungsvariante 1 wahrend
(c) und (d) der zweiten Variante zuzuordnen sind. Alle Aufnahmen sind mit einer
10 000-fachen Vergroflerung entstanden.

Eine quantitative Auswertung erfolgte anhand der EDX-Spektren, aus denen die Elementver-
héltnisse innerhalb der Proben in Atomprozent ermittelt wurden. Die erhaltenen Ergebnisse
sind in Tabelle [5.8| zusammengefasst.

Tab. 5.8: Aus den EDX-Spektren bestimmte Elementverhaltnisse im FDPA-modifizierten EDPTO
beider Modifizierungsvarianten.

Modifizierung Element  Menge / at%

Variante 1 Titan 32.8
Sauerstoff  66.0
Phosphor <0.1
Fluor 1.0

Variante 2 Titan 27.3
Sauerstoff 66.8
Phosphor 0.5
Fluor 5.4

Die Messung zeigt in beiden Fallen ein Verhéltnis von Sauerstoff zu Titan von zwei zu eins, was
aufgrund der Titandioxidbeschichtung zu erwarten war. Im Falle der zweiten Anbindungsvari-
ante fallt der Titananteil etwas kleiner aus, da die gemessene Fluormenge deutlich grof3er ist.
Beim Vergleich des Fluor- und Phosphoranteils zeigt sich bei beiden Varianten eine Differenz

zum erwarteten Verhéltnis, da pro Molekiil 17 Fluoratome auf ein Phosphoratom kommen.
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5.1 Kathodisch elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

Somit ist das durch die EDXS Messung bestimmte Verhéltnis von etwa zehn zu eins zu klein.
Es ist wahrscheinlich, dass dies auf die Messungenauigkeit der Methode zuriickzufiihren ist,
da besonders bei kleinen Elementkonzentrationen eine Abweichung des Messsignals von etwa
einem Prozent einen grofien Unterschied macht, weshalb die bestimmte Phosphormenge ver-
mutlich zu grof3 angenommen wurde. Aus den erhaltenen Werten geht hervor, dass die zweite
Anbindungsvariante effektiver ist und zu einer gréfleren Menge angebundener Phosphonsau-
re fithrt. Sowohl fiir Phosphor als auch fiir Fluor wurde eine héhere Elementkonzentration
gemessen, weshalb fiir diese Phosphonsaure die zweite Anbindungsvariante zu bevorzugen
ist. Aufgrund des eher hydrophoben Charakters der Phosphonsaure im Vergleich mit APPA
wurde die Oberflichenmodifikation in THF durchgefithrt und nicht in Wasser. Dies konnte
bedeuten, dass das Losungsmittel zu einer schlechteren Benetzung der Oberflache fiithrt und
somit die Modifikation mit Variante 1 langsamer stattfindet, da die Oberfldche mit weniger
Phosphonsduremolekiilen in Berithrung kommt. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, misste
ein weiterer Test mit der Modifikation in Wasser durchgefithrt werden. Da die Modifizierung
der Oberflache mit BPPA, auf die in 5.1.3 eingegangen wird, ebenfalls in THF durchgefiihrt wird,
bietet sich hierfiir die zweite Anbindungsvariante an. Es ist davon auszugehen, dass in diesem
Fall gleichermafien bei der ersten Variante eine nur sehr geringe Menge der Phosphonsaure
angebunden werden kann.

Es wurde die Stabilitiat der Anbindung des FDPAs gegeniiber verschiedener Einfliisse untersucht,
die bei weiteren Synthesen auftreten. Hierfiir wurden Substrate genutzt, die durch Variante 2
modifiziert wurden. In Abbildung sind die XP-Spektren gezeigt, anhand derer die Titan-,
Phosphor und Fluoranteile berechnet wurden, aus denen die Elementkonzentrationsverhéltnisse
der FDPA-modifizierten und nicht weiter behandelten Probe berechnet wurden. Auf3erdem
wurden Substrate vermessen, die nach der Modifikation verschiedenen, bei spateren Synthese-
schritten auftretenden, Bedingungen ausgesetzt wurden. Diese beinhalten die Belichtung mit
UV-Licht (365 nm) fiir 35 min, die Lagerung der Substrate fiir je 24 Stunden in MES-, MOPS-
Pufferlosung sowie Salpetersaure (pH 4) und Tetrahydrofuran. Zuséatzlich wurden die Substrate
fiir sechs Stunden in siedendem Ethanol gelagert. Da bei der vorherigen Untersuchung der
Modifizierungsstabilitdt die Lagerung in einem alkalischen Medium zur teilweisen Ablésung der
Phosphonsaure gefiihrt hat, wurde in diesem Fall ebenfalls eine Lagerung in Natronlauge (pH 10)
fiir 24 Stunden getestet. Die ermittelten Elementkonzentrationsverhéltnisse wurden zwischen
Titan und Phosphor bestimmt, um die angebundene Menge der Phosphonsaure zu ermitteln.
Hierbei entspricht ein grofieres Verhaltnis einer grof3eren Menge Phosphonsaure. Weiterhin
wurde als interne Kontrolle das Verhaltnis zwischen Fluor und Phosphor bestimmt, das opti-
malerweise 17:1 betragen sollte, da jedes FDPA-Molekiil ein Phosphoratom und 17 Fluoratome
enthalt. Bei einem grofleren Verhéltnis ist davon auszugehen, dass die Phosphormenge etwas

unterschitzt wird und ein kleineres Verhiltnis weist auf eine Uberschitzung der Phosphormenge
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hin. Beide Verhaltnisse sind fiir alle untersuchten Substrate in Abbildung dargestellt. Die
Zahlenwerte der Peakflachen der XP-Spektren, aus denen die Verhéltnisse bestimmt wurden,

sind im Anhang in Kapitel 8.3.1 aufgefiihrt.
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Abb. 5.30: Darstellung des Ti 2p-, P 2p- und F 1s-Signals im XP-Spektrums eines mit FDPA modi-
fizierten EDPTO-Substrates aus denen die jeweiligen Elementverhéltnisse berechnet
wurden.

Fiir das FDPA-modifizierte EDPTO, das als Referenz dienen sollte, ergibt sich mit 20:1 ein leicht
erhohtes Fluor-Phosphor-Verhiltnis, weshalb davon ausgegangen wurde, dass in diesem Fall
das Phosphor-Signal leicht unterschatzt wurde und das Phosphor-Titan-Verhéltnis demnach ein
wenig zu klein ist. Im Vergleich mit der belichteten Probe, dessen Fluor-Phosphor-Verhéltnis eine
gute Ubereinstimmung zeigt, ist im Rahmen der Fehlerbalken und unter Beriicksichtigung der
Messunsicherheit bei der Referenzprobe ein in etwa gleich grofies Verhaltnis zwischen Titan und
Phosphor festzustellen. Folglich fiihrt die Belichtung des Substrates mit UV-Licht fiir eine kurze
Zeit zu keiner nennenswerten Zersetzung des Modifizierung. Die weiteren Substrate wurden
nun teilweise mit der belichteten Probe verglichen, da diese die bessere Ubereinstimmung im
Fluor-Phosphor-Verhiltnis gezeigt hat. Die Einlagerung fiir 24 Stunden in die Pufferlésungen
bei pH 5 (MES) und pH 7.4 (MOPS) zeigen beide ein sehr dhnliches Fluor-Phosphor-Verhiltnis.
Bei beiden Substraten ergibt sich mit in etwa 12:1 ein zu kleines Verhéltnis, woraus geschlossen
wurde, dass in beiden Messungen das Phosphor-Signal als zu grof} eingeschatzt wurde. Daraus
folgt die Uberlegung, dass in beiden Fillen die Menge der Phosphonsiure, die sich indirekt aus
dem Phosphor-Titan-Verhiltnis ableitet, zu grof§ ist. Fir die in MES eingelegte Probe ergibt sich
somit eine gute Ubereinstimmung mit der belichteten Probe und fiir die in MOPS eingelegte
Probe ist die Menge etwas kleiner, dhnlich der unbehandelten Probe. Somit ist die Degradation
der Modifizierung in den Pufferldsungen nur langsam und fiir den betrachteten Zeitraum
vernachlassigbar. Die in Salpetersaure eingelegte Beschichtung zeigt wiederum ein zu grofles
Fluor-Phosphor-Verhaltnis, was die Unterschéitzung des Phosphoranteils signalisiert. Da bei
diesem Substrat das Fluor-Phosphor-Verhiltnis genauso grofy wie bei der unbehandelten Probe
aber das Phosphor-Titan-Verhiltnis etwas kleiner ist, ist anzunehmen, dass sich ein kleiner Teil

der Modifizierung abgeldst hat. Fiir die Einlagerung in siedendem Ethanol und in Tetrahydrofuran
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5.1 Kathodisch elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

ergibt sich mit etwa 15:1 ein minimal zu kleines Fluor-Phosphor-Verhiltnis. Folglich werden
bei beiden Proben die Phosphoranteile etwas zu grof3 angenommen, weshalb das Phosphor-
Titan-Verhaltnis um einen geringen Betrag kleiner sein sollte. Fiir die mit Ethanol behandelte
Probe ergibt sich eine sehr gute Ubereinstimmung mit der belichteten Probe, weshalb davon
ausgegangen wird, dass in diesem Fall keine Degradation der Modifizierung stattgefunden hat.
Fiir die in THF eingelegte Probe ergibt sich das gleiche Bild, weshalb auch hier die Degradation

ausgeschlossen wurde.
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Abb. 5.31: Darstellung der aus den XPS-Daten berechneten Verhaltnisse von (a) Phosphor zu
Titan und (b) Phosphor zu Fluor nach der Lagerung der mit FDPA modifizierten
Proben fiir 24 Stunden bei unterschiedlichen Bedingungen.

Ein deutlich anderes Ergebnis lasst sich fiir die Probe feststellen, die in pH 10 eingelegt wurde.
Wie bereits erwartet, scheint die Modifizierung in alkalischen Milieu nicht stabil zu sein. Aus
dem Fluor-Phosphor-Verhiltnis geht hervor, dass die Phosphormenge in dieser Probe iiber-
schatzt wurde und das Phosphor-Titan-Verhéltnis dementsprechend noch kleiner ist, als es sich
aus der Messung ergeben hat. Folglich hat die Einlagerung des FDPA-modifizierten EDPTOs
in Natronlauge eine merkliche Degradation der Modifikation zur Folge. Zusammenfassend
lasst sich feststellen, dass eine Degradation der Modifikation unter den weiter nachfolgenden
Synthesebedingungen kaum stattfindet und sie als stabil angesehen werden kann. Lediglich die

Lagerung der Substrate unter alkalischen Bedingungen sollte vermieden werden.
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Modifizierung durch Silane

Neben den bereits vorgestellten Modifikationen durch Phosphonsauren sollten weitere funk-
tionelle Gruppen in Form von Sulfonsauregruppen an die Oberflaiche des EDPTOs angebracht
werden. Die starker sauren Eigenschaften sollten zu einer Wirkstofffreisetzungsverzégerung
fithren, was zuvor bereits fiir im Arbeitskreis entwickelte Systeme gezeigt werden konnte [193].
Hierfiir wurden die Substrate zunachst mit MPTMS modifiziert und die erhaltenen Thiole wur-
den anschliefSend durch die Behandlung mit Wasserstoffperoxid zu Sulfonsduregruppen oxidiert.
Innerhalb dieser Arbeit wurde ebenfalls das Silan verwendet und keine Phosphonséure, da
die Modifizierung von Titandioxid Oberflachen prinzipiell auch mit Silanen méglich ist [195,
198]] und somit die Syntheseparameter nur leicht abgewandelt werden mussten. Zusatzlich
wurde die Uberlegung angestellt, dass durch das Silan die Modifizierung tief in der EDPTO
Beschichtung erfolgen sollte, sodass moglichst mit der gesamten inneren Oberflache eine ver-
besserte Wechselwirkung mit dem eingelagerten Wirkstoff erméoglicht wird. Die spétere, zweite
Modifizierung fiir die stimulierte Freisetzung, soll dann nur an der Oberfldache erfolgen. Falls
diese Adsorptionsplédtze nun bereits wahrend der ersten Modifikation belegt wurden, sollte die

stiarker anbindende Phosphonsaure das Silan an der au3eren Oberflache verdriangen [[195].

Die Modifizierung mit MPTMS erfolgte nach Variante 3, wie sie in Abschnitt 4.3.2 vorgestellt
wurde. Fiir die im zweiten Schritt erfolgende Oxidation mit Wasserstoffperoxid muss das rich-
tige Gleichgewicht beziiglich der Konzentration und Reaktionszeit gewahlt werden, sodass
sichergestellt ist, dass die Thiolgruppen vollstandig zu Sulfonsduregruppen oxidiert werden und
gleichzeitig die Beanspruchung des EDPTOs nicht zu grof3 ist und die Schicht intakt bleibt. Es
wurden zwei verschiedene Konzentrationen zu je drei Zeitpunkten untersucht, um eine geeigne-
te Syntheseroute zu entwickeln. Die Einfliisse der Behandlung mit Wasserstoffperoxid wurden
mittels rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungen und Physisorptionsmessungen mit
Krypton evaluiert. Die REM-Aufnahmen, anhand derer die Konzentrations-Zeit-Paare bewertet

wurden, sind in den Abbildungen 5.32](3 %-iges H,0,) und [5.33](30 %-iges H,0,) gezeigt.

Nach der Auslagerung in wiassriger Wasserstoffperoxidlosung ergibt sich fiir beide Konzentra-
tionen ein dhnliches Bild. Es tritt im Vergleich mit den unbehandelten Substraten eine starkere
Rissbildung auf, was alle Proben miteinander gemein haben. Bei néherer Betrachtung zeigt sich
jedoch, dass sowohl ldngere Zeiten als auch die Konzentration einen starken Einfluss auf die Be-
standigkeit der Beschichtung haben. Aus Abbildung (a,c,e) geht hervor, dass die Rissbildung
bei langerem Kontakt mit H,O, weiter fortschreitet, sodass die EDTPO-Inseln kleiner werden
und weiter voneinander entfernt aufliegen. Dieser Unterschied ist besonders nach 24 Stunden
deutlich zu sehen. Beim EDPTO, das fiir eine Stunde eingelegt wurde, sind einige stark nach
oben gebogene Kanten zu erkennen, die bei den anderen beiden Proben nicht gefunden wurden.

Es ist nicht auszuschlieflen, dass dieses Ergebnis nur nach der kurzen Zeit auftritt und bei
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Abb. 5.32: Rasterelektronenmikroskopische = Aufnahmen der doppelseitigen EDPTO-

Beschichtung nach Auslagerung in wassriger 3 %iger H,0,-Losung fir 1h
(a,b), 3h (c,d) und 24 h (e,f).

und bei dem ldngeren Wasserkontakt das EDPTO quillt und sich die Kanten wieder anlegen. Da
aber nur sehr wenige dieser hochgebogenen Kanten zu sehen waren, kann dies auch bei der

Praparation der Probe passiert sein.
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Abb. 5.33: Rasterelektronenmikroskopische ~ Aufnahmen der doppelseitigen EDPTO-
Beschichtung nach Auslagerung in wissriger 30 %iger H,O,-Losung fir 1h
(a,b), 3h (c,d) und 24 h (e f).

Die Aufnahmen mit hoherer Auflosung in Abbildung (b,d,f) zeigen die Einfliisse des Was-
serstoffperoxids auf das Porensystem des EDPTOs. Zu allen Zeitpunkten sind die Klasse 1 Poren

unverdndert in ihrer Grof3e. Allerdings ist ein deutlicher Unterschied in der Grofie und Anzahl
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der Klasse 2 Poren zu erkennen. Vor allem in den kiirzer ausgelagerten Beschichtungen sind
grofie Locher in der Oberflache mit Durchmessern zwischen 40 nm und 80 nm auszumachen,
was mehr als doppelt so grof} ist, als die urspriinglichen Klasse 2 Poren. In der drei Stunden
eingelegten Probe sind die neuen, grofieren Poren weniger offensichtlich zu erkennen aber
dennoch gleich grof3. Die Oberflache des fiir 24 Stunden eingelegten Substrats sieht im Vergleich
homogener aus und es sind kaum grofle Locher auszumachen. Ein paar grofiere Unebenheiten
sind aber ebenfalls auf dieser Beschichtung zu erkennen. Es ist moglich, dass die anfanglich
starke Herauslosung des Materials tiber die langere Zeit etwas dadurch ausgeglichen wird,
dass, wie bereits zuvor in wissriger Losung festgestellt wurde, eine Umlagerung des Materials

stattfindet und sich vermutlich ein Gleichgewicht einstellt.

Fir die in 30-%igem Wasserstoffperoxid eingelegten Substraten ist die Schadigung der EDPTO-
Beschichtung noch starker ersichtlich. Mit langerer Auslagerungszeit wird die Bedeckung der
Oberflaiche mit EDPTO zunehmend kleiner, da die einzelnen Inseln nach der lingeren Zeit
weiter voneinander entfernt vorliegen und zusatzlich teilweise abgeblattert sind, sodass weite
Bereiche des Titans freiliegen. Im Porensystem zeigt sich der gegenlaufige Trend zu den Proben,
die in der kleineren Konzentration eingelegt waren. Es sind auf allen Bildern groflere Klasse 2
Poren zu erkennen, allerdings werden sie in diesem Fall mit der zunehmenden Auslagerungszeit
deutlicher erkennbar und grofler, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die langere
Zeit zu einer starkeren Degradation des Materials fithrt. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass
der langere Kontakt mit Wasserstoffperoxid zur Degradation des EDPTOs fiithrt. Gemaf der
Erwartung steigt die Schadigung der Beschichtung einerseits mit der hoheren Konzentration
und andererseits mit der langeren Auslagerungszeit. Nur anhand der REM-Bilder bewertet,
zeigen die Substrate nach Auslagerung in 3 %-igem H,O, fir drei Stunden und in 30 %-igem
H,O0, fiir eine Stunde die am vielversprechndsten Ergebnisse.

Da die Aufsichten keinen Aufschluss tiber die Gesamtporositat geben, die wahrend der Modifi-
zierung moglichst auch unverdndert bleiben sollte, wurden Krypton-Physisorptionsmessungen
durchgefiihrt, um einen besseren Eindruck von der Beschaffenheit der Beschichtung zu gewinnen.
Die Ergebnisse der ausgewerteten Physisorptionsmessungen sind in Tabelle [5.9| zusammenge-
fasst. Es ist ersichtlich, dass die Degradation des EDPTO mit langerer Einlagerungszeit zunimmt,
da sowohl die BET-Oberflache als auch das Porenvolumen abnehmen. Weiterhin zeigt sich, dass
die Degradation auch durch die hohere H,0, Konzentration schneller voranschreitet. Bei den
nur kurz eingelegten Substraten fiir eine und drei Stunden zeigt sich ein deutlicher Unterschied
hinsichtlich der Stabilitdt des pordsen Systems. In der 3 %-igen Wasserstoffperoxidlésung bleiben
BET-Oberfliche und Gesamtporenvolumen weitgehend unveréndert, wihrend bei der 30 %-igen

Losung beide Werte auf etwa zwei Drittel absinken. Nach den 24 Stunden zeichnet sich auch der
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Einfluss der Zeit auf die Degradation deutlich ab, da in beiden Fallen die BET-Oberflache und

das Porenvolumen auf die Hélfte und weniger minimiert wurden.

Tab. 5.9: Aus den Krypton Physisorptionsmessungen erhaltene BET-Oberflachen und Porenvo-
lumina der mit H,O, behandelten Substrate.

H,O, Zeit/h Appr/cm?>cm™® Vpoe/nL-cm™

- - 120 17.8
3%-ig 1 140 18.5
3%ig 3 120 16.7
3%-ig 24 60 9.1

30 %-ig 1 80 12.3
30 %-ig 3 90 11.6
30 %-ig 24 50 5.6

Die Auslagerung der EDPTO-Beschichtungen in wassriger Wasserstoffperoxidlosung fiithrt
unweigerlich zu einer Degradation der Oberflache. Das Ausmaf3 ist dabei abhingig von der
Konzentration und der Zeit, die das Material dem Medium ausgesetzt ist. Hinsichtlich der In-
taktheit der Oberflachen zeigen die Substrate nach Auslagerung in 3 %-igem H,O, fiir eine und
drei Stunden sowie 30 %-igem H,O, fiir eine Stunde die vielversprechendsten Ergebnisse (vgl.
REM-Aufnahmen in Abbildung und[5.33). Die Physisorptionsmessungen mit Krypton hin-
gegen zeigen, dass eine Wasserstoffperoxidkonzentration von 30 % bereits bei einer Auslagerung
fiir nur eine Stunde einen grofen, negativen Einfluss auf die Porositat hat, weshalb die hohe
Konzentration fiir die Modifikation nicht geeignet scheint. Die Proben, die fiir nur kurze Zeit in
die niedrig konzentrierte Losung eingelegt wurden, sind hinsichtlich der Degradation weiterhin
aussichtsvoll.

Die Effektivitat der Oxidation wurde durch eine Bestimmung des Kontaktwinkels vor und nach
der Behandlung mit Wasserstoftfperoxid abgeschétzt. Die graphische Darstellung der gemes-
senen Kontaktwinkel ist in Abbildung gezeigt und die Zahlenwerte sind im Anhang in
Abschnitt 8.3.5 aufgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass der Kontaktwinkel nach der Modifizierung
mit MPTMS wie erwartet ansteigt, da der Oberflaichencharakter durch die eingebrachten Propyl-
und Thiolgruppen hydrophober wird [269]]. Die anschlieBende Oxidation fithrt bei jeder Kon-
zentration und Zeit wieder zu einer Abnahme des Kontaktwinkels, zu Werten zwischen 15° und
20°. Demnach steigt die Hydrophilie der Oberfliche durch die Oxidation wieder an, was mit
der Annahme iibereinstimmt, dass die Thiole zu Sulfonsauregruppen oxidiert werden. Durch
die hohere Elektronegativitat des Sauerstoffes, der an den Schwefel bindet, wird dem Schwefel
Elektronendichte entzogen, wodurch die Polaritat der funktionellen Gruppe ansteigt und somit
die Hydrophilie der Oberflache steigt.
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Abb. 5.34: Gemittelte Kontaktwinkel der unbehandelten EDPTO-Substrate sowie nach der Mo-
difizierung mit MPTMS und der anschlieBenden Oxidation bei verschiedenen H,O,-
Konzentrationen mit unterschiedlichen Reaktionszeiten.

Da bei allen Proben im Rahmen der Fehlerbalken nach der Behandlung mit Wasserstoffperoxid
der gleiche Kontaktwinkel resultiert, scheint bereits die kleinste untersuchte Konzentration
und Zeit zu einer vollstandigen Oxidation zu fithren. Aufgrund der héheren Schwankung der
Werte bei 3 %-igem H,0, nach nur einer Stunde und weil die Substrate mit 3 %-igem H,O, nach
einer und drei Stunden gleich gute Ergebnisse beziiglich der Degradation geliefert haben, wurde

fiir alle weiteren Synthesen die Variante mit 3 %-igem und drei Stunden Reaktionszeit ausgewahlt.

Zur naheren Untersuchung der Oberflicheneigenschaften wurden die Zeta-Potentiale der
Sulfonat-modifizierten Substrate vor und nach der Oxidation mit Wasserstoffperoxid untersucht.
Die Messungen wurden am Institut fiir Technische Chemie an der TU Braunschweig von MAREN
LINDEMANN durchgefiithrt. Die Strom-Druck-Kurven, anhand derer die Vertrauenswiirdigkeit
der Messungen bewertet wurden, sind im Anhang in Abschnitt 8.3.5 nachzusehen. Beide Kurven
zeigen einen in etwa linearen Bereich zwischen pH 2 und pH 7, sodass davon ausgegangen
wird, dass die Messwerte bis zu diesem Wert die Begebenheiten gut widerspiegeln. Aus den
aufgenommenen Zeta-Potential-Kurven in Abbildung geht hervor, dass die Modifikation
des EDPTOs mit MPTMS (orange Kurve) zu negativeren Zeta-Potentialen iiber den gesamten
Messbereich fiihrt. Die absoluten Werte sind zwischen 10 mV und 20 mV kleiner als beim unmo-
difizierten EDPTO (graue Kurve). Davon abgesehen ist der Kurvenverlauf sehr dhnlich. Der IEP
ist durch die Modifizierung von pH 4 auf pH 3 abgesunken. Die anschlieflende Oxidation (rote
Kurve) fithrt wiederum zu leicht erhéhten Zeta-Potentialen, deren absolute Werte zwischen dem
unmodifizierten EDPTO und dem mit MPTMS modifizierten liegen. Der IEP nach der Oxidation

ist mit pH 3.6 ebenfalls zwischen den anderen beiden Substraten angesiedelt. Im Bereich der
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5 Ergebnisse und Diskussion

sauren bis neutralen pH-Werte ist der generelle Kurvenverlauf den zuvor beschriebenen wieder
sehr dhnlich. Nach pH 7 zeigt die Messkurve einen sehr ungewdhnlichen Verlauf, der mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit auf einen Fehler wéhrend der Messung zuriickzufithren ist. Da auch
in der Strom-Druck-Kurve an dieser Stelle ein Knick auszumachen ist und sich die zuvor negative
Steigung in eine positive dndert, ist die Messung ab dieser Stelle in keinem Fall vertrauenswiirdig.
Aus diesem Grund wurden die vier Messpunkte oberhalb pH 7 fiir die oxidierte Probe nicht

naher betrachtet.

20
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10 —— MPTMS
7] \ —— MPTMS@H,0,
0
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20 —
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Abb. 5.35: Zeta-Potentiale des unmodifizierten (grau), mit MPTMS modifizierten (orange) und
anschliefend mit H,0, behandelten (rot) EDPTOs in Abhangigkeit des pH-Wertes in
wassriger Losung. Die Messungen wurden am Institut fiir Technische Chemie an der
TU Braunschweig von MAREN LINDEMANN angefertigt.

Die Zeta-Potential Messungen zeigen, dass den Erwartungen entsprechend die eingebrachten
Thiolgruppen zu einer starker sauren Oberflache fithren als im unmodifizierten EDPTO [270].
Auf einen Vergleich zwischen den Messwerten der MPTMS-modifizierten Proben vor und nach
der Oxidation wird an dieser Stelle verzichtet, da die Messung der oxidierten Substrate stark
fehlerbehaftet sein kann, was sich in der Strom-Druck-Kurve widerspiegelt. Die allgemeine
Aussage, dass die Sulfonsauregruppen ebenfalls zu einer stiarker sauren Oberflache fiihren, sollte
dennoch getroffen werden konnen, da diese Beobachtung bereits in der Literatur beschrieben
wurde [271].
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Oberflachenmodifikation

In diesem Abschnitt wurden die verschiedenen Oberlfichenmodifizierungen vorgestellt, die
innerhalb dieser Arbeit entwickelt und durchgefithrt wurden. Die kommerziell erhaltlichen
Phosphonsauren APPA, CPPA und PPA konnten durch Einlagerung der EDPTO-Substrate in
eine wassrige Losung der Phosphonséuren erfolgreich an die Oberflaiche angebunden werden,
was mittels XPS und Kontaktwinkelmessungen nachgewiesen werden konnte. Mithilfe von
Zeta-Potentialmessungen konnte gezeigt werden, dass die Oberflichenchemie der Substrate
durch die Modifikation mit APPA kaum verdndert wird, aber die Tendenz zu etwas negativeren
Zeta-Potentialen vorhanden ist, was die Wechselwirkung mit einem einzulagernden Wirkstoff
leicht beeinflussen konnte. Weiterhin wurde mithilfe von XPS Messungen die Degradation
der angebundenen Phosphonsiaure APPA untersucht und es konnte gezeigt werden, dass die
Anbindung einem pH-neutralen oder leicht sauren, wissrigen Medium gegentiber weitestgehend
stabil ist. Auch erhohte Temperaturen bis 45°C oder Licht haben nur einen geringen Einfluss
auf die Stabilitat der Modifizierung. Unter den getesteten Bedingungen sorgte einzig der basi-
sche pH-Wert fiir eine Degradation. Mithilfe der Fluoridhaltigen Phosphonsdure FDPA konnte
durch EDXS-Messungen gezeigt werden, dass die zweite Anbindungvariante (siehe Kapitel
4.3.2) bei Modifizierungen in THF zu einer héheren Ausbeute angebundener Phosphonséure
fithrt. Weiterhin konnte durch XPS Messungen gezeigt werden, dass die Anbindung des FDPAs
unter den spater zu beriicksichtigen Synthese- und Freisetzungsbedingungen weitestgehend
stabil angebunden bleibt und abermals nur ein basisches Medium zu einer nennenswerten
Degradation der Modifizierung fiihrt. Zusatzlich wurde fir die Oberflichenmodifikation neben
Phosphonsauren auch das Silan MPTMS genutzt, um durch anschlieffende Oxidation Sulfon-
sauregruppen auf der Oberfliche anzubringen. Es wurde mittels REM-Aufnahmen, Sorption
und Kontaktwinkelmessungen die optimale Reaktionszeit und Wasserstoffperoxidkonzentration
ermittelt, um die Oxidation moglichst vollstandig ablaufen zu lassen und dabei die Schadigung
der EDPTO-Beschichtung minimal zu halten. Die durchgefiihrten Zeta-Potentialmessungen
haben gezeigt, dass die Oberfliche der Sulfonat-Modifizierung im Vergleich stiarker negativ

geladen ist, was die spatere Einlagerung von Wirkstoffen mafigeblich beeinflussen sollte.
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5.1.3 Entwicklung eines Stimulus-responsiven Freisetzungssystems

Neben den im letzten Kapitel vorgestellten verschiedenen funktionellen Gruppen, sollten die
EDPTO-Substrate durch weitere Oberflichenmodifizierungen dahingehend funktionalisiert
werden, dass eine Stimulus-responsive Freisetzung durch eine Absenkung des dufleren pH-
Wertes ermoglicht wird. Dazu sollte, ahnlich dem im Arbeitskreis bereits etablierten auf Silica-
Nanopartikeln beruhenden System, eine Polymerschicht aus Poly-(4-vinylpyridin) (P4VP) ko-
valent an EDPTO-Substrate angebunden werden. Das P4VP liegt bei neutralen pH-Werten
ungeladen vor und wird in saurem Milieu protoniert und aufgeladen, sodass das Polymer auf-
grund der dufleren pH-Wert Anderung die Poren freigibt [19]]. Die Anbindung sollte tiber ein
Linkermolekiil erfolgen, dass auf der einen Seite {iber eine Phosphonsauregruppe kovalent an
die EDPTO-Beschichtung angebunden werden kann und auf der anderen Seite eine weitere
funktionelle Gruppe besitzt, die die kovalente Anbindung des Polymers erméglicht. Hierfiir
sollte eine Benzophenongruppe genutzt werden, die nach Aktivierung durch UV-Licht an Koh-
lenwasserstoffketten binden kann [205]. Eine solche Verbindung, die Phosphonsaure- und
Benzophenonfunktionalitét vereint, konnte kommerziell nicht erhalten werden und wurde statt-
dessen eigenstandig synthetisiert. Innerhalb dieses Kapitels werden nun zunéchst die Ergebnisse
der Linkersynthese und -anbindung vorgestellt und anschlielend in einem zweiten Teil die

Anbindung des Polymers diskutiert.

Linkersynthese und -anbindung

In diesem Abschnitt wird zunéchst auf die Ergebnisse der dreistufigen Linkersynthese eingegan-
gen, die in Abschnitt 4.3.1 beschrieben ist. Die Zwischenprodukte sowie das Endprodukt wurden
jeweils mittels "H NMR-Spektroskopie untersucht, um einerseits die Produkte der einzelnen
Reaktionsschritte zu tiberpriifen und andererseits deren Reinheit zu ermitteln. Weiterhin wird
die Anbindung des BPPAs auf die EDPTO-Beschichtung diskutiert.

In Abbildung ist das '"H NMR-Spektrum gezeigt, das vom ersten Zwischenprodukt aufge-
nommen wurde. Die Messung wurde in deuteriertem Chloroform durchgefiihrt, dessen Signal bei
einer chemischen Verschiebung von 7.26 ppm erscheint, was als Referenzwert verwendet wurde.
Das Spektrum enthalt zusatzlich zu den Messsignalen die chemische Verschiebung sowie die
Integrale. Unterhalb der Messsignale wurde jeweils die Multiplizitat angegeben. Die erhaltenen
Signale sind in Tabelle denen aus der Literatur zugeordnet und aus den Integralen wurde
die jeweilige Anzahl der Wasserstoffatome bestimmt. Zur besseren Veranschaulichung wurden
die Signale des NMR-Spektrums farbig hinterlegt und so den Wasserstoffatomen des Molekiils
zugeordnet. Beim Vergleich der chemischen Verschiebungen mit denen von BONHOTE et al. sind
nur minimale Abweichungen auszumachen [241]. Die Multiplizitaten stimmen ebenfalls iiberein.
Einzig das gelb hinterlegte Signal mit einer chemischen Verschiebung von 4.1 ppm hat eine

hohere Multiplizitat als erwartet wurde. Anhand der Integrale wurde fiir jedes Signal bestimmt,
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Abb. 5.36: Erste Synthesestufe: NMR-Spektrum des Zwischenproduktes nach der ersten Syn-
thesestufe zur Herstellung des Linkermolekiils BPPA mit farblicher Zuordnung der
Signale. Die Messung des Spektrums erfolgte in CDCl; bei 400 MHz.
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Tab. 5.10: Erste Synthesestufe: Vergleich der aus dem '"H NMR-Spektrum erhaltenen chemi-
schen Verschiebungen und Multiplizitdten des Zwischenproduktes nach der ersten
Synthesestufe mit den Werten aus der Literatur.

Farbe 6/ ppm Integral Multiplizitdit ny

exp. rot 1.32 5.96 Triplett 6 H
lit. [[241] 1.34 Triplett 6 H
exp. lila 1.85-1.94 2.53 Multiplett 2H
lit. [[241] 1.81-1.98 Multiplett 2H
exp. blau 2.10-2.20 1.97 Multiplett 2H
lit. [241] 2.06 - 2.23 Multiplett 2 H
exp. hellblau 3.47 1.94 Triplett 2H
lit. [241] 3.48 Triplett 2H
exp. gelb 4.10 4.00 Multiplett 4H
lit. [241] 4.10 Triplett 4H

wie viele Wasserstoffatome die gleiche chemische Umgebung haben. Dabei entspricht die jeweils

nichstgelegende natiirliche Zahl der Anzahl der Wasserstoffatome. Fiir alle Signale, das lila
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hinterlegte ausgenommen, stimmt die angenommene Anzahl der Wasserstoffatome, die aus den
Integralen bestimmt wurde, sehr gut mit den Wasserstoffen des zu synthetisierenden Diethyl-3-
brompropylphosphonat iiberein. Fiir das lila hinterlegte Signal ist das Integral etwas zu grof3, was
eventuell auf eine Verunreinigung des erhaltenen Produktes hinweisen kann. Aufgrund der sehr
guten Ubereinstimmung des NMR-Spektrums mit der Literatur wurde von einer erfolgreichen
Synthese ausgegangen und das synthetisierte Diethyl-3-brompropylphosphonat wurde als Edukt

fir die zweite Synthesestufe verwendet.

Vom Produkt der zweiten Synthesestufe wurde ebenfalls ein 'H NMR-Spektrum angefertigt, das
in Abbildung dargestellt ist. Es wurde ebenfalls in deuteriertem Chloroform bei 400 MHz
aufgenommen. Die erhaltenen chemischen Verschiebungen wurden mit den Werten von H.
MENZEL et al. verglichen [243] und aus den Integralen wurde, wie bereits fiir die erste Ver-
bindung, die Anzahl der Wasserstoffatome mit der gleichen chemischen Umgebung bestimmt.
Zusammengefasst sind die Werte in Tabelle Das Spektrum zeigt relativ grole Ahnlichkeit
zu dem zuvor gezeigten in Abbildung Der grofite Unterschied liegt in den neuen Signalen,

die im Bereich zwischen 6.8 ppm und 7.8 ppm hinzugekommen sind.
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Abb. 5.37: Zweite Synthesestufe: NMR-Spektrum des Zwischenproduktes nach der zweiten
Synthesestufe zur Herstellung des Linkermolekiils BPPA mit farblicher Zuordnung
der Signale. Die Messung des Spektrums erfolgte in CDCI; bei 400 MHz. Die Sternchen
kennzeichnen nicht identifizierte Signale.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Diese Signale lassen sich allesamt dem aromatischen System der Benzophenongruppe zuordnen
und zeigen somit die erfolgreiche Synthese des Diethyl-BPPAs an. Zusétzlich zu den farbig
zugeordneten Signalen finden sich ein paar weitere im NMR-Spektrum. Das hellblau hinterlegte
Triplett deutet darauf hin, dass ein Teil nicht reagiertes Edukt als Verunreinigung enthalten ist.
Aus den Integralen, die sowohl im Diethyl-3-brompropylphosphonat als auch im Diethyl-BPPA
enthalten sind, kann abgeschatzt werden, dass etwa 16 % des Diethyl-3-brompropylphosphonat
im geborgenen Produkt enthalten sind. Einzig das dunkelblau hinterlegte Multiplett steht mit
dieser Abschatzung nicht im Einklang, da das Integral zu grof} ist. Bei genauerer Betrachtung
zeigt sich, dass dieses Multiplett asymmetrisch ist und auf der linken Seite das Signal starker
ausgepragt ist. Bei dieser chemischen Verschiebung erscheint ein Signal fiir Aceton, das wahrend
der Synthese als Losungsmittel verwendet wurde. Es liegt die Vermutung nahe, dass das Losungs-
mittel nicht vollstdndig entfernt wurde und dadurch beide Signale an dieser Stelle aufaddiert

werden.

Tab. 5.11: Zweite Synthesestufe: Vergleich der aus dem 'H NMR-Spektrum erhaltenen chemi-
schen Verschiebungen und Multiplizititen des Zwischenproduktes nach der zweiten
Synthesestufe mit den Werten aus der Literatur.

Farbe &/ ppm Integral Multiplizitdit ng

exp. rot 1.31 7.15 Triplett 6 H
lit. [243] 1.32 Triplett 6 H
exp. lila 1.85-1.98 248 Multiplett 2H
lit. [243] 1.90 - 1.98 Multiplett 2 H
exp. blau  2.06 -2.16 2.88 Multiplett 2H
lit. [243] 2.09 - 2.19 Multiplett 2 H
exp. gelb 4.03-4.15 6.74 Multiplett 6 H
lit. [243] 4.08 - 4.12 Multiplett 6 H
exp. grin  6.92 1.98 Multiplett 2H
lit. [[243]] 6.93 Multiplett 2H
exp. grin 7.45 2.00 Multiplett 2H
lit. [[243]] 7.46 Multiplett 2H
exp. grin  7.54 1.00 Multiplett 1H
lit. [[243]] 7.56 Multiplett 1H
exp. grin  7.72 2.00 Multiplett 2H
lit. [[243]] 7.73 Multiplett 2H
exp. grin  7.79 2.00 Multiplett 2H
lit. [243] 7.79 Multiplett 2H
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Weiterhin ist ein verbreitertes Singulett bei einer chemischen Verschiebung von 2.5 ppm zu sehen,
das Wasserresten zugeordnet werden kann. Die beiden mit einem Sternchen versehenen Signale
zeigen weitere Verunreinigungen des Produktes, konnten aber keiner Verbindung zugeordnet
werden. Moglicherweise handelt es sich hierbei um Reste des in der Synthese verwendeten
Kaliumcarbonats und Natriumsulfats, die in Form von Hydrogencarbonat bzw. Hydrogensulfat
vorliegen. Alles in allem geht aus dem NMR-Spektrum hervor, dass die Synthese des Diethyl-
BPPAs erfolgreich war, das Produkt allerdings mit einem Anteil des Eduktes verunreinigt ist
und das verwendete Losungsmittel nicht vollstindig entfernt werden konnte. Das synthetisierte

Zwischenprodukt wurde in dieser Form fiir die dritte Synthesestufe verwendet.

Fiir das Endprodukt der dreistufigen Synthese wurde ebenfalls ein 'H NMR-Spektrum angefertigt,
das in Abbildung dargestellt ist. Es wurde in deuteriertem Tetrahydrofuran aufgenommen,
das zwei Signale bei 1.72 ppm und 3.58 ppm hervorruft, die als Referenz genutzt wurden. Neben
den aufgefiithrten chemischen Verschiebungen und Integralen ist eine farbige Zuordnung im

NMR-Spektrum eingezeichnet. Der Vergleich mit den Werten von H. MENZEL et al. ist in Tabelle

erfolgt [243]].
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Abb. 5.38: Dritte Synthesestufe: NMR-Spektrum des Endproduktes nach der dritten Synthesestu-
fe zur Herstellung des Linkermolekiils BPPA mit farblicher Zuordnung der Signale.
Die Messung des Spektrums erfolgte in THF-d8 bei 400 MHz.
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Das Spektrum zeigt starke Ahnlichkeit mit dem des Zwischenproduktes nach der zweiten
Synthesestufe. Es lassen sich auch nach der dritten Stufe die aromatischen Wasserstoffatome
zweifelsfrei den griin hinterlegten Signalen mit den hochsten chemischen Verschiebungen zuord-
nen. Die bereits zuvor sichtbaren Signale bei 1.8 ppm, 2.1 ppm und 4.1 ppm, die der Propylenkette
zugehorig sind, erscheinen weiterhin im Spektrum. Das Signal bei 1.3 ppm, das den Ethylresten
zuzuordnen war, findet sich in diesem Spektrum nicht und das Signal bei 4.1 ppm ist merklich

kleiner, woraus sich schlief3en lasst, dass keine Reste des Diethyl-BPPAs vorliegen.

Tab. 5.12: Dritte Synthesestufe: Vergleich der, aus dem '"H NMR-Spektrum erhaltenen, chemi-
schen Verschiebungen und Multiplizititen des Endproduktes (BPPA) mit den Werten
aus der Literatur.

Farbe 6 /ppm Integral Multiplizitdt ny

exp. lila 1.79 - 1.88 2.10 Multiplett 2H
lit. [243] 1.86 - 1.94 Multiplett 2 H
exp. blau  2.04-2.14 2.05 Multiplett 2H
lit. [243] 2.06 - 2.16 Multiplett 2 H
exp. gelb 4.14 1.97 Triplett 2H
lit. [243] 4.16 Triplett 2H
exp. grin  7.00 1.99 Multiplett 2H
lit. [243] 7.04 Multiplett 2 H
exp. grin  7.45 2.02 Multiplett 2H
lit. [243] 7.51 Multiplett 2 H
exp. grin  7.53 1.01 Multiplett 1H
lit. [243] 7.61 Multiplett ~ 1H
exp. grin  7.70 1.98 Multiplett 2H
lit. [243] 7.70 Multiplett 2 H
exp. grin  7.75 2.00 Multiplett 2H
lit. [243] 7.78 Multiplett 2 H

Bei der chemischen Verschiebung von 6.6 ppm tritt ein verbreitertes Singulett auf, das vermutlich
auf die OH-Gruppen des Phosphates zuriickzufiihren ist. Bei H. MENZEL et al. findet sich keine
Angabe fiir die chemische Verschiebung der OH-Gruppen [243]], da diese stark von der Konzen-
tration und dem Losungsmittel abhédngig ist. Aufgrund von Wasserstoffbriickenbindungen und
dem Austausch von Wasserstoffatomen der OH-Gruppen mit Losungsmittelmolekiilen tritt eine
Verbreiterung des Signals auf und die Lage der chemischen Verschiebung kann bei unterschiedli-
chen Messungen variieren, sodass es fiir OH-Gruppen nur Bereiche gibt, in denen die chemische

Verschiebung zu erwarten ist [213]]. Aus dem Spektrum geht hervor, dass das Linkermolekiil
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BPPA erfolgreich und rein synthetisiert werden konnte und es hat sich gezeigt, dass die nach

der zweiten Stufe vorhandenen Verunreinigungen keinen Einfluss auf das Endprodukt hatten.

Die Anbindung des BPPA an die EDPTO-Beschichtung erfolgte mit Variante 2 der Oberfla-
chenmodifikation, wie sie in Kapitel 4.3.2 beschrieben ist. Der Nachweis der Anbindung des
Linkermolekiils erfolgte mittels XPS-Untersuchung. In Abbildung[5.39ist das aufgenommene
XP-Spektrum der unmodifizierten und mit BPPA modifizierten EDPTO-Substrate im Bereich
der Bindungsenergie des P 2p-Orbitals gezeigt. Fir die unmodifizierte Probe, die als Referenz
dienen sollte, ist an dieser Stelle kein Signal auszumachen. Fir die modifizierte Probe zeigt
sich ein Signal, dessen Maximum bei 132.6 €V liegt, was in guter Ubereinstimmung mit der

Bindungsenergie des P 2p-Orbitals von 132.9 eV steht.
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Abb. 5.39: Rontgenphotoelektronenspektrum der unmodifizierten (untere Kurve) und mit BPPA
(lila) modifizierten EDPTO-Substrate. Die Spektren sind im im Bereich der Bindungs-
energien des P 2p-Signals aufgenommen worden.

Folglich wurde von einer erfolgreichen Anbindung des BPPAs an die EDPTO-Beschichtung
ausgegangen, da ein eindeutiger Nachweis fiir die Anwesenheit von Phosphor erbracht werden
konnte. Auf die anschliefende Anbindung der Polymerschicht wird im nachsten Abschnitt

eingegangen.

Polymeranbindung

Nach der erfolgreichen Modifikation des EDPTOs mit dem Linker BPPA wurde die Anbindung
des Polymers P4VP nach der in Kapitel 4. beschriebenen Methode durchgefithrt. Aufgrund

der moglichen Nebenreaktionen bei Anwesenheit von Luftsauerstoff und Wasser wurde in
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Zusammenarbeit mit YOUNES SENFT aus unserer Institutswerkstatt eine Teflonprobenhalte-
rung entwickelt, die innerhalb einer evakuierbaren Quarzglasampulle genutzt werden kann.
Im Rahmen der Anschaffung eines neuen XPS konnten einige ausgewéhlte Proben an einem
ESCALAB Xi+ der Firma THERMO FISCHER vermessen werden. Es wurde jeweils eine Probe
nach der Modifikation mit dem Linkermolekiil und nach der Modifikation mit dem Polymer
untersucht. Als Referenz wurden zusétzlich die XP-Spektren von BPPA und P4VP aufgenommen.
Zunichst wurde aus den Ubersichtsspektren, die in Abbildung|[5.40| gezeigt sind, die elementare
Zusammensetzung der Probenoberflache vor und nach der Polymeranbindung ermittelt, die

prozentual in Tabelle angegeben sind.
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Abb. 5.40: Aufgenommene XP-Ubersichtsspektren der modifizierten EDPTO-Beschichtungen
mit BPPA (links) und P4VP (rechts). Die Spektren wurden von PAuL MAck im Demo-
Labor von THERMO F1SCHER ScIENTIFIC in East Grinstead (UK) aufgenommen und mit
der dort zur Verfiigung stehenden Software AVANTAGE ausgewertet und aufgetragen.

Aus dem Ubersichtsspektrum der mit BPPA modifizierten EDPTO-Beschichtung geht hervor,
dass die Probenoberflache zum Grof3teil aus Titan, Sauerstoff und Kohlenstoff besteht, was bei der,
durch organische Reste modifizierten, Titandioxidoberfldche dem erwarteten Ergebnis entspricht.
Zusétzlich sind kleine Mengen Phosphor und Stickstoff ermittelt worden. Die Anwesenheit des
Phosphors wurde erwartet und ist auf die erfolgreiche Modifikation der Oberflache durch die
Phosphonséure zu erkldren, aufgrund derer auch der Kohlenstoffanteil so grof} ist. Die Anwe-
senheit von Stickstoff hingegen wurde nicht erwartet, kann aber auf nicht entfernte Nitratreste
aus der Elektrolytlosung zuriickzufithren sein. Im Vergleich dazu geht aus dem XP-Spektrum
der mit P4VP modifizierten EDPTO-Beschichtung eine etwas andere Elementverteilung hervor.
Der Kohlenstoffanteil ist innerhalb dieser Probe etwas mehr als verdoppelt und die Sauerstoft-
und Titanmengen haben sich in etwa halbiert. Auflerdem ist der Stickstoffanteil auf etwa das
Dreifache gestiegen und ein Signal fiir Phosphor ist nicht mehr auszumachen. Demnach ist nach

der Modifizierung und dem anschlieflenden Waschschritt ein betrachtlicher Anteil des Poly-
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mers auf der Oberflache zuriickgelieben, wodurch die Stickstoff- und Kohlenstoffanteile in der
Probenzusammensetzung angestiegen sind. Als Konsequenz sind die Anteile der anderen Haupt-
bestandteile Titan und Sauerstoff gesunken. Zusétzlich ist nun die Oberflache durch eine diinne
Schicht des Polymers bedeckt, wodurch weniger Photoelektronen aus den tieferen Regionen
der EDPTO-Beschichtung emittiert werden. Dieser Effekt macht sich besonders beim Phosphor
bemerkbar, der nun kein Signal mehr im Spektrum hervorruft. Da aber weiterhin ein Siganl
fiir Titan erhalten wird, kann davon ausgegangen werden, dass die Polymerschicht nur wenige
Nanometer in ihrer Dicke betragen kann. Eine ndhere quantitative Auswertung der Spektren
erfolgte an dieser Stelle nicht, da die Messung einerseits nur einen kleinen Ausschnitt der Probe
widerspiegelt und sich andererseits die Quantifizierung von Kohlenstoff als schwierig gestalten
kann, da die meisten Proben generell durch Kohlenstoff verunreinigt sind, weshalb dieser haufig
fiir die Shift-Korrektur verwendet wird. Somit lasst sich schwer sagen, wie viel Kohlenstoff
der aufgebrachten Organik zuzuordnen ist und wie viel durch Verunreinigungen eingebracht
wurde. Fiir eine solche quantitative Bestimmung miisste die Probenoberflache zunachst durch
Argon-Sputtering gereinigt werden. Nichtsdestotrotz lasst diese Messung die Vermutung zu,
dass das Polymer erfolgreich angebunden wurde. Der Vollstandigkeit halber miisste an dieser
Stelle der Vergleich mit einem Substrat erfolgen, bei dem bis auf die Belichtung die gleichen
Schritte durchgefithrt wurden, um zu zeigen, dass in diesem Fall kein erhchter Kohlenstoff-
und Stickstoffanteil festzustellen ist. Allerdings war die Anzahl der zu vermessenen Proben im

Rahmen der Gerdtedemonstration begrenzt, weshalb auf diese Probe verzichtet werden musste.

Tab. 5.13: Aus den in Abbildung gezeigten XP-Spektren erhaltene prozentuale, elemen-
tare Zusammensetzung der Probenoberfliche der mit BPPA modifizierten EDPTO-
Beschichtungen vor und nach der Anbindung des Polymers P4VP.

BPPA P4VP
Element Menge/at% Menge/at%
Ti 22.0 12.7
@) 51.0 26.2
C 23.3 53.9
N 1.7 6.7
p 1.2 0.3

Stattdessen sollte anhand der Anderung im Kohlenstoffsignal gezeigt werden, dass durch die
radikalische Anbindung der Benzophenongruppe an die Kohlenwasserstoffkette des Polymers
die C=0O-Doppelbindung in eine C-O-Einfachbindung umgesetzt wird. In Abbildung ist das
XP-Spektrum der mit P4VP modifizierten EDPTO-Beschichtung gezeigt. Mithilfe der Softwa-

re AVANTAGE wurden die erhaltenen Signale ausgewertet. Im Spektrum liegt bei 284.8 eV das
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Maximum des Hauptsignals, das den C—C-Bindungen im Polymer zuzuordnen ist. Aufgrund
der delokalisierten Elektronen im aromatischen Pyridinring ist ein 7-7"-Satellit bei 291.8 eV zu
sehen. Das Signal ist mit 7 eV um den erwarteten hoheren Betrag zu hoheren Bindungsenergien
verschoben. Doppelbindungen zwischen Sauerstoff und Kohlenstoff sollten im Kohlenstoffsignal
bei einer Bindungsenergie von 289 eV erscheinen, wiahrend Einfachbindungen zu Signalen bei
286 eV fithren. Beide Energien sind in das Spektrum eingezeichnet. Fiir den Fall der Doppel-
bindung, kann nur ein sehr kleines Signal ausgemacht werden, das sich nur unmerklich vom
Hintergrund der Messung unterscheidet, sodass es vernachlassigt wurde. Demnach ist der Anteil
der Benzophenongruppen nur noch sehr klein. Fiir die C-O-Einfachbindung ist das erhaltene
Signal bei 286.5 eV deutlicher zu erkennen. Das Signal ist zu einem gewissen Teil mit dem Haupt-
peak vermischt, sodass ein leicht assymmetrischer Peak entsteht, der sich durch die Software
in zwei unterschiedliche, symmetrische Signale aufteilen lasst, was auf die Anwesenheit einer

gewissen Menge von C-O-Einfachbindungen hindeutet [272]].
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Abb. 5.41: XP-Spektrum der mit P4VP modifizierten Probe im Bereich der Bindungsenergie
des C 1s-Signals. Das Spektrum wurde von PAuL MAck im Demo-Labor von THER-
Mo F1ScHER SCIENTIFIC in East Grinstead (UK) aufgenommen und mit der dort zur
Verfiigung stehenden Software AVANTAGE ausgewertet und aufgetragen.

Das verwendete Polymer verfiigt iiber keinerlei Sauerstoffatome und kann dementsprechend das
Signal bei 286.5 eV nicht erzeugt haben ohne zuvor an das Benzophenon angebunden worden zu
sein. Das Linkermolekiil hingegen verfiigt neben einer C=0-Doppelbindung in der Benzophe-
nongruppe iiber eine C—O-Einfachbindung an der Propylkette tiber das die Benzophenongruppe
an die Phosphonsiure angebunden ist, weshalb diese Verbindung ein Kohlenstoffsignal bei
286.5 eV liefern sollte. Folglich muss das Signal durch die neu gekniipfte C-O-Einfachbindung

grofler werden. Um diese Annahme zu tiberpriifen wurden der Linker und das Polymer einzeln
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vermessen und das in Abbildung gezeigte Spektrum mit den addierten Signalen verglichen.
Die XP-Spektren des BPPAs und P4VPs sowie die Addition der beiden Spektren im Vergleich
mit dem XP-Spektrum der P4VP-modifizierten EDPTO-Beschichtung sind in Abbildung
gezeigt. Im Spektrum des BPPAs lassen sich eindeutig drei verschiedene Signale im Hauptpeak
ausmachen. Bei 284.8 eV liegt das hochste Maximum. Es lasst sich C-C-Bindungen zuordnen.
Etwa 6 eV zu hoheren Bindungsenergien verschoben lasst sich ein 7-7"-Satellit ausmachen, der
aufgrund der delokalisierten Elektronen in der Benzophenongruppe entsteht. Weiterhin liegt
ein Signal bei 286.3 eV und ein weiteres bei einer Bindungsenergie von 287.1 eV. Die hohere
Bindungsenergie kann der C=0-Doppelbindung zugeordnet werden, wahrend das kleinere
Signal durch die Kohlenstoffatome mit dem einfach gebundenen Sauerstoff und dem einfach
gebundenen Phosphor hervorgerufen wird. Das XP-Spektrum des P4VPs zeigt ein sehr symme-
trisches Signal bei 285.3 eV und aufgrund der Pyridinringe einen z-7"-Satelliten. Der Hauptpeak

ist somit etwas verschoben aber dennoch eindeutig den C-C-Bindungen zuzuordnen.
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Abb. 5.42: Aufgenommene XP-Spektren des C 1s-Orbitals von BPPA (links) und P4VP (mittig).
Anschlieffend wurde eine Linearkombination mit den Spektren der organischen Ver-
bindungen durchgefiihrt, um sie mit dem Signal der modifizierten Beschichtung zu
vergleichen (rechts). Die Spektren wurden von PAUL MAck im Demo-Labor von THER-
Mo F1scHER ScCIENTIFIC in East Grinstead (UK) aufgenommen und mit der dort zur
Verfiigung stehenden Software AVANTAGE ausgewertet und aufgetragen.

Fir den Vergleich mit dem XP-Spektrum der modifizierten Oberfliche wurden alle Spektren
gemeinsam in ein Diagramm gelegt. Die Spektren des BPPAs (hellblau) und P4VPs (dunkel-
griin) wurden addiert (dunkelblau), um so das Messsignal des modifizierten Substrates (rot)
anzugleichen. Es lief3 sich eine gute Ubereinstimmung der addierten Signale (dunkelblau) und
des Messsignals (rot) erhalten. Bei genauer Betrachtung fillt allerdings auf, dass im erwarteten
Bereich zwischen 286.5 eV bis 288 eV die rote Kurve ein wenig oberhalb der blauen verlauft.
In diesem Bereich wurde das Signal fir die neu gebildete C-O-Einfachbindung erwartet. Da
durch die einfache Kombination der Spektren des Linkers und des Polymers das Messsignal

nicht vollstdndig erhalten werden kann, sondern im erwarteten Bereich ein wenig zu klein
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ausfillt, kann dies als Hinweis auf die erfolgreiche Bindungsbildung dienen, weil das bei diesen
Bindungsenergien aufgenommene Signal der neu gebildeten C—O-Einfachbindung zuzuordnen
ist, die auf die Polymeranbindung durch die Belichtung zuriickzufithren ist. Aufgrund dieser

detaillierten Betrachtungen wurde von einer erfolgreichen Anbindung ausgegangen.

Neben den XPS-Messungen wurde versucht, einen weiteren Hinweis auf die erfolgreiche Polyme-
ranbindung mittels Kontaktwinkelmessungen zu erhalten. Dazu wurden Substrate mit lediglich
der BPPA-Modifizierung als Referenz vermessen. Zusatzlich untersuchte Substrate waren die
mit P4VP bedeckte Oberfliche, die BPPA-modifizierte Oberfldche, nachdem das P4VP wieder
abgespiilt wurde (P4VP@Spiil), und die Oberflache, an der die durch UV-Licht aktivierte Poly-
meranbindung durchgefithrt wurde (P4PV@UV). Die Mittelwerte der erhaltenen Kontaktwinkel
sind in Abbildung mit ihren Standardabweichungen aufgetragen.
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Abb. 5.43: Gemittelte Kontaktwinkel der verschiedenen EDPTO-Beschichtungen ohne Modifi-
zierung sowie nach der Modifizierung mit BPPA und P4VP (P4VP@UV). Zusitzlich
wurden Substrate ohne Belichtung und Waschschritt (P4VP) bzw. ohne Belichtung
mit Waschschritt (P4VP@Spiil) vermessen.

Die Modifikation des EDPTOs mit BPPA hat mit 70° + 4° zu einer deutlichen Zunahme des
Kontaktwinkels gefithrt, was eine merkliche Abnahme der Oberflichenhydrophilie bedeutet.
Diese Entwicklung war aufgrund des starker unpolaren Charakters der Benzophenongruppe
zu erwarten und deutet demnach ebenfalls auf eine gleichmaflige Oberflachenmodifikation
hin. Die dichte Polymerschicht, die mittels des Dip Coating-Prozesses aufgebracht wurde, fithrt
wiederum zu einer Abnahme des Kontaktwinkels auf 12° + 1°. Somit sollte sich ein deutlicher
Unterschied der Oberflichenhydrophilie vor und nach der Polymeranbindung ergeben. Zur
Uberpriifung der erfolgreichen Polymeranbindung wurde die BPPA-modifizierte Oberfliche
sowie die mit P4VP bedeckte Beschichtung als Bezugspunkt gesetzt. Das Substrat an dem die
P4VP-Anbindung durchgefiithrt wurde und anschlieffend nicht angebundene Polymerreste durch

Extraktion entfernt wurden, zeigt mit 15° + 1° einen sehr dhnlichen Kontaktwinkel wie die dichte
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P4VP Schicht. Es ist davon auszugehen, dass durch die Anbindung eine oberflachenbedeckende
Menge des Polymers zuriickgeblieben ist. Zur Kontrolle wurde eine weitere Probe angefertigt,
bei der keine Belichtung stattgefunden hat, aber die Extraktion auf gleiche Weise durchgefiihrt
wurde. Es zeigt sich, dass das Polymer in diesem Fall restlos abgewaschen werden konnte, da
der Kontaktwinkel mit 69° + 3° wieder auf den urspriinglichen Wert angestiegen ist. Somit weist
die Untersuchung mittels Kontaktwinkelmessungen ebenfalls auf die erfolgreiche Anbindung
des Polymers hin.

Die Oberflaichenchemie der BPPA- und P4VP-modifizierten EDPTO-Beschichtungen wurde
weiterhin mittels Zeta-Potentialmessungen untersucht. Die Messungen wurden von MAREN

LINDEMANN am Institut fiir Technische Chemie der TU Braunschweig angefertigt.

80 ——EDPTO
——BPPA

60 ——P4VP
—— PAVP@UV
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-60 — T 7
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Abb. 5.44: Zeta-Potentiale des unmodifizierten (grau), BPPA-modifizierten (lila) und anschlie-
3end mit P4VP beschichteten (dunkelblau) EDPTOs in Abhéngigkeit des pH-Wertes in
wassriger Losung. Zusatzlich ist das Zeta-Potential der durch Belichtung mit P4VP mo-
difizierten Probe (hellblau) gezeigt. Die Messungen wurden am Institut fiir Technische
Chemie an der TU Braunschweig von MAREN LINDEMANN angefertigt.

In Abbildung sind die erhaltenen Ergebnisse dargestellt. Neben der unmodifizierten EDPTO-
Beschichtung wurden Substrate mit BPPA- und P4PV-Modifizierung vermessen. Zusatzlich
wurde wieder als Vergleich ein Substrat ausgewahlt, bei dem eine dichte Schicht aus P4PV
aufgebracht wurde. Die Strom-Druck-Kurven, die im Anhang in Abschnitt 8.3.5 gezeigt sind,
sind wie bei den vorherigen Messungen nicht iber den gesamten Messbereich linear. Somit
lassen die Zeta-Potentialmessungen nur eine ungefihre Abschatzung zu und sind nicht absolut

vertrauenswiirdig. Nichtsdestotrotz zeigt sich, dass die Modifizierung mit BPPA kaum zu einer
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Anderung des Zeta-Potentials fithrt. Diese Beobachtung entspricht den Erwartungen, da die
funktionalen Gruppen nur ein sehr kleines Potential haben Protonen aufzunehmen oder in das
Losungsmittel abzugeben [244]]. Demnach wird die Oberflaichenladung weiterhin maf3geblich
durch das Titandioxid bestimmt.

Die mit P4VP bedeckte Oberflache (dunkelblau) hingegen zeigt ein verandertes Zeta-Potential.
Der Isoelektrische Punkt ist von pH 4 auf pH 5.5 angestiegen und der gesamte Kurvenverlauf
unterscheidet sich merklich. Im Bereich der kleineren pH-Werte unterhalb pH 7 steigt das Zeta-
Potential frither auf starker positive Werte, woraus sich ein steilerer Kurvenverlauf ergibt. Im
basischen Bereich zeigt sich ebenfalls ein stirker negatives Zeta-Potential, was eine héhere
Aufladung der Oberflache anzeigt. Fiir die mit P4VP modifizierte Oberflache (hellblau) wurde ein
ahnliches pH-Wert abhédngiges Zeta-Potential erwartet, da auch hier die Oberflicheneigenschaf-
ten mafigeblich durch das Polymer bestimmt werden sollten. Die Messung zeigt durchaus eine
Veranderung zur unmodifizierten Probe, allerdings ist der Unterschied nicht so stark wie bei
der dichten P4VP Schicht auf dem EDPTO und von den absoluten Werten abgesehen dhnelt der
Kurvenverlauf starker dem des EDPTOs ohne Modifizierung. Im sauren bzw. basischen Bereich
zeigt sich der gleiche Trend, dass sich die Oberflache starker aufladt, allerdings ist der Effekt
nicht ganz so stark ausgeprégt. Auch der Isoelektronische Punkt ist zu einem hoheren pH-Wert
verschoben, der jedoch mit pH 5.2 etwas kleiner ausfallt als bei der dichten P4VP Schicht. Somit
lasst sich schlussfolgern, dass die angebundene Polymermenge zwar fiir eine veranderte Ober-
flachenchemie sorgt, allerdings scheint sie nicht vollstdndig das darunterliegende Titandioxid
zu bedecken, da beide Komponenten die Ladung der Oberflaiche mafigeblich bestimmen.
Neben dem zuvor vorgestellten Polymer P4VP wurde die Anbindung weiterer Polymere durchge-
fihrt, um die Ubertragbarkeit des Anbindungsmechanismus zu iiberpriifen. Falls in der spiteren
Anwendung ein anderes Polymer vorgesehen wird, da fiir den richtigen Umschaltpunkt das
passende Polymer ausgewiahlt werden muss, ist es notwendig, dass die Anbindung weiter-
hin funktioniert. Es wurden Experimente mit Polyvinylchlorid (PVC), Polymethylmethacrylat
(PMMA) und Poly-(2-hydroxyethyl)methacrylat (pHEMA) durchgefithrt und der Erfolg der
Anbindung wurde bei diesem ersten Test mittels Kontaktwinkelmessungen tberpriift. Wie
bereits beim P4VP wurden neben dem angebundenen Polymer (@UV) Substrate verwendet,
bei denen eine dichte Polymerschicht aufgebracht wurde und welche, bei denen das Polymer
wieder abgewaschen wurde (@Spil). Die erhaltenen Kontaktwinkel sind in Abbildung
dargestellt. Fiir das PVC und PMMA wurden aufgrund des eher hydrophoben Charakters beider
Polymere dem BPPA sehr dhnliche Kontaktwinkel erhalten. Die Kontaktwinkel des PVCs sind
zwar um einen kleinen Betrag hoher als vor der Beschichtung bzw. nach dem Abwaschen,
allerdings handelt es sich bei der Kontaktwinkelmessung um eine relativ ungenaue Methode
bei der Schwankungen um 5° nicht selten sind, weshalb dieses Ergebnis nur als Indiz fiir eine

erfolgreiche Anbindung genutzt werden kann. Fiir das PMMA ergibt sich ein dhnliches Bild, mit
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dem Unterschied, dass die Kontaktwinkel ein wenig kleiner sind, als die der BPPA-modifizierten
Probe. Da der Nachweis mittels Kontaktwinkel fiir diese beiden Polymere nicht ausreichend ist,

wurde fiir PVC anschlieffend noch eine Untersuchung mittels XPSs angestellt.
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Abb. 5.45: Gemittelte Kontaktwinkel der verschiedenen EDPTO-Beschichtungen ohne Modifi-
zierung sowie nach der Modifizierung mit BPPA und den Polymeren PVC, PMMA
und pHEMA (@UV). Zusitzlich wurden Substrate ohne Belichtung und Waschschritt
(Polymername) bzw. ohne Belichtung mit Waschschritt (@Spiil) vermessen.

Fir das pHEMA hingegen konnte ein merklicher Unterschied des Kontaktwinkels festgestellt
werden. Die dichte Schicht des pHEMAs sorgt fiir eine Verminderung des Kontaktwinkels auf
etwa den halben Wert. Nach dem Spiilen der Substrate kann wieder der gleiche Kontaktwinkel
fir die BPPA-modifizierte Oberflache von etwa 70° erreicht werden. Demnach konnte das
Polymer vollstindig abgewaschen werden. Nach der kovalenten Anbindung zeigt sich eine
leichte Erh6hung des Kontaktwinkels im Vergleich zur dichten Schicht, allerdings ist er immer
noch deutlich kleiner als bei der gespiilten Probe. Dies weist auf eine erfolgreiche Anbindung
des pHEMAs hin, bei der die Oberfliache nicht vollstandig durch das Polymer abgeschirmt wird.
Eine Beobachtung, die mit dem Ergebnis der Zeta-Potentialmessungen fiir das P4VP in Einklang
steht.

Die Anbindung des PVCs wurde neben der bereits vorgestellten Kontaktwinkelmessung noch
naher mittels XPS untersucht. Hierzu wurde zusatzlich zu den bereits zuvor beschriebenen
Substraten ein unmodifiziertes (EDPTO mit BPPA auf dem noch kein PVC aufgebracht wurde)
Substrat verwendet. Die erhaltenen Signale fiir die Cl 2p-Orbitale sind in den XP-Spektren in
Abbildung gezeigt. Zunichst ist zu erkennen, dass bei dem unmodifizierten Substrat bei
der Bindungsenergie fiir das Cl 2p-Orbital bei 200 eV kein Signal registriert wurde. Demnach
ist ein Signal an dieser Stelle auf die Anwesenheit des chlorhaltigen Polymers zuriickzufiihren,

da in der Vergleichsprobe mit grofler Menge des aufgebrachten PVCs ein sehr ausgeprégtes

137



5 Ergebnisse und Diskussion

Signal bei dieser Bindungsenergie zu sehen ist. Fiir die Referenzprobe, bei denen das Polymer
wieder abgewaschen wurde und das Substrat, bei dem das Polymer durch die Belichtung ange-
bunden werden sollte, ist der Ausschnitt wiederum vergroflert im rechten Spektrum dargestellt.
Fir PVC@Spiil wurde der Hintergrund eingezeichnet und versucht, daraus einen Peak zu er-
mitteln. Dieser liegt lasst sich zwar mathematisch berechnen, zeigt aber keine Abweichung
zum zuvor bestimmten Hintergrund der aufgenommenen Intensitaten. Fiir PVC@UV wurde
genauso vorgegegangen und es zeigt sich, dass der sehr schwach ausgeprégte Peak sich durch
eine mathematische Funktion angleichen lasst. Demnach scheint innerhalb dieses Substrats
noch eine nachweisbare Menge Chlor vorhanden zu sein. Im Gegensatz dazu konnte bei der
nicht belichteten Probe kein Chlor mehr detektiert werden. Somit liegt die Vermutung nahe,
dass das PVC durch die Belichtung tiber den Linker angebunden wurde. Im Vergleich mit der
Referenzprobe hingegen ist der Anteil des Chlors nur sehr gering, weshalb davon ausgegangen
wird, dass nur ein winziger Anteil des Polymers angebunden werden konnte. Dies deckt sich
mit der bereits zuvor gemachten Beobachtung, dass nur ein Teil der Polymere angebunden wird,

woraus eine nicht vollstindig bedeckte Oberflache resultiert.
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Abb. 5.46: Aufgenommene XP-Spektren im Bereich des Cl 2p-Orbitals der unterschiedlichen
Substrate aus der Untersuchung zur PVC-Anbindung. Rechts ist eine vergroferte
Darstellung der mittleren Spektren der linken Abbildung (PVC@Spiil und PCV@UV)

gezeigt.

Grundsatzlich scheint eine Oberflachenmodifikation mit verschiedenen Polymeren mittels UV-
Licht-aktivierter Anbindung tiber den Benzophenonlinker méglich zu sein. Allerdings wird unter
den aktuellen Bedingungen die darunterliegende EDPTO-Beschichtung offensichtlich noch nicht
vollstandig bedeckt. Moglicherweise reicht die angebundene Menge an Linkermolekiil noch
nicht aus, was sich vielleicht durch verlangerte Reaktionszeiten verbessern liee. Ebenso konnte

eine Erh6hung der Polymerkonzentration oder eine Verldngerung der Belichtungszeit helfen.
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Zusammenfassung der Polymerbeschichtung

In diesem Kapitel wurden die Ergebnisse zur Anbindung des Polymers P4VP an die Oberflache
der EDPTO-Beschichtung diskutiert. Hierzu wurde zunéchst in einer dreistufigen Synthese das
Linkermolekiil BPPA erfolgreich synthetisiert und anschlielend kovalent an die Oberflache
angebunden. Die jeweiligen Nachweise konnten mit NMR-Spektroskopie und XPS sowie Kon-
taktwinkelmessungen erbracht werden. Darauf folgte die Anbindung des Polymers durch die
Belichtung mit UV-Licht der Wellenldnge 365 nm, wofiir eine Synthesekammer aus Quarzglas
und eine Teflonhalterung fiir die Titansubstrate angefertigt wurden. Die erfolgreiche Anbindung
des Polymers konnte mittels XPS, Zeta-Potential- und Kontaktwinkelmessungen nachgewiesen
werden. Allerdings hat sich herausgestellt, dass die Bedeckung des nanopordsen Titandioxids
nicht vollstandig ist und im weiteren Verlauf verbessert werden muss, um einen eingelagerten
Wirkstoff innerhalb der Schicht zu versiegeln. Weiterhin wurden erste Experimente mit viel-
versprechenden Ergebnissen durchgefiihrt, andere Polymere an die Schicht anzubinden, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass das Polymer austauschbar ist. Dennoch miissen hierzu
noch weitere Untersuchungen angestellt werden, da bislang noch nicht untersucht wurde, ob

die angebundenen Mengen bei jedem Polymer dhnlich sind.
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5.1.4 Freisetzungsstudien

Ziel der Arbeit war es, ein Freisetzungssystem aus modifiziertem, nanopordsem Titandioxid zu
entwickeln. Hierzu wurde unter anderem die Freisetzungskinetik aus den unmodifizierten und
unterschiedlich modifizierten EDPTO-Beschichtungen untersucht. Im nachfolgenden Kapitel
werden die durchgefiihrten Freisetzungsstudien gezeigt. Neben den Experimenten mit dem
Wirkstoff Chlorhexidin (CHX) wurde aufgrund der besseren Nachweisbarkeit zunéchst der
Farbstoff Methylenblau (MB) aus den verschiedenen EDPTO-Beschichtungen freigesetzt. Dabei
wurde wie in Abschnitt 4.4 beschrieben vorgegangen. Es werden nun zunichst die Ergebnisse
mit MB prasentiert und anschlieffend werden im zweiten Teil dieses Kapitels die freigesetzten
CHX-Mengen diskutiert.

Methylenblau

Zunichst wurden Untersuchungen des Freisetzungsverhaltens mit dem Farbstoff MB durch-
gefiihrt, da dieser aufgrund der niedrigeren Bestimmungsgrenze (BG) photometrisch einfa-
cher quantitativ nachzuweisen ist. Die erhaltenen Ergebnisse sind nachfolgend aufgefiihrt.
Im Stimulus-responsiven Freisetzungssystem sind die Poren der nanopordsen Beschichtung
idealerweise bei neutralen pH-Werten vollstindig vom angebundenen Polymer bedeckt, so-
dass weder Farbstoftf bzw. Wirkstoff in die Beschichtung hinein oder aus der Beschichtung
hinausgelangen kann. Dementsprechend kann dieses System nur bei sauren pH-Werten mit
Farb-/Wirkstoffmolekiilen beladen werden. Um letztlich die freigesetzten Mengen aus den ver-
schiedenen EDPTO-Beschichtungen gut vergleichen zu kdnnen, wurden fiir alle durchgefiihrten
Freisetzungsexperimente die Beladungen mit MB in MES-Pufferlésung bei pH 5 durchgefiihrt.
Das so eingelagerte MB wurde jeweils in MES-Pufferlésung (pH 5) und MOPS-Pufferl6sung
(pH 7.4) freigesetzt. Spater sollte dadurch gezeigt werden koénnen, dass die Polymeranbindung
dazu fiihrt, dass die Freisetzung nur noch im sauren Milieu funktioniert, was vorher nicht der
Fall ist. Fiir alle durchgefithrten Experimente wurden jeweils drei Beschichtungen mit Farbstoff
beladen und drei Folien als Blindwerte verwendet. Mit den Folien, die als Blindwerte dienen
sollten, wurde jeweils die Beladung in der gleichen Losung ohne Farbstoff durchgefithrt und
weiterhin fand die anschliefende Freisetzung zu den gleichen Bedingungen statt. Die Folien
wurden nach bestimmten Zeitabstdnden in frisches Medium umgesetzt und die Uberstands-
16sungen wurden anschlieflend photometrisch vermessen, um die Farbstoffkonzentrationen
mithilfe externer Standards zu ermitteln. Dariiber wurden die freigesetzten Farbstoffmengen
pro Beschichtungsoberflache berechnet und anschlieflend, abziiglich der Blindwerte, kumulativ
gegen die Zeit aufgetragen.

Zunachst wurde das Freisetzungsverhalten aus den unmodifizierten EDPTO-Beschichtungen
untersucht und die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung gezeigt. Die freigesetzten
MB-Mengen sind jeweils kumulativ fiir die Freisetzung in MES- und MOPS-Pufferlésung gegen
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die Zeit aufgetragen. Aus dem Diagramm geht hervor, dass die freigesetzte MB-Menge bei dem
hoheren pH-Wert im MOPS-Puffer merklich gro8er ist als im MES-Puffer. Nichtsdestotrotz ist der
generelle Verlauf der Freisetzung in beiden Fallen recht dhnlich. Beide zeigen einen Burst Release
innerhalb der ersten Stunden, der nach 24 Stunden stark abnimmt, sodass danach kaum noch
Farbstoff freigesetzt wird. Beim geringeren pH-Wert ist dieser Effekt noch etwas starker, da nach
den ersten zwei Stunden die freigesetzte MB-Menge noch grofier ist, aber insgesamt in diesem Fall
weniger MB freigesetzt wird. Somit ergibt sich fiir die unmodifizierten EDPTO-Beschichtungen
ein Freisetzungsprofil, bei dem eine schnelle Abgabe des Farbstoffes innerhalb der ersten Stunden
stattfindet und nach 24 Stunden kaum noch Farbstoff freigesetzt wird. Im sauren ist dieser Effekt
noch stiarker mit insgesamt einer kleineren freigesetzten Menge, sodass zunéchst ein groferer
Teil des Farbstoff in die Losung diffundiert und letzlich im spateren Verlauf ein gewisser Rest in
der Beschichtung zuriickbleibt. Die Ursache fiir dieses Phanomen wurde nicht nédher untersucht,
da letztlich die Freisetzungskinetik fiir den Wirkstoff CHX ermittelt werden soll. Der Farbstoff
wurde lediglich fiir die ersten Studien aufgrund der besseren Nachweisbarkeit verwendet. Das
Freisetzungsprofil eines Burst Release kann giinstig sein, um akute, bakterielle Infektionen zu
behandeln, da innerhalb einer kurzen Zeit viel Medikament am Wirkort zur Verfiigung steht,

was die schnelle und effektive Elimination der Bakterien fordert [120]].

N

I 22 -
£ 227
- 20 I
18
16 1 . .
1T
w1 1 I

12

—&— EDPTO, MOPS
EDPTO, MES

0 - T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit/h

kumulierte freigesetzte MB-Menge / nmol

Abb. 5.47: Kumulierte Freisetzungsmengen von MB in MES- und MOPS-Puffer aus unmodifizier-
ten EDPTO-Beschichtungen.

Anschlieflend wurden Freisetzungen des MBs aus den unterschiedlich modifizierten Oberfla-

chen durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob dadurch ein verdndertes Freisetzungsprofil erreicht
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werden kann. In Abbildung sind die Ergebnisse fir die mit APPA modifizierten EDPTO-
Beschichtungen dargestellt. Zusitzlich sind vergleichend die freigesetzten Mengen aus den
unmodifizierten Proben eingezeichnet. Beide Freisetzungen zeigen, wie bereits zuvor bei den
unmodifizierten Substraten, einen Burst Release und auch in diesem Fall wurde beim niedrigeren
pH-Wert etwas weniger MB freigesetzt. In diesem Fall ist der Unterschied der insgesamt freige-
setzten MB-Menge kleiner, da einerseits im MOPS-Puffer etwas weniger und andererseits im
MES-Puffer etwas mehr MB freigesetzt wurde. Betrachtet man die Fehlerbalken, die vor allem im
MES-Pufter relativ grof} sind, ist dieser Unterschied zu vernachlassigen. Es zeigt sich dennoch
die Tendenz, dass die Aminofunktion in der leicht sauren Losung zu einer leichten Verzégerung
der Freisetzung beitragt, da der Anstieg zwischen 8 Stunden und 24 Stunden etwas grofSer ist.
Ohne die Modifizierung war im MES-Puffer zu diesem Zeitpunkt kaum noch MB nachzuweisen.
Die Aminofunktion kénnte somit insbesondere im sauren Milieu einen leichten Einfluss auf die

Freisetzungskinetik haben.
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Abb. 5.48: Kumulierte Freisetzungsmengen von MB in MES- und MOPS-Pufferlésung aus mit
APPA modifizierten EDPTO-Beschichtungen. Zum Vergleich ist die Freisetzung des
unmodifizierten EDPTOs in beide Pufferlosungen gezeigt.

Es wurde weiterhin die Freisetzung des MBs aus den mit CPPA modifizierten EDPTO-Beschich-
tungen untersucht, deren Ergebnisse in Abbildung kumulativ aufgetragen sind. Es wurden
wiederum die Freisetzungsmengen des MBs aus dem unmodifizierten EDPTO als Vergleich
zusétzlich in das Diagramm eingetragen. Es zeigt sich sowohl im MES- als auch im MOPS-

Puffer der zuvor beschriebene Verlauf eines Burst Release, der im neutralen etwas verzogerter
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verlauft. Bei beiden Freisetzungen ist die insgesamt freigesetzte MB-Menge kleiner als aus
den unmodifizierten Beschichtungen, weshalb an dieser Stelle beschlossen wurde die CPPA-
Modifikation nicht weiter zu verfolgen. Fir die kleineren Mengen kann es zwei mogliche
Ursachen geben. Entweder ist durch die Carbonsauregruppe die Wechselwirkung mit dem MB
schwicher, sodass weniger Molkiile eingelagert werden konnten, oder die Wechselwirkung ist so
viel stirker, dass nur noch ein deutlich kleinerer Anteil freigesetzt wird. Da die Wechselwirkung
eines Farbstoffmolekiils mit dem modifizierten EDPTO, die zu kleineren Freisetzungsmengen

fithrt, nicht im Fokus dieser Arbeit lag, wurde die Ursache an dieser Stelle nicht naher untersucht.
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Abb. 5.49: Kumulierte Freisetzungsmengen von MB in MES- und MOPS-Pufferlésung aus mit
CPPA modifizierten EDPTO-Beschichtungen. Zum Vergleich ist die Freisetzung des
unmodifizierten EDPTOs in beide Pufferlosungen gezeigt

Weiterhin wurden Freisetzungen mit den BPPA modifizierten EDPTO-Beschichtungen durchge-
fihrt. Wie bereits zuvor wurde fiir die unterschiedlichen pH-Werte jeweils in MES- und MOPS-
Puffer freigesetzt. Wiederum sind zum Vergleich die Freisetzungskurven des unmodifizierten
EDPTOs im MES- und MOPS-Puffer gezeigt. Bei beiden pH-Werten fithrt die BPPA-Modifizierung
zu einer grofleren Gesamtmenge freigesetzten MBs. Es wird nach wie vor der grofite Teil inner-
halb der ersten paar Stunden freigesetzt, allerdings konnte auch bei den spateren Zeitpunkten
noch mehr MB nachgewiesen werden. Nach wie vor wird im sauren Milieu weniger MB frei-
gesetzt, aber mit der BPPA-Modifizierung ist der Unterschied zwischen den beiden Losungen
deutlich kleiner und auch die Freisetzung im MES-Puffer hat zu einer gréfleren Gesamtmenge

des freigesetzten MBs gefiithrt als im MOPS-Puffer bei den unmodifizierten Schichten. Somit
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beeinflusst das BPPA die Freisetzung in dem Sinne positiv, dass leicht erhohte Mengen des MBs
detektiert wurden. Es ist moglich, dass die aromatischen Anteile des Farbstoffes hydrophobe
Wechselwirkungen (WW) mit den Benzophenongruppen eingehen kénnen, wodurch sich letzt-
lich mehr Farbstoff in die Beschichtung einlagern lasst und mehr wieder freigesetzt werden

kann.
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Abb. 5.50: Kumulierte Freisetzungsmengen von MB in MES- und MOPS-Pufferlésung aus mit
BPPA modifizierten EDPTO-Beschichtungen. Zum Vergleich ist die Freisetzung des
unmodifizierten EDPTOs in MOPS-Pufferlosung gezeigt

Nachdem der Einfluss des Linkermolekuls untersucht wurde, wurde anschlief3end auch das
Freisetzungsverhalten aus dem mit dem P4VP modizierten EDPTO analysiert. In Abbildung
sind die erhaltenen Ergebnisse als Diagramm dargestellt. Zum Vergleich der freigesetzten Menge
ist wiederum die Kurve des EDPTOs im MOPS-Puffer zusatzlich eingezeichnet. Es ist ganz klar
ersichtlich, dass die MB-Menge, die freigesetzt werden konnte, nur noch etwa ein Drittel der
urspriinglichen ist. Weiterhin lésst sich feststellen, dass der zuvor sehr deutliche Burst Release
nicht mehr so stark ausgepragt ist. Dies kann daran liegen, dass das Polymer die Freisetzung etwas
verzogert, was bereits beim BPPA festgestellt werden konnte. Der auffalligste und wichtigste
Unterschied zu den bereits gezeigten Freisetzungen ist, dass in diesem Fall erstmalig im MES-
Puffer eine groflere MB-Menge detektiert wurde. Dies entspricht dem erwarteten Ergebnis,
da die Farbstoffmolekiile bei dem neutralen pH-Wert, durch das ungeladene Polymer, dass
die Poren verstopfen soll, eingeschlossen und somit zuriickgehalten werden. Nur bei sauren

pH-Werten erfahren die Polymerstrange durch die positive Ladung abstoflende Kréfte und
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geben die Poren frei, was die Freisetzung des Farbstoffes ermoglicht. Im Experiment wurde
im MOPS-Puffer ebenfalls MB detektiert, weshalb davon auszugehen ist, dass die vollstandige
VerschlieBung des Porensystems durch das Polymer nicht funktioniert hat, allerdings lasst
sich der gewiinschte Trend erahnen, da bei allen anderen Experimenten zuvor im Sauren
jeweils weniger Farbstoff in den Uberstandslosungen war. Wie bereits zuvor vermutet, weist
dieses Ergebnis auf die erfolgreiche Modifikation der Oberfldche mit dem Polymer P4VP hin,
allerdings wird die Oberflache zum bisherigen Zeitpunkt noch nicht vollstaindig vom P4VP
bedeckt. Nichtsdestotrotz lasst sich das Freisetzungsverhalten stark durch die Polymeranbindung

beeinflussen.
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Abb. 5.51: Kumulierte Freisetzungsmengen von MB in MES- und MOPS-Pufferlésung aus mit
P4VP modifizierten EDPTO-Beschichtungen. Zum Vergleich ist die Freisetzung des
unmodifizierten EDPTOs in MOPS-Pufferlosung gezeigt

Zuletzt wurde noch eine Freisetzung mit der spéter eingefithrten MPTMS-Modifizierung durchge-
fithrt. Die Einlagerung des Farbstoffes erfolgte in diesem Fall bei deutlich kleinerer Konzentration
(etwa ein Zehntel), da die Freisetzung direkt mit der indirekten Bestimmung der eingelagerten
Farbstoffmenge kombiniert wurde. Aus diesem Grund wurde an dieser Stelle auf den direkten
Vergleich der freigesetzten Farbstoffmengen verzichtet. In Abbildung sind die detektierten
Farbstoffmengen kumuliert gegen die Zeit aufgetragen. Genau wie zuvor bei den anderen Sub-
straten, die P4VP modifizierten ausgenommen, konnte in die MOPS-Pufferlosung bei neutralem
pH-Wert mehr MB freigesetzt werden als in den MES-Puffer. Besonders beim neutralen pH-Wert

ist die Freisetzung des Farbstoffes verzogert und es sind auch bei den spateren Zeitpunkten noch
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groflere Mengen MB detektierbar. Dieser Effekt ist bislang bei den anderen Modifikationen noch
nicht so stark aufgetreten. Dieses Profil entspricht einer Freisetzungskinetik 1. Ordnung und
stellt keinen Burst Release mehr dar. Bei der sauren Losung tritt der Effekt der verzogerten Frei-
setzung ebenfalls auf, wenn auch in etwas schwicherer Form. Somit zeigt sich ein relativ starker

Einfluss auf die Freisetzungskinetik durch die Sulfonsiduregruppen auf der Titandioxidoberflache.
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Abb. 5.52: Kumulierte Freisetzungsmengen von MB in MES- und MOPS-Pufferlosung aus mit
MPTMS modifizierten EDPTO-Beschichtungen.

Es wurde eine indirekte Bestimmung der eingelagerten Farbstoffmenge in die verschieden
modifizierten EDPTO-Beschichtungen durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils drei Substrate in
eine schwach konzentrierte MB-Losung in Salpetersaure eingelegt und anschlieflend die Kon-
zentration in der Einlagerungslésung photometrisch bestimmt. Die Differenz zur Ausgangs-
16sung zeigt an, wie viel Farbstoff sich in die Beschichtung einlagern lasst. In Abbildung
sind die so bestimmten MB-Mengen aufgefiihrt. Die hier bestimmten Mengen kénnen nicht
mit den zuvor freigesetzten MB-Mengen verglichen werden, da bei den Freisetzungen hohe-
re Konzentrationen verwendet wurden. Die indirekte Bestimmung aus hoher konzentrierten
MB-Einlagerungslosungen wurde nicht durchgefiihrt, da diese Konzentrationen nicht mehr am
Spark Multimode Microplate Reader der Firma TECAN vermessen werden konnten und eine
nachtrégliche Verdiinnung bei so kleinen Konzentrationsunterschieden eine starke Fehlerquelle
darstellt.

Wie bereits zuvor aufgrund der Zeta-Potential Messungen vermutet wurde, ist die von den unmo-

difizierten und APPA modifizierten EDPTO-Beschichtungen ansatzweise die gleiche Menge MB
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adsorbiert worden. Die mit MPTMS modifizierten Proben hingegen haben eine merklich hohere
MB-Menge adsorbiert, was diese Modifizierung hinsichtlich der einzulagernden Wirkstoffmen-
gen attraktiv fiir die spatere Anwendung macht. Bei allen drei Proben hat sich allerdings eine
starke Varianz innerhalb der Messwerte ergeben, weshalb die indirekte Bestimmung mit nur
jeweils drei Substraten nicht ausreichend ist, um vertrauenswiirdige Ergebnisse zu erhalten. Die
fiir die Einlagerung verwendete MB-Lésung konnte bei einer erneuten Bestimmung eingewogen
werden, um zu verhindern, dass sich bei manchen Proben mehr Losung im Gefafy befindet.
Bei diesen kleinen Konzentrationsunterschieden kann eine minimal hhere Menge des zuvor
vorgelegten Losungsmittels einen groflen Unterschied auf die Gesamtkonzentration machen.
Zusatzlich handelt es sich bei den verwendeten Substraten um mit der Hand zugeschnittene Ti-
tanfolien, sodass deren exakte Grofle immer ein wenig variieren kann, was die Ergebnisse leicht
verfilscht. Fiir eine neue Bestimmung sollte die Flache, auf die die eingelagerte Farbstoffmenge
bezogen wird, zuvor fiir jedes Substrat noch einmal ausgemessen werden, um diese Fehlerquelle
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Abb. 5.53: Indirekt bestimmte MB-Mengen, die in die unterschiedlich modifizierten EDPTO-
Beschichtungen eingelagert wurden.

Die BPPA modifizierten Substrate adsorbieren ebenfalls eine grofiere MB-Menge als die unmodi-
fizierten EDPTO-Beschichtungen, was mit der vorherigen Uberlegung in Einklang steht, dass
es attraktive unpolare WW zwischen den Benzophenongruppen und dem Farbstoff gibt. Das
P4VP zeigt wiederum eine unveranderte Adsorption, was moglicherweise mit der teilweisen
Blockade des Porensystems zusammenhéngen kann. Insgesamt betrachtet geben diese ersten
Untersuchen nur eine ungefahre Einschatzung der eingelagerten Farbstoffmengen und sollten

mit mehr Substraten und dem zu verwendenden Wirkstoff CHX noch einmal wiederholt werden.
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Chlorhexidin

Innerhalb dieser Arbeit wurden neben den angestellten Untersuchungen der Freisetzungskinetik
mit MB bereits erste Freisetzungsstudien mit dem Wirkstoftf CHX durchgefiihrt. Hier hat sich
allerdings das Problem ergeben, dass sich der Wirkstoff in diesen kleinen Konzentrationen
schlechter quantitativ nachweisen lésst als der zuvor verwendete Farbstoff, da die Bestimmungs-
grenze des CHXs am verwendeten Spark Multimode Microplate Reader der Firma TEcAN bei
héheren Konzentrationen liegt als die des MBs (siehe Anhang Abschnitt 8.3.6 Tabelle[7.14). In
Abbildung sind die photometrisch bestimmten CHX-Konzentrationen der Uberstandslésun-
gen (in blau) und die ermittelte Bestimmungsgrenze fiir CHX (in grau) am verwendeten Gerat
eingezeichnet. Fir die erste Uberstandslosung wurden Konzentrationen bestimmt, die deutlich

oberhalb der Bestimmungsgrenze zu finden und somit vertrauenswiirdig sind.
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Abb. 5.54: Photometrisch ermittelte CHX-Konzentrationen in den Uberstandslésungen nach der
Freisetzung aus unmodifiziertem EDPTO in Reinstwasser.

Fiir die restlichen Losungen gilt dies nicht. Die zweite Losung liegt mit ihrer Varianz immer
noch oberhalb der Bestimmungsgrenze und kann zumindest in Reinstwasser noch als vertrau-
enswiirdig angesehen werden. Spatestens ab der dritten Losung sind die Konzentrationen in
den Uberstandslésungen allerdings so klein, dass sie mit ihrer Varianz nicht mehr vollstindig
oberhalb der Bestimmungsgrenze liegen. Folglich ist eine quantitative Bestimmung der CHX-
Konzentration nur noch bedingt méoglich. Da die ersten Experimente mit CHX zunéchst in

Reinstwasser durchgefiihrt wurden, spater aber auch Messungen in Pufferlésungen erfolgen
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sollen, um die pH-Wert abhingige Freisetzung zu untersuchen, ist davon auszugehen, dass sich
die quantitative Bestimmung noch erschwert, da eine erhohte Ionenstérke die photometrische
Messung in der Regel leicht beeinflusst. Aus diesem Grund wurde mittels der HPLC versucht
eine andere Quantifizierungsmethode fiir die CHX-Konzentrationen zu etablieren. Innerhalb
der Bachelorarbeit von HANNAH CHRISTMANN wurde die Bestimmungsgrenze des CHXs an der
verwendeten HPLC der Firma AGILENT ermittelt und Freisetzungsiiberstdnde vermessen. Die
ermittelten Konzentrationen (rot) sowie die Bestimmungsgrenze (grau) sind in Abbildung
dargestellt. Es hat sich gezeigt, dass die Bestimmungsgrenze an der HPLC fiir das CHX bei etwas
hoéheren Konzentrationen liegt, als am Microplate Reader. Auch die Varianz der vermessenen

Konzentrationen ist ein wenig hoher als bei der rein photometrischen Bestimmung,.
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Abb. 5.55: An der HPLC ermittelte CHX-Konzentrationen in den Uberstandslésungen nach der
Freisetzung aus unmodifiziertem EDPTO in Reinstwasser.

Es lasst sich mittels der quantitativen Bestimmung an der HPLC wie bereits zuvor nur fiir die
erste Uberstandslosung eine vertrauenswiirdige Konzentrationsbestimmung durchfithren. Fur
die zweite Losung ist der Messwert mit seiner Varianz bereits nicht mehr vollstandig oberhalb
der ermittelten Bestimmungsgrenze. Fiir alle weiteren Uberstinde konnte mittels der HPLC
keine Messwerte mehr ermittelt werden. Zusétzlich hat sich gezeigt, dass sich das CHX in den
kleinen Konzentrationen aufgrund der sehr langen Messzeiten (bis zu mehrere Tage fiir alle
Proben) bei Raumtemperatur und in dem beleuchteten Raum noch wihrend der Messung soweit
zersetzt, dass sich deutliche Konzentrationsunterschiede in den Proben ergeben, abhangig davon,

ob diese am Anfang oder Ende der Messreihe vermessen wurden. Somit hat sich die HPLC als
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quantitative Analysemethode fiir CHX in diesen kleinen Konzentrationsbereichen als nicht
geeignet erwiesen. Daraufhin wurde versucht die CHX-Konzentrationen innerhalb der Uber-
stande zu erhohen, damit eine photometrische Analyse zu besseren Ergebnissen fithrt. Hierzu
wurde in Zusammenarbeit mit YOUNEs SENFT aus der Institutswerkstatt eine Freisetzungzelle
aus Teflon entworfen und angefertigt, in der sich im Boden Rillen mit d4quidistanten Abstdnden
befinden. Diese ermoglicht die Freisetzung aus sechs Folien gleichzeitig in dieselbe Losung. In
Abbildung sind die bestimmten Konzentrationen der Uberstandslésungen aus dem neuen

Versuchsaufbau gezeigt.
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Abb. 5.56: Photometrisch ermittelte CHX-Konzentrationen in den Uberstandslgsungen nach
der Freisetzung aus unmodifiziertem EDPTO sowie APPA und MPTMS modifizierten
Substraten aus der neu entwickelten Freisetzungszelle in Reinstwasser.

Durch die Rillen wird gewahrleistet, dass die Substrate wéhrend der Freisetzung nicht aneinan-
der kleben und so jede Oberflache mit gentigend Fliissigkeit benetzt wird, um eine Diffusion
des Wirkstoffes aus den Poren in die Uberstandslésung zu erméglichen. Die Freisetzung aus
mehr Substraten in insgesamt fast die gleiche Menge Losungsmittel fithrt zu merklich héhe-
ren Konzentrationen, deren Messwerte bei der photometrischen Messung allesamt deutlich
oberhalb der Bestimmungsgrenze liegen. Mit diesem neuen Ansatz werden merklich héhere
CHX-Konzentrationen erhalten, was die quantitative Bestimmung des CHXs mdglich macht.
Die aus der letzten Messung erhaltenen Konzentrationen wurden wie zuvor auf die freigesetzte
CHX-Menge pro Substratfliche umgerechnet und in Abbildung sind die resultierenden

kumulativen Freisetzungskurven dargestellt. Die Einlagerung und Freisetzung wurden jeweils
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5 Ergebnisse und Diskussion

in Reinstwasser durchgefithrt und es wurden je sechs Substrate mit unmodifiziertem sowie mit
APPA und MPTMS modifiziertem EDPTO verwendet. Fiir die Blindproben kamen ebenfalls je
sechs Substrate zum Einsatz. Da hieriiber schon ein gemittelter Wert iiber mehrere Substrate

erhalten wurde, wurde die Freisetzung nur einfach durchgefiihrt.
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Abb. 5.57: Kumulierte Freisetzungsmengen von CHX in Reinstwasser aus unmodifizierten, APPA
und MPTMS modifizierten EDPTO-Beschichtungen.

Die unmodifizierten EDPTO-Beschichtungen zeigen, wie bereits zuvor beim MB einen Burst
Release bei der CHX-Freisetzung. Innerhalb der ersten Stunden wird der Grofiteil des Wirkstoffes
freigesetzt und nach den ersten 24 Stunden ist die insgesamt freigesetzte Menge nahezu erreicht.
Die mit APPA modifizierten Substrate zeigen einen dhnlichen Verlauf, allerdings wird zu den
spateren Zeitpunkten noch mehr CHX freigesetzt, sodass nach der untersuchten Zeitspanne
noch kein Plateau erreicht wurde. Auch die gesamt freigesetzte Wirkstoffmenge ist grofier.
Die MPTMS-Modifizierung zeigt wie bereits zuvor mit MB festgestellt eine etwas verzogerte
Freisetzung mit einer Kinetik 1. Ordnung. Nach den ersten acht Stunden ist die freigesetzte
CHX-Menge noch kleiner als bei den unmodifizierten und mit APPA modifizierten Proben. Bei
den spateren Zeitpunkten wird noch ein grofierer Teil CHX aus den MPTMS modifizierten
Substraten freigesetzt, sodass die gesamt freigesetzte Menge nach den untersuchten sechs Tagen
beim MPTMS am grofiten ist. Die Freisetzung ist fiir diese Probe an dieser Stelle noch nicht
abgeschlossen. Somit kann die CHX-Freisetzung sowohl durch die APPA- als auch die MPTMS-
Modifizierung beeinflusst werden. Beide fithren zu héheren Gesamtmenge und zusétzlich sorgt

dass MPTMS fiir eine verzogerte Freisetzung.
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5.1.5 Evaluierung der Zellkompatibilitat

Fiir Materialien, die in jedweder Form als Implantat im menschlichen Kérper zum Einsatz kom-
men, ist es von hochster Bedeutsamkeit, dass diese biokompatibel sind und durch sie keine
Schadigung des Organismus zu erwarten ist. Deshalb ist es wichtig bereits in einem frithen
Stadium der Materialentwicklung sicherzustellen, dass alle verwendeten Substanzen eine ausrei-
chende Zytokompatibilitit des zu implantierenden Materials zulassen. Innerhalb dieser Arbeit
wurden als Basis fiir ein Medikamentenfreisetzungssystem nanoporose Titandioxidschichten
synthetisiert. Durch weitere Modifikationen wurden die Oberflicheneigenschaften stark beein-
flusst, sodass im Vergleich zu reinem Titan, dass als biokompatibel gilt [22}[52,|67], eine deutlich
verdnderte Oberflaichen-Zell-Wechselwirkung eintreten kann. Fiir eine erste Einschiatzung, ob
die komplexen Beschichtungen fiir die Verwendung als Implantatmaterial infrage kommen,
wurde die Zytokompatibilitit der verschiedenen Substrate mit Humanen Gingiva-Fibroblasten
untersucht. Die Untersuchungen wurden in Koorperation mit der Klinik fir Zahnéarztliche
Prothetik und Biomedizinische Werkstofftkunde der Medizinischen Hochschule Hannover an-
gefertigt und von HENNING HARTWIG durchgefiihrt. Neben der Positiv- und Negativkontrolle
wurden in der ersten Untersuchung reines Titan vor und nach der Calcination untersucht.
Weiterhin wurde die EDPTO-Beschichtung vor und nach der Calcination verwendet, um den
Einfluss des SDAs auf die Zytokompatibilitat zu evaluieren. Zusétzlich wurden Beschichtungen
mit BPPA- und P4VP-Modifizierung ausgewéhlt sowie zum Vergleich die Substrate mit einer
dichten P4VP-Schicht, die bereits bei den Zeta-Potential Messungen zum Einsatz kamen. Es
wurde die Zellvitalitat der Fibroblasten nach 24 Stunden und 72 Stunden jeweils mittels LDH-
und CTB-Assay in einer Doppelbestimmung evaluiert. Die Ergebnisse des LDH-Assays, der die
Intaktheit der Zellmembranen anzeigt, sind in Abbildung gezeigt. Um die resultierenden
Zellvitalitaten besser miteinander vergleichen zu konnen, wurden die Positivkontrolle (PK)
auf 100 % und die Negativkontrolle (NK) auf 0 % normiert. Alle anderen Ergebnisse wurden
damit ins Verhaltnis gesetzt, sodass eine, von der ausgesidhten Zellzahl unabhiangige, Grofie
der Zellvitalitat erreicht wurde, die auch mit anderen Experimenten verglichen werden kann.
Generell spricht man nach der Norm DIN EN ISO 10993-5:2009-10 von einer ausreichend guten
Zytokompatibilitit, wenn die Zellvitalitat der untersuchten Zellen tiber 70 % liegt [275]]. Fiir eine
schnelle Einschatzung der Ergebnisse ist diese Grenze zusétzlich in das Diagramm in Abbildung
eingezeichnet. Bei der ndheren Betrachtung der Ergebnisse fillt auf, dass bei ausnahmslos
allen Proben die Zellvitalitat nach 72 Stunden hoher ist als nach nur 24 Stunden. Somit scheint
innerhalb dieser Zeitspanne eine Adaptation der Fibroblasten an die unterschiedlich modifizierte
Oberflache des jeweils untersuchten Materials einzutreten. Da die ermittelten Unterschiede
der Zellvitalitaten zu den beiden verschiedenen Zeitpunkten relativ klein sind und in manchen
Fallen auch innerhalb der Fehlerbalken liegen, kann dieser Unterschied auch auf eine natiirliche

Schwankung zuriickzufithren sein. Um dies ndher zu untersuchen, miisste eine statistische
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Auswertung der Ergebnisse erfolgen, was allerdings bei der durchgefithrten Doppelbestimmung
mit den resultierenden zwei Messwerten nicht sinnvoll ist. Dennoch ist ersichtlich, dass alle
bestimmten Werte fiir die Zellvitalitat oberhalb der erforderlichen 70 % liegen. Demzufolge weist
der durchgefithrte LDH-Assay darauf hin, dass die verwendeten Substrate im untersuchten
Zeitraum zytokompatibel sind und von ihnen nur eine zu vernachlédssigend geringe Zellscha-
digung fiir Fibroblasten zu erwarten ist. Da bereits innerhalb dieses kurzen Zeitraumes eine
Adaptation der Zellen an die Oberflichen eintrat, ist davon auszugehen, dass auch tiber lingere

Zeitabschnitte keine Schadigung der Zellmembran stattfindet.
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Abb. 5.58: Mittels LDH-Assay ermittelte Zellvitalititen der verwendeten Humanen Gingiva-
Fibroblasten nach 24 und 72 Stunden fiir die Evaluierung der Zellkompatibilitat der
Titansubstrate zu den unterschiedlichen Synthesefortschritten. Alle Proben sind auf
die Positivkontrolle normiert.

Da der LDH-Assay nur Aufschluss iiber die Intaktheit der Zellmembran gibt, aber keine Aussagen
tiber den aktiven Zellmetabolismus zuldsst, wurde zusatzlich ein CTB-Assay durchgefiihrt. Mit
diesem lasst sich zeigen, wie viele der ausgesiten Zellen metabolisch aktiv und somit lebendig
sind. Fiir die Auswertung wurden wiederum die erhaltenen Ergebnisse mit der PK und NK
ins Verhéltnis gesetzt und die prozentualen Zellvitalitdten sind in Abbildung gezeigt. Im
Gegensatz zu den mit dem LDH-Assay erhaltenen Zellvitalitaten fallen sie in hierbei deutlich
geringer aus. Abgesehen von den P4VP modifizierten Probenkdrpern liegen die Zellvitalitidten
nur zwischen 40 % und 50 %, was auf eine nicht ausreichend gute Biokompatibilitit hindeutet.

Besonders fiir die Substrate aus reinem, unbehandelten Titan ist dieses Ergebnis iiberraschend,
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da es aufgrund seiner guten Biovertraglichkeit bereits in vielen Implantatmaterialien verwendet
wird [22, |66, 68]. Die aufgebrachte nanoporose Titandioxidbeschichtung zeigt sowohl vor als
auch nach der Calcination keinen nennenswerten Einfluss auf die resultierende Zellvitaliat und
auch die anschlieBende BPPA-Modifizierung fithrt zu dem gleichen Ergebnis. Somit lasst sich
schlussfolgern, dass die durch Elektrodeposition erhaltene Beschichtung sowie das verwendete
SDS keinen negativen Einfluss auf die Zytokompatibilitat der Titansubstrate haben. Auch die
nachtriglich eingebrachten Benzophenongruppen fithren zu keiner verschlechterten Uberlebens-
fahigkeit der Fibroblasten. Wie bereits zuvor bestatigt sich der Trend, dass die Zellvitalitat nach
dem langeren Zeitraum etwas besser ist, was wiederum auf eine rasche Adaptation hindeutet.
Fiir die Substrate, bei denen anschlieffend eine Schicht aus P4VP aufgebracht wurde, konnten
deutlich bessere Zellvitalitaten festgestellt werden. Bei beiden Proben konnten deutlich erhéhte
Zellvitalitaten von mehr als 70 Es lasst sich daraus ableiten, dass die Anwesenheit des Polymers

die Zytokompatibilitat der Substrate sogar verbessert.
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Abb. 5.59: Mittels CTB-Assay ermittelte Zellvitalititen der verwendeten Humanen Gingiva-
Fibroblasten nach 24 und 72 Stunden fiir die Evaluierung der Zellkompatibilitat der
Titansubstrate zu den unterschiedlichen Synthesefortschritten. Alle Proben sind auf
die Positivkontrolle normiert.

Der CTB-Assay zeigt im Vergleich mit dem LDH-Assay eine verminderte Biokompatibilitdt der
untersuchten Substrate. Da in diesem Assay die metabolische Aktivitat der Zellen untersucht
wird und nicht nur die Intaktheit der Zellmembran, sind insbesondere hier hohe Vitalititswerte

von Bedeutung. Unerwarteterweise wurde auch fiir das reine Titan eine nicht sonderlich hohe
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Biokompatibilitat festgestellt, weshalb der Zytokompatibilitatstest wiederholt wurde, um einen
systematischen Fehler auszuschlieen. Bei der zweiten Durchfithrung wurden die untersuchten
Substrate ausgetauscht, sodass das calcinierte Reintitan und das nicht calcinierte EDPTO sowie
das nicht chemisch angebundene P4VP wegfielen. Stattdessen wurden die APPA- und MPTMS-
Modifizierung zu der Probenauswahl hinzugenommen. Es wurden wie bereits bei der ersten
Untersuchung ein LDH- und ein CTB-Assay durchgefiihrt und die Ergebnisse fiir den LDH-Assay
sind in Abbildung dargestellt.
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Abb. 5.60: Mittels LDH-Assay ermittelte Zellvitalititen der verwendeten Humanen Gingiva-
Fibroblasten nach 24 und 72 Stunden fiir die Evaluierung der Zellkompatibilitat der
unterschiedlich modifizierten Titansubstrate. Alle Proben sind auf die Positivkontrolle
normiert.

Fiir alle verwendeten Proben ergibt sich eine Zellvitalitat zwischen 90 % und 100 %, wodurch das
Ergebnis im Vergleich zur ersten Untersuchungsreihe leicht erhoht ist. Ein weiterer Unterschied
ist, dass in diesem Fall die Werte nach 24 Stunden ein wenig hoher sind als nach 72 Stunden,
was einen umgedrehten Trend zum vorherigen Ergebnis darstellt. Allerdings ist der Unterschied
bei allen Proben nur sehr klein und liegt teilweise innerhalb der Varianz, sodass dies vernach-
lassigbar bleibt. Um diese Tendenz néher zu untersuchen, miissten mehr Substrate iiber einen
langeren Zeitraum beobachtet werden, da sich basierend auf den Ergebnissen dieser Studie keine
Veranderung der Vitalitat iiber die Zeit ableiten lasst. Insgesamt betrachtet ergibt sich aus dem
durchgefithrten LDH-Assay wie zuvor eine gute Biokompatibilitdt aller untersuchten Substrate.
Die im CTB-Assay erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung gezeigt. Wie bereits bei der

ersten Studie ergeben sich fiir das reine Titan Zellvitalitit von etwa 40 % fiir beide untersuchten
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Zeitpunkte. Damit wurde wie bereits zuvor eine schlechtere Biokompatibilitat fiir das blanke, un-
behandelte Titan ermittelt, als angenommen wurde, weshalb das Vorliegen eines systematischen
Fehlers an dieser Stelle ausgeschlossen wurde. Stattdessen wurde die Uberlegung angestellt,
dass der grofie Unterschied in der erwarteten Zellvitalitat auf die initiale Adhésion der Zellen
auf den Substraten zuriickzufiithren ist. Die sterile Plastikoberflache der Multiwellplatte, die fiir
die Positivkontrolle verwendet wird, wurde vom Hersteller physikalisch dahingehend behandelt,
eine moglichst gute Zelladhésion zu ermoglichen. Innerhalb dieser Studie wurden die Zellen
direkt auf die Substrate, die keine Vorbehandlung zur besseren Adhéasion erfahren haben, ausge-
sat und nicht auf die adhésive Plastikoberflache. Es liegt deshalb die Vermutung nahe, dass die
PK hauptsachlich aufgrund der besseren Adhésion merklich héhere Zellvitalititen liefert als das
Titan. Aus diesem Grund wurden die verschiedenen Substrate in diesem Fall mit dem blanken
Titan und nicht mit der PK verglichen, dass einen biokompatiblen Werkstoff darstellt. Fiir die
Verdeutlichung wurde hierfiir eine zweite (rote) 70 %-Markierung in das Diagramm in Abbildung
eingezeichnet, die vom blanken Titan nach 72 Stunden abgeleitet wurde. Das EDPTO zeigt
im Vergleich mit dem blanken Titan eine leicht erhohte Zellvitalitat. Dieser Umstand kann
moglicherweise dadurch begriindet sein, dass auf der etwas raueren, pordsen Oberfliche die
Adhision verbessert ist. Der Unterschied der Zellvitalitidten auf diesen Substraten ist allerdings
nur sehr gering und kann ebenfalls durch leiche Schwankungen hervorgerufen worden sein.
Nichtsdestotrotz wurden fiir das EDPTO vergleichsweise hohe Zellvitalititen erhalten, was auf
eine gute Biokompatibilitdt hinweist. Fiir die mit APPA modifizierten Beschichtungen zeigt
sich nach 24 Stunden eine Zellvitalitat von nur etwa 10 %, was im Vergleich mit Titan eine
deutliche Verringerung ist. Auch nach 72 Stunden ist die Zellvitalitidt mit etwas unter 20 %
nicht sehr hoch und beide Werte liegen unterhalb der 70 %-Grenze des Titans. Es zeigt sich also,
dass die APPA-Modifizierung eine verschlechterte Biokompatibilitat mit sich bringt. Fiir die
MPTMS-Modifizierung wurden fiir beide Zeitpunkte Werte zwischen 20 % und 30 % erhalten, was
ebenfalls auf eine Verschlechterung der Biokompatibilitat durch diese Modifikation hindeutet.
Der Effekt ist jedoch weniger stark ausgeprégt als beim APPA und beide Ergebnisse liegen sehr
nah an der 70 %-Grenze, was fiir eine ausreichende Biokompatibilitidt des Materials nach der
Modifizierung mit MPTMS spricht. Fiir die BPPA-Modifizierung zeigte sich nach den ersten 24
Stunden eine leicht verringerte Zellvitalitat, die im Vergleich mit Titan bei etwa 70 % liegt. Nach
dem langeren Zeitintervall scheint wiederum die Adaptation der Zellen eingetreten zu sein. Die
Zellvitalitat entspricht der des blanken Titans, was auf eine gute Zytokompatibilitat hinweist. Fiir
die Polymerbeschichtung konnte fiir beide untersuchten Zeitpunkte eine Zellvitalitit ermittelt
werden, die genauso hoch ist, wie beim blanken Titan. Somit scheint das P4VP, wie bereits bei

der ersten Studie angenommen, biokompatibel zu sein.
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Abb. 5.61: Mittels CTB-Assay ermittelte Zellvitalititen der verwendeten Humanen Gingiva-
Fibroblasten nach 24 und 72 Stunden fiir die Evaluierung der Zellkompatibilitat der
unterschiedlich modifizierten Titansubstrate. Alle Proben sind auf die Positivkontrolle
normiert. Die rote 70 %-Markierung ist auf das blanke Titan bezogen.

Aus dieser zweiten Untersuchung der Zytokompatibilitdat geht hervor, dass mittels des LDH-
Assays kaum ein Unterschied zum vorherigen Ergebnis festzustellen ist. Beide Male weist dieser
Assay auf eine gute Biokompatibilitat der untersuchten Modifikationen gegeniiber Fibroblasten
hin. Der CTB-Assay hat hingegen in beiden Untersuchungen merklich schlechtere Ergebnis-
se geliefert. Vornehmlich fiir das unbehandelte Titan wurde eine bessere Zytokompatibilitét
erwartet, die wiederholt nicht festgestellt werden konnte. Da Titan aber ein Werkstoff ist, der
als biokompatibel gilt und bereits in vielen Implantatmaterialien zum Einsatz kommt, wurde
hier eine deutlich hohere Zellvitalitat erwartet, weshalb letztlich die erhaltenen Ergebnisse im
Vergleich mit der Probe aus blankem Titan bewertet und nicht wie fiir gewdhnlich iiblich nur
auf die PK bezogen wurden. Eine mogliche Verbesserung der experimentellen Durchfithrung
dieser Studien konnte durch eine gezielte Reinigung der Oberflache erreicht werden. Die Be-
handlung der Substrate fiir kurze Zeit mit Piranhasaure oder Ethanol im Ultraschallbad kénnte
eine Verbesserung der Zelladhéasion bewirken, da durch beide Verunreinigungen entfernt wer-
den konnen, die eventuelle Adsorptionsplatze der Zellen besetzen und so eine verschlechterte
Wechselwirkung verursachen. Allerings miisste fiir beide Reinigungsschritte zundchst getestet
werden, ob die Beschichtung oder Modifikationen dadurch Schaden nehmen. Die nanopordse
Beschichtung zeigt im Vergleich zum reinen Titan sehr dhnliche Werte und es kann somit auch
eine dhnlich gute Biokompatibilitit vermutet werden. Fiir die verschiedenen Modifizierungen

hat sich gezeigt, dass sowohl APPA als auch MPTMS zu verringerten Zellvitalitdten fiithren,
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die eine verschlechterte Biokompatibilitdat durch die Modifikationen indizieren konnten. Fir
APPA steht dieses Ergebnis in Einklang mit einer Studie von Y. ZHAO et al., die gezeigt haben,
dass die Modifikation von Titandioxid mit APPA zu einer verschlechterten Zellvitalitiat von
Endothelzellen fiihrt [276]. Auch fur MPTMS wurde in einer fritheren Studie von S. H. YANG
et al. eine verringerte Zellvitalitit ermittelt. Fiir BPPA und P4VP konnte gezeigt werden, dass
sie die Zellvitalitaten nicht negativ beeinflussen und im Falle des Polymers moglicherweise
sogar verbessern, was mit den Ergebnissen der Zytokompatibilitdtsuntersuchung von P4VP
modifizierten Silica-Nanopartikeln durch H. FULLRIEDE et al. iibereinstimmt. Bereits in dieser

Studie hat sich P4VP als biokompatibel erwiesen.
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5.1.6 Untersuchung der antibakteriellen Wirkung

Das angestrebte Medikamentenfreisetzungssystem soll praventiv gegen eine Biofilmbildung
auf der Zahnimplantatoberflaiche wirksam sein und somit das Auftreten bakteriell-bedingter
Entziindungen nach der Implantation verhindern. In der Mundhohle finden sich zahlreiche
bakterielle Mikroorganismen, die feste Oberflachen besiedeln und in synergistischen Aggregaten,
sogenannten Biofilmen zusammenleben. Charakteristisch fiir diese Biofilme ist die Bildung einer
extrazellularen Matrix aus verschiedenen polymeren Substanzen, welche sie vor der klassischen
Therapie mit Antibiotika und der Abwehr durch das korpereigene Immunsystem schiitzt. In
der ersten Phase der Biofilmbildung findet die Adhésion der Initialbesiedler auf die Oberfldche
statt. Die anschlieBende Coadhasion und weitere Akkumulation fithrt zu einem tibermaf3igen
Wachstum des Biofilms, was letzendlich die Entziindungsreaktion hervorruft. Fir eine erste
Einschéatzung der antibakteriellen Wirksamkeit wurde deshalb zunéchst die initiale Adhéasion
nach funf Stunden sowie die anschlieBende Biofilmbildung nach 24 Stunden auf den EDPTO-
Beschichtungen durch das Bakterium S. oralis untersucht. Es handelt sich hierbei um einen
typischen Initialbesiedler, der haufig in der Mundhéohle vorkommt. Um einen Vergleich mit dem
zugelassenen Standardmaterial fiir Zahnimplantate zu ermdglichen, wurden die Adhéasion und
Biofilmbildung auf unbehandelten, glatten Titansubstraten untersucht. Die auf den Substraten
befindlichen Bakterienmengen wurden am kofokalen LSM bestimmt. Zusatzlich wurde durch

eine Einfarbung mit den Farbstoffen Syto9 und Propidiumiodid der lebend/tot-Anteil in den

gebildeten Biofilmen ermittelt.

Abb. 5.62: Dreidimensionale Rekonstruktion repréasentativer Aufnahmen des konfokalen LSM der
initialen Adhésion (links) und Biofilmbildung (rechts) von S.oralis auf unbehandelten
Titansubstraten. Es erfolgte eine Einfarbung der Bakterien mit den Farbstoffen Syto9
und Propidiumiodid zur Unterscheidung des lebend/tot-Anteils (griin/rot).

In Abbildung sind mikroskopische Aufnahmen der Biofilme auf glattem Reintitan gezeigt.

Aus ihnen geht hervor, dass nach fiinf Stunden nur eine geringe Bakterinemenge auf der
Oberflache adhériert hat. Nach 24 Stunden jedoch hat sich ein dichter Biofilm aus S. oralis
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ausgebildet. Dies zeigt, dass bereits eine geringe Bakterienmenge ausreichend ist, um einen
dichten, dreidimensionalen Biofilm zu bilden, sofern keine weiteren Einfliisse die Proliferation
der Bakterien verhindern.

Fiir den weiteren Verlauf der Studie wurden unmodifizierte EDPTO-Substrate sowie APPA und
MPTMS modifizierte Beschichtungen verwendet, wodurch der Einfluss der Oberflachenmo-
difikation auf die Bakterienadhésion und -biofilmbildung untersucht werden sollte. Um die
Effektivitat des zusatzlich eingelagerten CHXs zu iiberpriifen, wurde jede Probensorte mit und
ohne vorherige CHX-Beladung eingesetzt. Die Probenauswahl ist in Abbildung anschaulich
dargestellt.

EDPTO APPA MPTMS/ 1. Vorkultur 2. Vorkultur 3. Vorkulth
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Abb. 5.63: Graphische Darstellung der Probenauswabhl fiir die Studie zur antibakteriellen Wirk-
samkeit der unterschiedlich modifizierten und CHX-beladenen EDPTO-Substrate
gegen das Bakterium S. oralis. Weiterhin sind die Anzahl der technischen und biologi-
schen Wiederholungen fiir jede Probensorte gezeigt.

ohne
CHX

Je Modifikation wurden jeweils sechs Substrate verwendet und in drei biologischen Wiederho-
lungen (unterschiedliche Vorkulturen) mit jeweils zwei technischen Wiederholungen untersucht.
Im Folgenden finden sich reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Teilausschnitten der
jeweiligen Substrate, auf denen die fluoreszenzgefarbten Bakterien abgebildet sind.

In Abbildung[5.64 wird zunichst der Einfluss der Modifikationen und der Anwesenheit von CHX
auf die Adhésion gezeigt. Mithilfe der zugehorigen mikroskopischen Aufnahmen erfolgte eine
Quantifizierung der Biofilmvolumina, was in Abbildung graphisch dargestellt ist. Es zeigte
sich, dass die nanopordse Beschichtung ohne weitere Modifikation zu einer merklich héheren
Bakteriendichte nach der Adhésion fiihrte, als sie auf dem reinen Titan festgestellt wurde (Abb.
[5.62). Im Mittel wurde eine fast vierfache Bakterienmenge pro Bild ermittelt. Zusétzlich ist die
Mengenverteilung der adhérierten Bakterien auf den EDPTO-Substraten deutlich grofler als auf
dem blanken Titan. Die vorherige Beladung der nanopordsen Beschichtung mit CHX hat eine
geringere Bakterienadhasion mit kleinerer Varianz im Vergleich zur unbeladenen Beschichtung
zur Folge, die jedoch dennoch zweieinhalbmal hoher ist, als auf der glatten Titanoberflache. Die
APPA-Modifikation fiihrte zu einer nur etwa halb so dichten Bakterienadhédsion als sie beim
unmodifizierten EDPTO zu sehen war. Durch das eingelagerte CHX fiel die initiale Adhasion

auf den APPA modifizierten Oberflichen nochmals ein wenig geringer aus. Zusétzlich liegen

162



5.1 Kathodisch elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

Abb. 5.64:

(a) EDPTO, ohne CHX.
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(e) MPTMS, ohne CHX. (f) MPTMS, mit CHX.

Dreidimensionale Rekonstruktion reprasentativer Aufnahmen des konfokalen LSM
der initialen Adhéasion von S.oralis auf unmodifizierten EDPTO-Substraten sowie auf
APPA und MPTMS modifizierten Beschichtungen. Es erfolgte eine Einfiarbung der
Bakterien mit den Farbstoffen Syto9 und Propidiumiodid zur Unterscheidung des
lebend/tot-Anteils (griin/rot).
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fiir beide Proben die beobachteten Bakterienmengen fiir alle Substrate sehr nah beieinander,
sodass die Adhésion auf diesen Proben gut reprodozierbare Ergebnisse liefert. Im Gegensatz
dazu scheint die MPTMS-Modifikation keinen Groflen Einfluss auf die Mikroorganismen zu
haben und ist, mit einer etwa dreimal hoheren Anzahl anhaftender Bakterien wie auf glattem
Titan, mit der unmodifzierten EDPTO Gruppe vergleichbar. Auch die Verteilung der Messwerte
ist dhnlich grofi. Interessanterweise bewirkte hier das eingelagerte CHX keine Verringerung
der Bakterienzahl, sondern fithrte im Mittel sogar zu einer leichten Erh6hung, welche jedoch

innerhalb der Varianz liegt.
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Abb. 5.65: Anzahl der adhirenten S. oralis Bakterien nach einer initialen Adhéasion von 5 Stunden.

Zusatzlich zur Gesamtanzahl der Bakterien wurde auch der lebend/tot-Anteil ermittelt. Dieser ist
prozentual fiir die verschiedenen Oberflachen in Abbildung aufgetragen. Auf dem blanken
Titan liegt das Verhéltnis des zwischen lebendigen und toten Zellen bei 70 % zu 30 %. Im Vergleich
dazu ist auf der nanoporésen EDPTO-Beschichtung nicht nur die Adhésion gréfler, sondern
auch der Anteil lebendiger Zellen liegt bei tiber 95 %. Die reine Beschichtung fithrt somit zu
einer deutlich verstarkten Anhaftung der Bakterien und zusétzlich mehr lebendigen Zellen. Die
Einlagerung des CHX in die nanopordse Beschichtung hat ohne eine Modifizierung nur einen
geringen Effekt auf die Verteilung des lebend/tot-Anteils. Auch hier sind etwa 90 % der anhaf-
tenden Bakterien lebendig. Die APPA-Mofifizierung fithrt im Vergleich mit dem unmodifizierten
Titandioxid zu einem verringerten Lebendanteil der Bakterien, allerdings ist hier immer noch
der Lebendanteil grof3er als auf dem blanken Titan. Die MPTMS-Modifikation hat einen noch
starkeren Effekt auf das lebend/tot-Verteilung der Bakterien. Hier liegt der Anteil der lebendigen
Organismen bei nur 70 % und ist dementsprechend genauso grofy wie auf dem blanken Titan.
Die Anweseheit des eingelagerten CHX verstéarkt diesen Effekt noch, sodass der lebend-Anteil

nur noch bei 40 % liegt. Da die Gesamtbakterienmenge, die auf diesen Proben anhaftet, die des
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blanken Titans merklich iiberschreitet, zeigt sich, dass die nanoporésen Beschichtungen zu einer
verstiarkten Initialadhasion fithren. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass nanopordses
Titandioxid unabhangig von weiteren Modifikationen zu einer Zunahme der bakteriellen Adha-
sion im Vergleich zu blankem Titan fiihrt. Die zusétzliche Einlagerung von CHX hat in jedem
Fall eine Auswirkung auf die Mikroorganismen. Interessant ist jedoch, dass sie im Falle der
APPA-modifizierten Proben eher zu einer Reduktion der Bakterienzahl fithrt, wohingegen die
MPTMS-Modifikation zu einem Anstieg des Totanteils fiithrt.
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Abb. 5.66: Prozentuale lebend/tot Verteilung der S. oralis-Bakterien nach der initialen Adhésion
von fiinf Stunden. Der jeweils rechte Balken gibt die Ergebnisse fiir die Substrate mit
CHX an. Fir Titan wurden nur Proben ohne CHX verwendet.

Im Anschluss an die Untersuchung der initialen Adhasion wurden die gebildeten Biofilme
nach 24-stiindigem Wachstum auf den unterschiedlichen Substraten evaluiert und verglichen.
Représentative mikroskopischen Aufnahmen finden sich in Abbildung Die Ergebnisse der
Quantifizierung der jeweiligen Biofilmvolumina und lebend/tot-Anteile sind in den Abbildungen
und aufgetragen. Anhand der mikroskopischen Aufnahmen lasst sich ein deutlicher
Unterschied zwischen den CHX-beladenen und den nicht beladenen Proben ausmachen. Ohne
den Wirkstoff hat sich auf allen Oberflachen ein dichter Biofilm ausgebildet, welcher mit dem
Biofilm auf blankem Titan vergleichbar ist. Im Gegensatz dazu ist die Bakterienanzahl auf
den CHX-haltigen Substraten deutlich kleiner und es ist keine dreidimensionale Morphologie
auszumachen. Unabhéngig der initial adhérierten Bakterienzahl zeigt die Quantifizierung, dass
das Biofilmvolumen bei allen Substraten, bei denen kein CHX zugegen war, in etwa gleich grof3
ist. Fiir die unmodifizierte EDPTO-Beschichtung, in die zuvor CHX eingelagert wurde, ist das

Biofilmvolumen um etwa die Halfte reduziert. Jedoch unterscheiden sich die einzelnen Substrate
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(a) EDPTO, ohne CHX. (b) EDPTO, mit CHX.

(c) APPA, ohne CHX. (d) APPA, mit CHX.

(e) MPTMS, ohne CHX. (f) MPTMS, mit CHX.

Abb. 5.67: Dreidimensionale Rekonstruktion reprasentativer Aufnahmen des konfokalen LSM
der Biofilmbildung von S.oralis auf unmodifizierten EDPTO-Substraten sowie auf
APPA und MPTMS modifizierten Beschichtungen. Es erfolgte eine Einfiarbung der
Bakterien mit den Farbstoffen Syto9 und Propidiumiodid zur Unterscheidung des
lebend/tot-Anteils (griin/rot).
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stark in der Bakterienzahl, sodass sich eine grofie Varianz ergibt. Bei der Einlagerung des CHX in
die modifizierten Oberflachen wird die Wirkung des CHX durch die Modifizierung noch verstérkt.
In beiden Féllen bildet sich im Vergleich zum blanken Titan nur ein Sechstel des Biofilmvolumens
aus. Zusatzlich weisen die Ergebnisse eine deutlich kleinere Varianz auf. Somit sorgen beide

Modifikationen gleichzeitig fiir eine bessere Reproduzierbarkeit der Biofilminhibition.

[ blankes Titan B APPA
600 - EDPTO [ 1APPA/CHX
EDPTO / CHX B vPTMS
2 [ IMPTMS/ CHX
E 500
=) T
400
E *
=
o 300 1
o
C
2 200
g
X .
@
100 —
O i —

Abb. 5.68: Volumina der S. oralis-Biofilme auf den unterschiedlichen Substraten nach der Bio-
filmbildung nach 24 Stunden.
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Abb. 5.69: Prozentuale lebend/tot Verteilung im gebildeten S. oralis-Biofilm nach der Biofilmbil-
dung tiber 24 Stunden. Der rechte Balken gibt jeweils die Ergebnisse fiir die Substrate
mit CHX an. Fiir Titan wurden nur Proben ohne CHX verwendet.
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Die Betrachtung des lebend/tot-Anteils zeigt beim unmodifizierten und APPA modifizierten
EDPTO, dass der Biofilm fast vollstandig aus lebendigen Organismen besteht. Fiir die Substrate
aus blankem Titan und dem MPTMS modifizierten EDPTO ist der Lebendanteil mit 90 % etwas
geringer, jedoch ist der Biofilm nach wie vor weitestgehend lebendig. Nichtsdestotrotz wird auf
allen Substrate ohne CHX ein dichter Biofilms mit einem iiberwiegenden Lebendateil ausgebildet.
Es ist auffallig, dass das CHX nicht nur in einer kleineren Bakterienmenge auf den Substraten
resultiert, sondern auch mit fast 20 % konsequent zu einem grofieren Anteil toter Bakterien im
Biofilm fuhrt. Somit hat das Chlorhexidin einerseits den Effekt, dass das Wachstum des Biofilms
merklich reduziert ist und zusatzlich noch die Uberlebensrate der anhaftenden Bakterien absenkt.
Abschlieflend werden die Ergebnisse der Adhésion und Biofilmbildung der S. oralis in ihrer
Gesamtheit betrachtet und diskutiert. Beziiglich der Initialadhasion hat sich gezeigt, dass die
raue Oberflache der nanopordsen Beschichtung zu einer verbesserten Anhaftung von S. oralis
fuhrt, weshalb auf den beschichteten Proben eine hohere Anzahl Bakterien auszumachen ist.
Hierbei handelt es sich um ein bekanntes Phanomen, da die nanopordse Oberflache zu einer Ver-
groflerung der verfiigbaren Flache. Eine erhéhte Oberflache mit einer rauen Struktur begilinstigt
wiederum die Anhaftung der Bakterien [277-280]. Die anschlieBende Biofilmbildung hat aber
gezeigt, dass die urspriinglich adhirierte Menge kaum einen Einfluss auf das Wachstum des
Biofilms hat. Bereits die geringe Bakterienmenge, welche auf dem blanken Titan adharierte, ist
dafiir ausreichend. Einzig die Anwesenheit des CHX hat einen merklichen Effekt. Es ist auffallig,
dass die unmodifizierte und APPA modifizierte Beschichtung in einer verringerten Anhaftung
resultieren, wenn CHX zugegen ist. Dies steht in gutem Einklang mit den zuvor vorgestellten
Ergebnissen der CHX-Freisetzung, da bei diesen beiden Proben bereits innerhalb der ersten
Stunden eine grofiere Menge des Wirkstoffes freigesetzt wird. Es ist davon auszugehen, dass
hier der Wirkstoff bereits von Beginn an die Adhéision der Bakterien beeintrachtigen kann. Im
Falle der MPTMS-Modifikation ist die Freisetzung leicht verzogert, so dass zunéchst ein Teil der
Bakterien adhérieren kann und erst dann eine antibakterielle Wirkung eintritt. Dies begriindet
zum einen den erhohten Totanteil der Adhésion und zum anderen das geringere Biofilmvolumen.
Im Vergleich zur unmodifizierten EDPTO Oberflache fithren beide Modifikationen zu einer
kleineren Menge anhaftender Bakterien im Biofilm, was mit der gesamt freigesetzten Menge
des CHX zusammenhéangen kann, da sie durch beide Modifikationen gesteigert werden konnte.
Insgesamt konnte innerhalb der Untersuchung der antibakteriellen Wirksambkeit gezeigt werden,
dass die Biofilmbildung auf der entwickelten Beschichtung nach der Beladung mit CHX im
Vergleich mit blankem Titan deutlich reduziert war. Zusétzlich verstarken beide untersuchten

Modifizierungen diesen Effekt.
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5.1.7 Zusammenfassung

In diesem ersten Teil der Arbeit wurden die Ergebnisse prasentiert, die mit den Titandioxid
(EDPTO)-Beschichtungen gewonnen werden konnten. Zunachst wurden die synthetisierten
Beschichtungen charakterisiert und ihre Stabilitat gegeniiber verschiedener Einfliisse getestet.
Die kathodische Elektrodeposition in Form einer cyclovoltammetrischen Abscheidung eignet
sich generell zur Synthese nanoporéser Titandioxidbeschichtungen auf Titansubstraten. Es
entstehen homogene Oberflachen, die mit Rissen durchzogen sind, die aufgrund der Trocknungs-
und Calcinationsbedingungen entstehen. Der Zusatz nicht-ionischer Blockcopolymere fiihrt
zur Ausbildung zweier Porenklassen verschiedener Porengrofien zwischen 15 nm und 40 nm.
Die Untersuchungen der Beschichtung haben gezeigt, dass sie aus stochiometrisch reinem
Titandioxid in der Modifikation Anatas bestehen und es sich um ein pordses Material handelt.
Es wurde eine Variation der Zyklenzahl wahrend der Abscheidung durchgefiihrt, wodurch
einige Allgemeingiiltigkeiten abgeleitet wurden. Mit hoherer Zyklenzahl steigen Schichtdicke,
BET-Oberflache und Porenvolumen linear an, allerdings verschlechtert sich gleichzeitig die
Anhaftung der Schicht auf der Titanoberfliche. Weiterhin fiihrt eine erhohte Zyklenzahl zu
kleineren Klasse 1- und groferen Klasse 2-Poren. Auflerdem wurden unterschiedliche Proben-
geometrien verwendet, bei denen eine doppelseitige Beschichtung aufgebracht wurde. Auch hier
wurden bei diesmal gleicher Zyklenzahl kleinere Klasse 1- und grofiere Klasse 2-Poren erhalten.
Aus den Cyclovoltagrammen lasst sich erkennen, dass bei der doppelseitigen Beschichtung
aufgrund der grofleren Elektrodenoberflaichen hohere Ladungsmengen flieffen, was einerseits in
groferen Schichtdicken resultiert und andererseits dazu fiihrt, dass die Wasserstoffentwicklung
nicht weiter unterdriickt wird. Dies begiinstigt die Rissbildung wéhrend der Schichtbildung
zusatzlich und fithrt zu einer etwas verschlechterten Anhaftung des EDPTOs. Die mit den
doppelseitig beschichteten Substraten durchgefithrten Untersuchungen zur Degradation zeig-
ten, dass die Beschichtung unter den meisten Synthese- bzw. Freisetzungsbedingungen iiber
langere Zeitraume nicht stabil ist, weshalb diese Art der Beschichtung als Implantatmaterial
nicht geeignet ist.

Nach der vollstandigen Charakterisierung der EDPTO-Beschichtungen wurden unterschied-
liche Oberflaichenmodifikationen an ihnen getestet. Es konnte gezeigt werden, dass sich die
Oberflache durch die Phosphonsiduren APPA, CPPA, PPA und FDPA mit verschiedenen Resten
wie Amino-, Carbonyl- oder Phenylgruppen sowie Fluoridresten ausgestattet werden kann,
wodurch sich Oberflicheneigenschaften wie Hydrophilie oder Zeta-Potentiale verandern. Einer
Untersuchung der Stabilitiat der Anbindung von Phosphonsauren zeigte, dass sie gegeniiber
verschiedener Einfliisse wie Licht oder Hitze in neutraler oder saurer wassriger Losung oder
den organischen Losungsmitteln Ethanol oder THF weitesgehend stabil angebunden bleiben.
Von den untersuchten Bedingungen fiithrte einzig ein basischer pH-Wert zur Degradation der

Modifizierung. Neben der Modifikation der Oberfliche durch Phosphonsduren kénnen auch
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Silane mit unterschiedlichen Resten verwendet werden. Das verwendete MPTMS fiihrte durch
die anschlieende Oxidation mit Wasserstoffperoxid zu einer Modifikation der Oberflache
mit Sulfonsduregruppen. Diese kamen zusatzlich zu den Aminogruppen, die mithilfe von der
Phosphonsaure APPA eingebracht wurden, in weiteren Experimenten zum Einsatz. Weiterhin
wurde auf die Oberflache das Polymer P4VP angebunden, welches durch eine dulere pH-Wert-
Absenkung positiv aufgeladen wird und dadurch das darunterliegende Porensystem freigeben
soll, um so ein Stimulus-responsives Freisetzungssystem zu entwickeln. Dazu wurde zunachst
das Linkermolekiil BPPA in einer dreistufigen Syntheseroute hergestellt, welches anschlieflend
zur Oberflichenmodifikation genutzt wurde. Die auf diese Weise eingebrachte Benzophenon-
gruppe wurde verwendet, um das Polymer in einer UV-Licht aktivierten radikalischen Reaktion
an die Oberflache kovalent anzubinden. Es hat sich gezeigt, dass die Anbindung des Polymers
auf diese Weise funktioniert, allerdings die Oberflache nicht vollstandig bedeckt ist. Neben P4VP
wurden erste Experimente durchgefiihrt, den Mechanismus auf andere Polymere zu tibertragen
und es wurden PVC, pHEMA und PMMA ausprobiert, was einen vielversprechenden Eindruck
hinterlief3.

Um die Freisetzungskinetiken der unterschiedlich modifizierten EDPTO-Beschichtungen zu
ermitteln wurden zunichst Untersuchungen mit dem Farbstoff Methylenblau angestellt. Die
unmodifizierten Substrate zeigen einen Burst Release, bei dem innerhalb der ersten 24 Stunden
die gesamte Farbstoffmenge wieder abgegeben wird. Zusatzlich lasst sich bei einem neutralen
pH-Wert ein wenig mehr Farbstoff freisetzen als in saures Medium wieder abgegeben wird. Der
generelle Verlauf des Freisetzungsverhaltens kann durch die Modifikation mit APPA, CPPA
oder BPPA nicht verdndert werden. Es hat sich aber ergeben, dass angebundenes CPPA die
freigesetzten Mengen verkleinert, wahrend BPPA den gegenteiligen Effekt zeigt und zu grofieren
freigesetzten Farbstoffmengen fiithrt. APPA zeigt kaum einen Einfluss auf die freigesetzte Farb-
stoffmenge. Die angebundene Polymerschicht aus P4VP bewirkt eine Umkehr des Trends, sodass
in diesem Fall aus den Substraten bei einem niedrigeren pH-Wert mehr Farbstoff freigesetzt wird
als in die neutrale Losung. Es zeigt sich demnach, dass die getriggerte Freisetzung funktioniert.
Allerdings wird trotzdem bei neutralem pH-Wert Farbstoff abgegeben, da die Anbindung des
Polymers bislang nicht zur vollstandigen VerschlieBung des Porensystems fiihrt. Insgesamt
konnte aus den Polymer modifizierten Beschichtungen nur etwa ein Viertel der vorherigen
Farbstoffmenge freigesetzt werden. Die Sulfonsduregruppen auf der Oberflache bewirken ei-
ne verzogerte Freisetzung des Methylenblaus. An dieser Stelle konnte kein Vergleich mit den
freigesetzten Mengen aus den vorherigen Proben durchgefiihrt werden, da in diesem Fall die
Beladugskonzentration kleiner war. Eine erste Abschéatzung der Beladungsmenge zeigt aber,
dass die Sulfonsiduregruppen die Aufnahme einer héheren Farbstoffmenge erméglichen. Auch
die BPPA-Modifikation zeigt diesen Effekt. APPA und P4VP scheinen hingegen keinen Einfluss

auf die Belandungsmenge zu haben. Weiterhin wurden erste Freisetzungen mit dem Wirkstoff

170



5.1 Kathodisch elektrodeponierte Titandioxidbeschichtungen

Chlorhexidin durchgefiihrt, bei dem es zunachst Schwierigkeiten bei der Quantifizierung gab.
Sowohl bei der photometrischen Bestimmung als auch mit HPLC lagen die Konzentrationen sehr
nahe bzw. unterhalb der Bestimmungsgrenze, sodass eine speziell entworfene Freisetzungszelle
angefertigt werden musste, um vertrauenswiirdige Werte bei der Quantifizierung zu erhalten.
Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die Freisetzungsprofile fiir den Wirkstoff ebenso
wie beim Farbstoff fiir EDPTO und nach der Amino-Modifikation einen Burst Release zeigen.
In diesem Fall fithrt die Modifizierung zu einer erhohten freigesetzten Wirkstoffmenge. Die
Sulfonat-Modifikation zeigt hier ebenfalls eine verzogerte Abgabe des CHX und die freigesetzte
Menge ist nach sechs Tagen grof3er als bei der Modifikation mit Aminogruppen. Bei beiden
modifizierten Proben ist die Freisetzung nach dem untersuchten Zeitraum vermutlich noch nicht
abgeschlossen.

Es wurden zwei Studien mit Humanen Gingiva-Fibroblasten zur Untersuchung der Zytokom-
patibilitat der verschiedenen EDPTO-Beschichtungen durchgefiihrt. In beiden Féllen wurden
jeweils ein LDH- und CTB-Assay angefertigt, um einerseits die Intaktheit der Zellen zu tiber-
prifen und andererseits die metabolische Aktivitat zu ermitteln. Es wurden in beiden Studien
sehr dhnliche Ergebnisse erhalten. Fiir die untersuchten Substrate, die sich in verschiedenen
Stadien der EDPTO-Synthese befanden, oder bereits eine Modifizierung trugen wurde mittels
des LDH-Assays in jedem Fall eine Zellvitalitat oberhalb von 90 % nach 72 Stunden erhalten,
was einer guten Zytokompatibilitit entspricht. Aus den CTB-Assays wurden leicht abweichende
Ergebnisse erhalten. Hier zeigte sich entgegen der Erwartung, dass bereits das unbehandelte
Titan zu Zellvitalitaten um 40 % fiihrte. Da es sich bei Titan um einen biokompatiblen Werkstoft
handelt, wurde angenommen, dass die verminderte Zellvitalitat durch die unterschiedlich gute
Adhision auf den Substraten und der Positivkontrolle herrithrt, weshalb die weiteren, modifizier-
ten Substrate nur im Vergleich mit blankem Titan betrachtet wurden. Verglichen damit zeigten
die unterschiedlichen Stadien der EDPTO-Synthese keine Verschlechterung der Zellvitalitaten.
Gleiches gilt fiir die BPPA und P4VP Modifikation, von denen letztere in einer der beiden Unter-
suchung sogar eine Verbesserung der Zellvitalititen bewirkte. Fiir diese Proben wird somit von
einer relativ guten Zellkompatibilitit ausgegangen. Fiir die Amino- und Sulfonat-Modifizierung
wurde mittels CTB-Assay eine verminderte Zellvitalitat festgestellt, weshalb davon ausgegangen
wird, dass diese beiden Modifizierungen zu einer Abnahme der Zytokompatibilitét fiihren. Wie
grofy das Ausmaf} dieses Effekts ist, muss in weiteren Studien noch genauer untersucht werden.
Weiterhin wurden bereits erste Untersuchungen an S. oralis angestellt, um die antibakterielle
Wirksamkeit der mit CHX beladenen EDPTO-Beschichtugen zu beurteilen. Dazu wurden die
unmodifizierten sowie Amino- und Sulfonat-modifizierte Substrate verwendet und mit Proben-
korpern aus blankem Titan verglichen. Die initiale Adhésion war bei allen Proben starker als
auf den blanken Substraten und das eingelagerte CHX hatte nur einen kleinen Einfluss auf die

Adhision der Bakterien. Die anschlieffende Biofilmbildung hat gezeigt, dass unabhingig der
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initial adharierten Bakterien ein dichter Biofilm ausgebildet wird. Die trat bei allen Proben auf,
bei denen kein CHX zugegen war. Auf den mit CHX beladenen EDPTO-Beschichtungen hat
sich ein Biofilm mit nur einem halb so groflen Volumen ausgebildet. Das CHX hat somit einen
starken Effekt auf die Proliferation der Bakterien und verlangsamt das Wachstum des Biofilms
maf3geblich. Beide Proben mit einer Oberflichenmodifikation fithren in Kombination mit dem
CHX zu einem noch kleineren Biofilm. Da in den Freisetzungsexperimenten gezeigt wurde, dass
beide Modifikationen zu einer erhohten Wirkstofffreisetzung fiithren, stehen diese Ergebnisse
in guter Ubereinstimmung. Zusatzlich fithren die durch das MPTMS eingebrachten Sulfonat-
gruppen zu einer Verzégerung der Freisetzung, was sich hier darin widerspiegelt, dass zunéchst
nach der Modifikation mit MPTMS durch das CHX kein Effekt auf die Adhésion ausgeiibt wird,
aber anschlieflend das Wachstum der Bakterien stark verlangsamt wird.

Zusammengefasst konnten in diesem ersten Teil der Arbeit die elektrodeponierten Titandioxid-
beschichtungen umfassend charakterisiert werden. Weiterhin konnten erfolgreich verschiedene
Oberflaichenmodifikationen auf diesen Schichten aufgebracht werden, die unter anderem die
kovalente Anbindung eines Polymers beinhalten, dass eine pH-Wert responsive Freisetzung
ermoglicht. Innerhalb der durchgefiihrten Freisetzungsstudien konnte dies bestétigt werden,
allerdings ist die Polymerschicht noch nicht vollstindig deckend. Auflerdem kann das Frei-
setzungsverhalten hinsichtlich der Menge und Geschwindigkeit durch die unterschiedlichen
Modifizierungen beeinflusst werden. Die ersten Studien zur Zytokompatibilitat und antibakteri-

ellen Wirksamkeit zeigen vielversprechende Ergebnisse.
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5.2 Anodisch eloxierte Titandioxidbeschichtungen

In dem nachfolgenden zweiten Teil werden die eloxierten Ti6 Al4V-Substrate vorgestellt. Ei-
nerseits wurde die von Dr. HANs-CHRISTOPH SCHWAR?Z etablierte Syntheseroute verwendet,
die zu kleinen regelméfligen Poren fiihrt, und andererseits wurde innerhalb eines Forschungs-
praktikums von DESIREE RIEKS ein weiteres Verfahren optimiert, um Beschichtungen mit den
klassischen Titandioxidnanordhren (titania nanotubes TNTs) zu erhalten. Beide Beschichtungen
wurden zunéchst umfassend charakterisiert und auf ihre Stabilitat gepriift. Anschlieffend sollten
die, an den EDPTO-Substraten entwickelten, Oberflichenmodifikationen an den Legierungs-
substraten umgesetzt werden. Weiterhin wurden sowohl erste Freisetzungsstudien als auch
erste Evaluierungen der Zytokompatibilitat mit den eloxierten Legierungen durchgefiihrt. Die

erhaltenen Ergebnisse werden im Folgenden prasentiert.

5.2.1 Charakterisierung der eloxierten Titandioxidbeschichtungen

Da sich bei den elektrodeponierten Beschichtungen herausgestellt hat, dass diese unter einigen
Synthesebedingungen und auch unter dem ldngeren Einfluss von Wasser langsam degradieren,
sollte eine andere Art nanoporoser Titandioxidbeschichtungen erprobt werden. Dazu wurden
die Substrate elektrochemisch eloxiert, wobei die Beschichtung nicht auf das Substrat aufge-
bracht wird (wie bei der Elektrodeposition), sondern in die Oberflache hinein wachst, wodurch
sich eine hohere Stabilitat versprochen wurde. Es handelt sich dabei um ein Verfahren, dass
im Arbeitskreis bereits durch Dr. HANS-CHRISTOPH SCHWARZ etabliert wurde. Um mdglichst
rasch zu iiberpriifen, ob sich die Modifikationen der Oberfliche ohne Weiteres auf die neuen
Beschichtungen tibertragen lassen, wurden zunachst Substrate aus der Titanlegierung Ti6Al4V
verwendet, fiir die bereits optimierte Syntheseparameter bekannt waren. Hierbei enthélt die
Elektrolytlosung zusétzlich zum Ammoniumfluorid, das zur partiellen Auflosung der gebildeten
Titandioxidschicht fithrt, Ammoniumdihydrogenphosphat, wodurch die Losung bei pH 4 gepuf-
fert ist. Diese Beschichtungen werden im Folgenden als Variante 1 bezeichnet. Zusétzlich wurden
innerhalb eines Forschungspraktikums von DESIREE RIEKS verschiedene Parameter wéahrend der
Synthese verandert, mit dem Ziel die klassischen TNTs zu erzeugen, um ein héheres Volumen
fir die Wirkstoffeinlagerung zu erhalten. Abgesehen von der ldngeren Elektrolysedauer ist
zusatzlich fir diese Variante 2 das (NH,)H,PO, durch Phosphorsaure in der Elektrolytlosung
ersetzt worden. Die erhaltenen Ergebnisse fiir die Charakterisierung der beiden unterschiedli-
chen Beschichtungen sind im Folgenden dargestellt. Bevor aber darauf eingegangen wird, sind
in Abbildung die REM-Aufnahmen der unpolierten und polierten Ti6 Al4V-Oberflachen
gezeigt, da vor jeder Elektrolyse zunéchst eine Politur der Substrate stattgefunden hat. Der
Gedanke dahinter war, eine moglichst glatte Oberflache zu erhalten, um so eine weitestgehend

gleichméafiige Oxidation und Porenbildung wahrend der Elektrolyse zu gewéhrleisten. Aus den
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REM-Aufnahmen geht hervor, dass die Politur die meisten Unregelmafligkeiten zuverlassig

entfernt.

Abb. 5.70: REM-Aufnahmen der (a) unpolierten und (b) polierten Ti6 Al4V-Substrate mit 1 000-
facher Vergroflerung.

Mit den polierten Substraten wurden anschlieBend die beiden unterschiedlichen elektroche-
mischen Behandlungen durchgefithrt, um pordse Strukturen auf der Oberflache zu erzeugen.
Auf den Photographien in Abbildung[5.71]ist bereits makroskopisch zu erkennen, wie stark die
Oberflache durch die einzelnen Behandlungsschritte verandert wird. Durch die Politur wird
die Oberflache sehr glatt, wodurch die Reflektion des einfallenden Lichtes stark zunimmt und
die Oberflache spiegelt. Der Eloxiervorgang verandert die Substrate abermals. Nach Variante 1
spiegeln die Oberflachen weiterhin, aber das Metall erhélt eine blaue Farbe, die durch die Licht-
brechung zustande kommt. Die langere Behandlung wihrend Variante 2 hat keine Farbanderung
zur Folge, allerdings nimmt der spiegelnde Effekt stark ab. Somit scheint die zweite Variante zu

einer weniger glatten Oberflache zu fithren als die erste.

Abb. 5.71: Aufgenommene Photographien der Ti6Al4V-Substrate. Von links nach rechts: vor der
Politur, nach der Politur, nach der elektrochemischen Behandlung mit Variante 1 und
nach der elektrochemischen Behandlung mit Variante 2.

Die mit beiden Varianten erhaltenen Substrate wurden anschlieffend néher charakterisiert und
im Folgenden werden nun zunichst die Schichten nach Variante 1 prasentiert. In Abbildung
sind die REM-Aufnahmen der Beschichtung dargestellt. In der Ubersichtsaufnahme mit
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der geringeren Auflosung ist zu erkennen, dass grof3e Bereiche der Oberflaiche homogen geatzt
wurden. Zusétzlich sind unregelmaflig geformte Stellen auf der Oberflache verteilt, bei denen die
obere Schicht des Titandioxids abgeplatzt zu sein scheint. Die Stellen darunter wirken aber trotz
allem pords und machen nur einen kleinen Teil der Oberflache aus, weshalb zunachst davon
ausgegangen wird, dass diese Unregelméfligkeiten fiir die weiteren Experimente nicht storen.
Weiterhin lassen sich in der Ubersichtsaufnahme Stellen vermuten, die dichter erscheinen. Da
diese Bereiche ebenfalls nur einen kleinen Teil ausmachen, wurden sie ebenfalls hingenommen,
da die Beschaffenheit dieser Schicht ausreichen sollte, um die zuvor mit EDPTO entwickelten
Verfahren auf diese Schichten zu tibertragen. Letztlich sollen die Beschichtungen auf Titan
hergestellt werden, weshalb an dieser Stelle keine weiteren Optimierungen an der Beschich-
tung stattgefunden haben. Der Hauptteil der Oberflache ist in der rechten Aufnahme noch
einmal starker vergroflert abgebildet. Es ist zu erkennen, dass hier ein sehr homogenes Poren-
system entstanden ist, dessen Porendurchmesser 13 nm + 3 nm betragen. Eine Bestimmung der
Schichtdicke fand nicht statt, da bislang keine Querschnittsaufnahmen angefertigt wurden. Es

konnte somit erfolgreich durch das Verfahren des elektrochemischen Eloxierens eine nanopordse

Beschichtung erzeugt werden, die im weiteren Verlauf naher charakterisiert wurde.

Abb. 5.72: REM-Aufnahmen der nach Variante 1 eloxierten Ti6 Al4V-Substrate mit (a) 10 000-
facher und (b) 100 000-facher Vergroflerung.

Aus dem Zeit-Strom-Diagramm in Abbildung 5.73ist ersichtlich, dass wihrend der elektroche-
mischen Behandlung insgesamt eine Ladungsdichte von 1.6 C-cm™ erreicht wurde. Die Anzahl
tibertragener Ladungstrager hangt direkt mit der umgesetzten Titanmenge des Substrates zusam-
men 183], weshalb ein proportionaler Zusammenhang zwischen der Schichtdicke und der
geflossenen Ladungsmenge denkbar ist. Eine zukiinftige Untersuchung dieses Sachverhalts hat
demnach eine hohe Prioritat, um zukiinftig die Dicke der Beschichtung auf den elektrolysierten

Substraten direkt aus dem Zeit-Strom-Diagramm abschiatzen zu kénnen.
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Abb. 5.73: Zeit-Strom-Diagramm des elektrochemischen Eloxierens der Ti6 Al4V-Substrate bei
20V im (NH,)H,PO4-haltigen Elektrolyten. Die blaue Messkurve zeigt die aktuelle
Stromdichte, wihrend die roten Messwerte die gesamt geflossene Ladungsdichte
anzeigen.

Aus der Messkurve der Stromdichte geht hervor, dass nach Erreichen des Arbeitspotentials
von 20V der Ladungsiibertrag pro Flache rapide innerhalb der ersten halben Minute von etwa
15mA-cm™ auf 2mA-cm™? abnimmt. Dies korreliert mit der Oxidation und Ausbildung einer
dichten Oxidschicht an der Anodenoberflache, die elektrisch nicht leitet. Durch den fluoridhalti-
gen Elektrolyten wird die Schicht lokal an verschiedenen Stellen wieder aufgeldst, wo es zur
Porenbildung kommt. Dies ist im Diagramm bei etwa einer Minute zu sehen, wo die Stromdichte
ein kurzes Plateau erreicht, da in diesem Moment die Leitfiahigkeit sich wieder verbessert bzw.
konstant bleibt. Ab diesem Zeitpunkt stellt sich zunéchst ein Gleichgewicht zwischen Schicht-
wachstum und -auflésung ein, was sich im Diagramm als konstante Stromdichte dufiert. Nach
etwa sechs Minuten steigt die Stromdichte schliellich wieder langsam und spater verstarkt auf
letztlich 10 mA-cm ™ an, was indiziert, dass die Auflosung ab diesem Zeitpunkt iberhand nimmt
und schneller als die Schichtbildung voranschreitet [182}|186]. Nach zehn Minuten wurde die
Elektrolyse abgebrochen und es konnte ein Substrat erhalten werden, dass eine relativ homogene
Beschichtung mit kleinen gleichméflig verteilten Poren aufweist, was aus den bereits gezeigten
REM-Aufnahmen hervorgeht.

Anschlieflend an die Untersuchung der Oberflachenbeschaffenheit wurde die chemische Zu-
sammensetzung der Beschichtung mittels XPS untersucht. Die erhaltenen XP-Spektren fiir
die Elemente Titan, Sauerstoff, Fluor und Kohlenstoff sind in Abbildung aufgetragen. Es
erfolgte zunachst die qualitative Auswertung der Spektren, anhand derer die aufgenommenen
Signale den Elementen zugeordnet wurden. Die entsprechend zugeordneten Bindungsenergien
sind in Tabelle aufgelistet. Das Signal des Ti 2p-Orbitals zeigt eine Aufspaltung mit einem
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Energieunterschied von 5.7 eV. Zusatzlich liegen die Signale bei den in der Literatur hinterleg-
ten Bindungsenergien, weshalb es eindeutig einer oxidischen Titanspezies zugeordnet werden
kann. Fiir das O 2s-Orbital konnten zwei Signale ermittelt werden, die die Anwesenheit eines

Metalloxids und oberflachliche Hydroxidgruppen indizieren, was der erwarteten Situation im

Tintadioxid entspricht.
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Abb. 5.74: Darstellung der aufgenommenen XP-Spektren der nach Variante 1 eloxierten Ti6Al4V-
Substrate der Ti 2p-, O 1s-, F 1s- und C 1s-Orbitale.

Das erhaltene Messsignal fiir das F 1s-Orbital enthalt ebenfalls zwei Signale unterschiedlicher
Fluorspezies. Einerseits wird die Anwesenheit eines Metallfluorids angedeutet, das dadurch
zustande kommt, dass wihrend der Elektrolyse neben den Sauerstoffionen auch Fluoridionen in
das Oxid diffundieren. Andererseits zeigt das zweite Signal bei etwas hoherer Bindungsenergie
die Anwesenheit organischer Fluoridverbindungen auf, die als Verunreinigung vorliegen konn-
ten. Diese Vermutung wird durch das Kohlenstoffsignal bestatigt, da neben dem fiir gew6hnlich

zu erwartenden Signal bei 284.6 €V, das Verunreinigungen anzeigt, zusatzlich ein Weiteres mit
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etwa 3 eV hoherer Bindungsenergie aufweist, das auf fluorierte organische Molekiile zuriick-
zufithren ist. Es ist denkbar, dass Fluoridreste in der Beschichtung wahrend der Reinigung im
Ultraschallbad mit dem Losemittel oder bereits vorhandenen Verunreinigungen reagiert haben

und so fluoridhaltige Spezies entstanden sind.

Tab. 5.14: Vergleich der Lagen der Bindungsenergien des Ti 2 p- und O 1 s-Orbitals der gemesse-
nen Titandioxidbeschichtungen mit den erwarteten Werten.

Element Signal  Exp. Wert/eV Lit. Wert / eV

Ti 2 s 458.3 458.5 [215]
2p1p2 464.0 464.2 [215]
AEying 5.7 5.7 [215]

0 O1s(1) 529.9 530.3 [251]
O1s(2) 5323 531.6 [251]

F Fis(1) 684.4 684-685.5 [281]
Fis(2) 688.9 688-689 [281]

C Cls(1) 284.6 084.8 [272]
Cis(2) 2873 >288 [272, 281]

Anschlieflend erfolgte die quantitative Auswertung des Titan und Sauerstoffsignals, um das sto-
chiometrische Verhaltnis im Titandioxid zu erhalten. Die angestellte Berechnung ist im Anhang
in Abschnitt 8.3.1 tabellarisch aufgefiihrt. Es hat sich ein Verhéltnis von Titan zu Sauerstoff von
1 zu 2.2 herausgestellt, was einen 10 % zu kleinen Titananteil indiziert. Dies entspricht dem 10 %-
igen Anteil von Aluminium und Vanadium innerhalb der Legierung, weshalb davon auszugehen
ist, dass im Oxid der Titananteil ebenfalls durch die anderen beiden Legierungsbestandteile

substituiert ist.

Nach der Untersuchung der chemischen Zusammensetzung erfolgte die ndhere Charakterisie-
rung der Porositat mittels Krypton-Physisorption. Die aufgenommene Physisorptionsisotherme
ist in Abbildung dargestellt, allerdings zeigt sich ein leicht ungewo6hnlicher Verlauf, der auf
eine moglicherweise fehlerhafte Messung hindeuten kénnte. Am Anfang, im Bereich zwischen
0.0p-p ' und0.1p-p!, entspricht der Verlauf der Messung der Erwartung. Anschliefend ist
jedoch ein Abfall des adsorbierten Gasvolumens zu verzeichnen, sodass kein adsorbiertes Gas
detektiert wurde. Da bei etwa einem Drittel des Gesamtdrucks, wo fiir gewohnlich die BET-
Oberflache bestimmt wird, keine verwendbaren Messwerte zur Verfiigung standen, konnten
keine vertrauenswiirdigen Ergebnisse fiir die BET-Oberflache aus dieser Messung erhalten
werden. Da aus den REM-Aufnahmen hervorgeht, dass durch elektrochemische Behandlung

eine pordse Struktur entstanden ist, sollte eine erneute Physisorptionsmessung durchgefiihrt
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werden, um die Isotherme auszuwerten und eine Aussage tiber die Porositat machen zu kénnen.
Eine Moglichkeit, um eventuell eine verbesserte Messung zu gewéhrleisten, ist die Verwendung

einer insgesamt grofieren Oberflache, indem mehr Substrate vermessen werden.
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Abb. 5.75: Krypton-Physisorptionsmessung der nach Variante 1 eloxierten Ti6Al4V-Substrate.

Mithilfe von weiteren REM-Aufnahmen wurde eine erste Abschatzung der Stabilitat dieser
Beschichtung gegeniiber der Auslagerung in Wasser fiir 20 Tage vorgenommen. Aufierdem
wurde der Einfluss von DCM und siedendem Ethanol auf die Degradation uiberpriift. Hierbei
handelt es sich um Losemittel und Syntheseparameter, denen die Substrate bei der spateren
Modifizierung der Oberfliche bzw. den Freisetzungsstudien ausgesetzt sind. Die entsprechenden
Aufnahmen sind in Abbildung gezeigt. Im Vergleich mit der nicht weiter behandelten
Probe lasst sich kein nennenswerter Unterschied feststellen. In allen Féllen sind weiterhin
gleichmaflig verteilte Poren mit nicht veranderten Porendurchmessern von 13 nm + 3 nm zu
erkennen. Durch die verschiedenen Losemittel kam es somit zu keiner oberflachlich ersichtlichen
Degradation, was ein vielversprechendes Ergebnis darstellt. Fiir die nahere Untersuchung sollten
noch Krypton-Physisorptionsmessungen angefertigt werden, aber dazu sollte zunéchst eine

Strategie entwickelt werden, um fiir diese Substrate vertrauenswiirdige Messergebnisse zu

erhalten.
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Abb. 5.76: REM-Aufnahmen der mit Variante 1 eloxierten Ti6Al4V-Substrate (a) ohne weitere
Einfliisse, (b) nach 20 tagiger Auslagerung in Wasser, (c) nach Auslagerung in sieden-
dem Ethanol fiir 6 Stunden und (d) 24 stiindiger Auslagerung in Dichlormethan bei
Raumtemperatur.

Die Beschichtungen, die mit Variante 2 hergestellt wurden, wurden ebenfalls mit dem REM
untersucht und die gemachten Aufnahmen sind in Abbildung[5.77 gezeigt. Ahnlich wie bereits
zuvor bei der Beschichtung nach Variante 1 ist der Hauptteil der Oberfliche homogen. Zusatz-
lich zeigen sich hier wiederum unregelmafige Stellen, bei denen ein Teil der Beschichtung
moglicherweise abgeplatzt ist oder sich herausgeldst hat. Wie bereits zuvor wurde das Ergebnis
so hingenommen, da die Legierung zunéchst nur als Modell fiir die weitere Synthese dient.
Die hohere Auflosung zeigt, dass im Haupteil der Oberflache relativ gleichmaflige Nanordhren
entstanden sind, deren Durchmesser 80 nm + 10 nm betragen. Die Abstdnde zwischen den Réh-
ren messen jeweils 27 nm + 7 nm. Da bislang keine REM-Aufnahmen der Probenquerschnitte
angefertigt wurden, steht die Bestimmung der Schichtdicke noch aus. Es konnten somit die in
der Literatur beschriebenen Titandioxidnanordhren erfolgreich auf der Legierung synthetisiert

werden.
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Abb. 5.77: REM-Aufnahmen der nach Variante 2 eloxierten Ti6 Al4V-Substrate mit (a) 10 000-
facher und (b) 100 000-facher Vergroflerung

Aus dem Zeit-Strom-Diagramm des Eloxierprozesses kann eine gesamt geflossene Ladungsdichte
von 7 C-cm 2 abgelesen werden. Auch fiir diese Substrate ist denkbar, dass ein proportionaler
Zusammenhang zwischen geflossener Ladungsmenge und Schichtdicke besteht, sodass die

nahere Untersuchung dieser Beziehung erfolgen sollte.
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Abb. 5.78: Zeit-Strom-Diagramm des elektrochemischen Eloxierens der Ti6 Al4V-Substrate bei
20V im H3PO4-haltigen Elektrolyten. Die blaue Messkurve zeigt die aktuelle Strom-
dichte, wiahrend die roten Messwerte die gesamt geflossene Ladungsdichte anzeigen.

Die Messkurve zeigt, dass die Stromdichte innerhalb der ersten Minuten von 15 mA-cm™ auf
etwas unter 2mA-cm 2 abfillt, was damit zusammenhingt, dass sich durch die Oxidation eine
zunéchst dichte Oxidschicht auf der Anodenoberflache ausbildet, die die Leitfahigkeit stark

herabsetzt. Zwischen der dritten und finften Minute ist ein leichter Anstieg der Stromdichte
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zu verzeichnen, der anzeigt, dass die Auflosung der Oxidschicht durch die Fluoridionen kurze
Zeit schneller vonstatten geht, als das Wachstum der Schicht. Anschlieffend stellt sich ein
Gleichgewicht ein, bei dem beide Prozesse in etwa gleich schnell ablaufen und es kommt zur
Ausbildung der Nanorohren, die auf den REM-Aufnahmen auszumachen war [183,184]]. Da
ab der fiinften Minute der Stromfluss konstant ist, kann davon ausgegangen werden, dass
innerhalb der restlichen Elektrolyse nur noch das Réhrenwachstum voranschreitet und somit
die Schichtdicke durch die Variation der Elektrolysedauer einstellbar ist [[182]].

Das Porensystem wurde mithilfe von Krypton-Physisorption ndher untersucht. Die aufge-
nommene Sorptionsisotherme befindet sich in Abbildung Aus ihr konnten sowohl die
BET-Oberfliche mit 10 cm?-cm™ als auch das Porenvolumen mit 1.3 nL-cm™? ermittelt werden,
obwohl diese bei Betrachtung der REM-Aufnahmen relativ gering erscheinen. Da die Ergebnisse
sich nur auf die Flache beziehen und somit deutlich kleiner ausfallen, wenn die untersuchten
Schichten diinner sind, ist es nicht auszuschlieflen, dass die Poren zwar relativ grof erscheinen,

die Schichtdicke aber sehr gering ist.
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Abb. 5.79: Krypton-Physisorptionsmessung der nach Variante 2 eloxierten Ti6Al4V-Substrate.

Wie bereits die Schichten, die mit Variante 1 hergestellt wurden, wurde auch fiir die zweite
Variante die Degradation der Schicht mittels REM-Aufnahmen beurteilt. Es wurden ebenfalls die
Auswirkungen der Lagerung in Wasser fiir 20 Tage, in DCM fiir 24 Stunden und in siedendem
Ethanol fiir 6 Stunden untersucht. Die REM-Aufnahmen, die zur Beurteilung der Degradation
aufgenommen wurden, sind in Abbildung dargestellt.
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Abb. 5.80: REM-Aufnahmen der mit Variante 2 eloxierten Ti6 Al4V-Substrate (a) ohne weitere
Einfliisse, (b) nach 20 tagiger Auslagerung in Wasser, (c) nach Auslagerung in sieden-
dem Ethanol fiir 6 Stunden und (d) 24 stiindiger Auslagerung in Dichlormethan bei
Raumtemperatur.

Auch in diesem Fall ist deutlich zu erkennen, dass die Losemittel kaum Einfluss auf die Beschich-
tung genommen haben. In allen drei Féllen sind die Nanoréhren noch intakt und die Durchmesser
sowie Abstande zwischen den Rohren unverandert. Somit weist auch diese Beschichtung eine
gute Stabilitat auf.

Zusammenfassung

Mithilfe des anodischen Eloxierens konnten aus einem fluoridhaligen Elektrolyten zwei un-
terschiedliche nanoporose Beschichtungen auf zuvor polierten Ti6Al4V-Substraten erzeugt
werden. Einerseits konnten durch den Zusatz von Ammoniumdihydrogenphosphat und einer
relativ kurzen Elektrolysedauer von 10 Minuten die bereits etablierten Schichten mit relativ
kleinen (Porendurchmesser von 13 nm + 3 nm), homogen verteilten Poren reproduziert werden.

Mittels Sorptionsmessungen konnten noch keine Erkenntnisse tiber das Porensystem erhalten
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werden, da wahrend der Messung das adsorbierte Gasvolumen abfiel und die Messung nicht
ausgewertet werden konnte. Eine Verbesserung konnte das simultate Vermessen einer noch
hoheren Zahl von Substraten darstellen, sodass insgesamt eine grofiere beschichtete Oberflache
untersucht wird. Andererseits wurde durch den Austausch des Ammoniumdihydrogenphosphats
in Phosphorséure bei einer langeren Elektrolysedauer von 60 Minuten die Synthese in der Form
abgedndert, dass eine Beschichtung mit den in der Literatur klassischerweise beschriebenen
Titandioxidnanordhren erhalten wurde, deren Durchmesser 80 nm + 10 nm betragen. Die Unter-
suchung mittels Krypton-Physisorption ergab eine BET-Oberfliche von 10 cm? cm™ und ein
Porenvolumen von 1.3 nL-cm™ fiir diese Beschichtungen. XPS-Untersuchungen haben gezeigt,
dass die nanoporosen Beschichtungen aus Titandioxid bestehen, bei dem ein 10 %-iger Sauer-
stoffitberschuss vorliegt, was dem Aluminium- und Vanadiumanteil in der Legierung entspricht.
Auferdem wurde metallisches Fluorid gemessen, dass der fluoridhaltigen Schicht unter der
Oxidschicht zuzuordnen ist [[184]. Erste Untersuchungen der Stabilitdt haben gezeigt, dass beide
Beschichtungen durch den ldngeren Einfluss von Wasser, DCM und Ethanol nicht degradieren,

was einen vielversprechenden Eindruck macht.
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5.2.2 Oberflachenmodifikationen

An den elektrochemisch eloxierten Ti6Al4V-Substraten wurde genau wie bei den elektroche-
misch eloxierten Beschichtungen eine Oberldchenmodifikation durchgefiihrt. Hierzu wurden
ausschliefllich die nach Variante 1 synthetisierten Substrate genutzt. Es wurden zunéchst Mo-
difizierungen mit APPA, MPTMS und BPPA vorgenommen, deren Erfolg mittels Kontaktwin-
kelmessungen und XPS beurteilt wurde. Anschlieend sollten die beiden Polymere P4VP und
pHEMA angebunden werden, was ebenfalls durch Kontaktwinkelmessungen untersucht wurde.
Es werden zunichst die Ergebnisse der einfachen Modifizierungen mit APPA, MPTMS und BPPA
diskutiert. In Abbildung befinden sich die Kontaktwinkel der unmodifizierten Substrate
sowie nach der jeweiligen Modifikation mit den drei zuvor genannten Reagenzien. Zusétzlich
wurden die noch nicht elektrochemisch behandelten Substrate vor und nach der Politur vermes-
sen und sind hier ebenfalls dargestellt. Es zeigt sich, dass die polierte Oberflache einen etwa 30°
hoéheren Kontaktwinkel aufweist und die Oberflache der Legierung somit durch den Polierschritt
weniger hydrophil wird. Nach der elektrochemischen Oxidation der Oberflache ergibt sich fiir
das Titandioxid ein Kontaktwinkel von etwa 60°, was auf eine weniger hydrophile Oberflache
hinweist, als zunachst erwartet wurde, da das Titandioxid nach der Elektrodeposition einen

starker hydrophilen Charakter aufwies.

Qv S s

Abb. 5.81: Aufgenommene Kontaktwinkel der unterschiedlichen Ti6Al4V-Substrate vor und
nach der Politur sowie nach der elektrochemischen Behandlung. Zusétzlich sind die
Kontaktwinkel der APPA-, MPTMS- und BPPA-modifizierten Probenkorper angege-
ben.

Die Modifizierungen mit APPA und MPTMS bewirken jeweils eine Absenkung des Kontaktwin-
kels um weitere 20°, wohingegen das BPPA den gegenteiligen Effekt hat und zu einer Vergrofle-
rung des Kontaktwinkels auf etwa 70° fithrt. Bereits zuvor hatte sich gezeigt, dass sowohl die

Aminogruppe des APPA als auch die Sulfonsauregruppe des MPTMS (nach der Oxidation) mit
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ihrem starker hydrophilen Charakter eine Absenkung des Oberflichenkontaktwinkels herbei
fithren. Das BPPA hingegen mit der hydrophoben Benzophenongruppe hat ebenfalls bereits
zuvor grofiere Kontaktwinkel nach der Modifikation hervorgebracht. Somit entsprechen die
gemessenen Kontaktwinkel mit der Erwartung iiberein und es wurde von einer erfolgreichen
Modifikation in allen Féllen ausgegangen.

Zusatzlich wurden XPS-Untersuchungen angestellt, um die Anwesenheit der Modifizierungen
zu bestétigen. Fiir die Phosphonsiduren APPA und BPPA wurde dazu das Phosphor Signal des
P 2p-Orbitals bei 132 eV aufgenommen. Fiir das Silan MPTMS wurden die Bereiche der S 2p- und
Si 2p-Signale vermessen. Die aufgenommenen XP-Spektren sind in Abbildung aufgetragen.
Fiir die mit APPA modifizierte Probe wurde ein Signal fiir Phosphor bei 131.8 eV erhalten, das in
guter Ubereinstimmung mit der Lage des P 2p-Signals liegt, wie es in der Literatur aufgefiihrt ist
[215]. Auch fir die BPPA-modifizierte Probe lasst sich das erhaltene Signal bei 132.6 eV eindeutig
dem P 2p-Orbital zuordnen. Da in der unmodifizierten Beschichtung an dieser Stelle kein Signal
auftritt, lasst sich hieraus deuten, dass die Modifizierung erfolgreich war, was bereits durch die

Kontaktwinkelbestimmung vermutet wurde.
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Abb. 5.82: Aufgenommene XP-Spektren des P 2p-Orbitals der unmodifizierten sowie APPA- und
BPPA-modifizierten Substrate. Zuséatzlich sind im rechten Teil der Abbildung die
XP-Spektren der S 2p- und Si 2p-Orbitale der MPTMS-modifizierten Beschichtungen
gezeigt.

Fiir das mit MPTMS modifizierte Substrat wurde sowohl fiir den Schwefel als auch fiir das Silizi-
um kein Signal erhalten, was zunichst einmal darauf hindeutet, dass die Modifizierung nicht
funktioniert hat. Dieser Befund widerspricht allerdings der zuvor durchgefithrten Messung, bei
der eine merkliche Absenkung des Kontaktwinkels auf die erfolgreiche Modifizierung hindeutete.
Es ist davon auszugehen, dass durch das Silan nur sehr geringe Schwefel- und Siliziummengen

eingebracht wurden, was fiir die Analyse mittels XPS in beiden Féllen eine Schwierigkeit bei
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der Detektion darstellt. Fiir Schwefel gilt, dass bei nur geringen Mengen eine lange Messzeit
benotigt wird, um hochaufgeldste Spektren zu erhalten. Gleichzeitig werden schwefelhaltige
Monoschichten auf Oberflachen durch die langere Einwirkung von Rontgenstrahlen fortlau-
fend zersetzt [282]]. Silizium besitzt einen sehr kleinen Sensitivitatsfaktor, da es ein nur relativ
schwaches Signal im XP-Spektrum liefert [215, |283]. Bei einer nur sehr geringen Menge des
Elements innerhalb der Probe und einem zusétzlich relativ starken Hintergrundrauschen, ist
es nicht unwahrscheinlich, dass das Messsignal nicht wahrnehmbar ist. Fiir beide Félle miisste
eine erneute Messung bei geringerer Pass-Energie erfolgen, um das Hintergrundrauschen zu
minimieren und eine hohere Auflésung der Signale zu erhalten. Zusétzlich sollte die Ausrich-
tung der Probe zum Rontgenstrahl verbessert werden, um den Fokus des Strahls exakt auf die
Probenoberflache zu richten und somit eine ebenfalls ein genaueres Messsignal zu erzeugen.
Beides war am verwendeten Gerat nicht moglich, weshalb die Messung an einem anderen XPS
wiederholt werden muss. Vorher ist durch die XPS-Untersuchung keine endgiiltige Aussage

iiber das Vorhandensein des Silans und somit den Erfolg der Modifikation moglich.

Anschlielend an die BPPA-Modifikation wurden die beiden Polymere P4VP und pHEMA mit-
tels der Belichtung mit UV-Licht an die Oberflache kovalent angebunden. Wie bereits zuvor
bei den EDPTO-Beschichtungen erfolgte die Untersuchung dieser Anbindung durch eine Mes-
sung der Kontaktwinkeldnderung. Es wurden abermals Referenzsubstrate hergestellt, die eine
dichte Schicht des Polymers aufwiesen und welche bei denen, ohne zuvor eine Belichtung
durchzufithren, das Polymer wieder abgewaschen wurde (@Spiil). Die Substrate, bei denen
die Belichtung durchgefiithrt wurde, wurden anschlielend nach dem Waschschritt (@UV) mit
den Referenzen verglichen. Die ermittelten Kontaktwinkel sind in Abbildung graphisch
dargestellt. Zum Vergleich wurde zusatzlich das Substrat mit BPPA-Modifizierung aufgefiihrt.
Die dichte Polymerschicht aus pHEMA zeigt eine Absenkung des Kontaktwinkels gegentiber
der BPPA-modifizierten Oberfliche auf etwa 35°, was in etwa der Halfte entspricht. Somit zeigt
das Polymer den erwarteten starker hydrophilen Charakter. Nach dem Waschschritt ist der Kon-
taktwinkel wieder auf die urspriinglichen 70° der BPPA-Modifizierung angestiegen, woraus sich
schlieffen lasst, dass das gesamte Polymer wieder abgewaschen wurde. Nach der vermeintlichen
Anbindung des Polymers steigt der Kontaktwinkel nach dem Waschschritt ebenfalls wieder an.
Im Vergleich mit der nicht belichteten Probe zeigt sich allerdings, dass die Oberfliche weiterhin
ein wenig hydrophiler ist, als mit der BPPA-Modifizierung, da der Kontaktwinkel nur bei 60°
liegt und nicht wieder auf die urspriinglichen 70° ansteigt. Somit liegt die Vermutung nahe, dass
zumindest ein Teil des Polymers angebunden werden konnte. Dies entspricht den bisherigen Be-
obachtungen, dass die Oberflache auf diese Weise mit einer Polymerschicht modifiziert werden
kann, diese aber noch nicht vollstindig die gesamte Oberflache bedeckt.

Das P4VP zeigt in Form der dichten Schicht eine noch deutlichere Abnahme des Kontaktwinkels
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auf nur 15°. Auch dieses Polymer lasst sich ohne die Belichtung vollstindig wieder abwaschen,
da sich wieder der urspriingliche Kontaktwinkel nach der BPPA-Modifikation ergibt. Nach der
Belichtung ist in diesem Fall das Ergebnis noch deutlicher als zuvor beim pHEMA. Der Kon-
taktwinkel liegt bei etwa 20° und zeigt somit den aufgrund des Polymers weiterhin hydrophilen

Charakter der Oberflache an. Fiir das zweite Polymer P4VP ist somit sehr wahrscheinlich, das
die Anbindung erfolgreich war.
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Abb. 5.83: Aufgenommene Kontaktwinkel der Substrate, die mit BPPA und den Polymeren
pHEMA und P4VP modifiziert wurden (@UV) sowie der Referenzproben, bei denen
die Polymere aufgebracht wurden und keine weitere Behandlung stattgefunden hat
(Polymername) und bei denen die Polymere wieder abgewaschen wurden, ohne dass
sie zuvor chemisch angebunden wurden (@Spiil).

Wie bereits zuvor beim EDPTO ist der Effekt auf den Kontaktwinkel beim P4VP stéarker als
beim pHEMA. Dies kann damit zusammenhangen, dass das P4VP eine dreimal so grofie mittlere
Molmasse besitzt wie das pHEMA. Dadurch sind die Kettenldngen des P4VPs langer und es wird
bei der gleichen Menge der Ankniipfstellen iiber das BPPA im Mittel mehr Polymer angebun-
den, wodurch sich eine dichtere Oberflachenbedeckung ergeben sollte. Um diese Vermutung
zu bestétigen missten mit dem gleichen Polymer mit unterschiedlicher mittlerer Molmasse
Anbindungsversuche durchgefiihrt werden. Die angebundene Menge konnte mittels einer Unter-

suchung durch XPS ermittelt werden, indem die Titan und Kohlenstoffverhéaltnisse miteinander

verglichen werden.
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5.2.3 Freisetzungsstudien

Auch fiir die elektrochemisch eloxierten Titandioxidbeschichtungen sollten die Freisetzungs-
kinetiken bestimmt werden. Dazu wurden in diesem Fall direkt Studien mit Chlorhexidin
durchgefiihrt, da mit den elektrodeponierten Schichten bereits ein Vorgehen etabliert werden
konnte, mit dem die Quantifizierung des Wirkstoffes photometrisch méglich ist. Dementspre-
chend wurden je sechs Folien fiir die Freisetzung von Chlorhexidin in der neu entwickelten
Freisetzungszelle verwendet. Auch fiir die Blindproben wurden jeweils sechs Folien vorbereitet,
in die zuvor kein Wirkstoff eingelagert wurde. Es wurde die Freisetzung aus zwei unterschiedli-
chen Beschichtungen untersucht. Einerseits die Folien nach Variante 1, die in Elektrolytlésungen
mit (NH,)H,PO, synthetisiert werden, was in eher kleinen regelméfligen Poren resultiert und
andererseits wurden die Folien nach Variante 2 mit den typischen TNTs getestet, bei denen in
der Syntheselosung stattdessen H;PO, verwendet wurde. Die Freisetzungen wurden in beiden
Fallen in Reinstwasser durchgefithrt und es wurden noch keinerlei weitere Modifizierungen
getestet. In Abbildung sind die ermittelten CHX-Konzentration in den Uberstinden darge-
stellt. Die Werte liegen allesamt oberhalb der Bestimmungsgrenze fiir CHX am verwendeten

Spark Multimode Microplate Reader und sind somit vertrauenswiirdig.
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Abb. 5.84: Photometrisch ermittelte CHX-Konzentrationen in den Uberstandslésungen nach der
Freisetzung aus elektrochemisch eloxierten Ti6 Al4V-Substraten aus der neu entwi-
ckelten Freisetzungszelle in Reinstwasser.

Aus den erhaltenen Konzentrationen wurden jeweils die freigesetzte Menge des Wirkstoffes

ermittelt und die kumulative Auftragung der beiden Freisetzungen ist in Abbildung zu
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finden. Fir die Substrate nach Variante 1 zeigt sich ein sehr ausgepragter Burst Release, bei
dem nach den ersten zwei Messpunkten bereits ein Plateau bei 1.5ng - cm™ erreicht wird und
somit die Freisetzung bereits innerhalb der ersten Stunden abgeschlossen ist. Diese Beobachtung
steht relativ gut mit der These in Einklang, dass die Schicht sehr diinn ist, weshalb durch die

Physisorptionsmessung ein nur sehr kleines Porenvolumen ermittelt wurde.
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Abb. 5.85: Kumulierte Freisetzungsmengen von CHX in Reinstwasser aus elektrochemisch elo-
xierten Ti6 Al4V-Substraten.

Aus den Substraten nach Variante 2 wurde insgesamt eine etwas grofiere CHX-Menge von
1.8 ng - cm™ freigesetzt. Auch diese Schichten zeigen den Verlauf eines Burst Release, allerdings
ist er in diesem Fall etwas weniger stark ausgepréagt, da auch zu den spéteren Zeitpunkten
innerhalb der ersten 24 Stunden noch CHX freigesetzt wird. Dies konnte darauf hindeuten,
dass diese Schichten etwas dicker sind, als diejenigen, die mit (NH,)H,PO, hergestellt werden,
wodurch die Freisetzung leicht verzogert stattfindet, da der Diffusionsweg langer ist. Dieser
Umstand ist zunachst Giberraschend, da sich in den Sorptionsmessungen gezeigt hatte, dass
diese Substrate tiber ein kleineres Porenvolumen verfiigen. Allerdings war der Unterschied
nur sehr gering und kann bei diesen sehr kleinen Oberlachen auch auf die Messungenauigkeit
zuriickgefithrt werden. Generell lief sich aus den REM-Aufnahmen ableiten, dass die Oberflache
der H;PO,-Substrate ungleichméfig ist und nicht vollstindig durch eine durchgéngige TNT-
Schicht iiberzogen ist. Stattdessen sind nur einzelne Inseln entstanden und weitere Bereiche, die
einen deutlich weniger pordsen Eindruck machen. Somit ist denkbar, dass sich trotz der kleineren

Oberflache mehr Wirkstoff in die langeren TNTs einlagern lésst, als in das gleichméafiige weniger
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tiefe Porensystem der anderen Substrate. Aus dieser ersten Untersuchung der Freiseztungskinetik
geht hervor, dass sich aus den synthetisierten Schichten nur relativ wenig Wirkstoff freisetzen
lasst und fiir diese eine grofiere Schichtdicke angestrebt werden sollte, um mehr Wirkstoff
freizusetzen. Zusatzlich hat sich gezeigt, dass die langeren TNTs zu einer leichten Verzégerung
der Freisetzung fithren. Welche der beiden Kinetiken fiir die Pravention der Biofilmbildung
besser geeignet ist und ob die Wirkstoffmenge ausreichend ist, muss mithilfe von in vitro-Studien

mit Bakterien untersucht werden.
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5.2.4 Evaluierung der Zellkompatibilitat

Genau wie fiir die elektrodeponierten Titandioxidbeschichtungen (Kapitel 5.5) wurde auch
fir die elektrochemisch eloxierten Substrate eine erste Studie iiber ihre Zellkompatibilitat mit
Humanen Gingiva-Fibroblasten durchgefiihrt. Da dies gleichzeitig mit der zweiten Studie der
anderen Beschichtungen stattgefunden hat, konnten die angebrachten Verbesserungen der
Versuchsdurchfithrung noch nicht in den Versuchsablauf mit aufgenommen werden. Fiir die
Untersuchung wurden Proben aus der unbehandelten Legierung verwendet, um abermals einen
internen Vergleich der elektrochemisch behandelten und modifizierten Substrate mit einem
gangigen Implantatmaterial zu erméglichen. Es wurden die nicht weiter modifizierten nach
Variante 1 elektrochemisch eloxierten Substrate verwendet. Weiterhin kamen die zunéchst
elektrochemisch und anschlieffend APPA-, MPTMS-, BPPA- oder P4VP-modifizierten Substrate
zum Einsatz. Die mittels LDH-Assay ermittelten Zellvitalititen nach 24 Stunden und 72 Stunden
wurden wiederum auf die PK normiert und sind in Abbildung dargestellt.
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Abb. 5.86: Mittels LDH-Assay ermittelte Zellvitalititen der verwendeten Humanen Gingiva-
Fibroblasten nach 24 und 72 Stunden fiir die Evaluierung der Zellkompatibilitdt der
unterschiedlich modifizierten Ti6 Al4V-Substrate.

Fir die unbehandelte Legierung und die elektrochemisch eloxierte Probe ohne weitere Modi-
fikation wurden Zellvitalitdten oberhalb der 70 %-Grenze gemessen. Bei beiden Proben ist die
Zellvitalitat nach 24 Stunden ein wenig geringer als nach 72 Stunden, aber auch die Varianz ist
in diesem Fall bei beiden grofier. Fiir alle Modifizierungen ist das Ergebnis unabhahngig vom

Substrat sehr ahnlich. Nach 24 Stunden ist die Zellvitalitiat bei allen vier Proben auf etwa die
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Halfte der PK abgesunken und auch die Varianz ist sehr grof3. Dieses Ergebnis deutet auf eine
nicht ausreichende Biokompatibilitat hin. Nach 72 Stunden jedoch konnte fiir alle vier Proben
eine gute Zellvitalitat von fast 100 % festgestellt werden. Die Zellen scheinen sich also iiber
die Zeit an die modifizierten Oberflaichen anpassen zu konnen, so dass langerfristig eine gute
Biokompatibilitat gegeben ist.

Es wurde in dieser Studie ebenfalls ein CTB-Assay angefertigt, um auch die metabolische Akti-

vitat der Zellen zu evaluieren. Die ermittelten Zellvitalitaten sind in Abbildung prozentual

angegeben.
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Abb. 5.87: Mittels CTB-Assay ermittelte Zellvitalititen der verwendeten Humanen Gingiva-
Fibroblasten nach 24 und 72 Stunden fiir die Evaluierung der Zellkompatibilitat der
unterschiedlich modifizierten Ti6Al4V-Substrate.

In diesem Fall wurden fiir alle untersuchten Proben sehr dhnliche Ergebnisse beobachtet. Nach
24 Stunden liegt die Zellvitalitét fiir alle Substrate bei etwa 30 %, was auf eine nur méaflige
Zytokompatibilitat hinweist. Fiir die unterschiedlich modifizierten Titandioxidbeschichtungen
ist das Ergebnis des CTB-Assays vergleichbar mit den ermittelten Zellvitalitdten des LDH Assays.
Im Gegensatz dazu zeigen die unbehandelte Legierung und die unmodifizierte Beschichtuung
deutlich kleinere Zellvitalitaten als im LDH-Assay und liegen jetzt deutlich unter der 70 %-Grenze
Nach 72 Stunden ist fiir jedes Substrat eine leicht erhohte Zellvitalitat ermittelt worden, die
bei etwa 45 % liegt. Dies zeigt auch hier eine Adaption der Zellen an die Oberflache iiber die
Zeit, jedoch wird die erforderliche Vitalitat von 70 % nicht erreicht. Zumindest fiir die Legierung
wurden ahnlich wie beim Titan deutlich hohere Zellvitalititen erwartet, da auch dieses Material

aufgrund seiner guten Biokompatibilitat bereits in Implantatmaterialien zum Einsatz kommt 22,
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52|]. Wie bereits zuvor wurde diese Diskrepanz auf die vermeintlich generell schlechtere Adhésion
der Zellen auf den Substraten gegeniiber der PK auf dem behandelten Plastik zuriickgefiihrt,
weshalb die Ergebnisse direkt mit der biokompatiblen Legierung verglichen wurden. Im Vergleich
mit der blanken Legierung zeigen zunachst die im fluoridhaltigen Eletkrolyten elketrolysierten
Oberflachen keine Verringerung der Zellvitalititen. Dies ist besonders positiv hervorzuheben, da
Fluoridionen toxisch sind und trotz ihrer Anwesenheit wihrend der Synthese keine negativen
Folgen durch sie ausgelost werden. Die anderen, unterschiedlich modifizierten Beschichtungen
zeigen ebenfalls im Vergleich mit der Legierung keine Verringerung der Zellvitalitit. Alle
untersuchten Substrate zeigen somit im CTB-Assay eine im Vergleich mit der Legierung Ti6Al4V,
die fur Implantate verwendet wird, unveranderte Biokompatibilitit gegeniiber Fibroblasten, was
die eloxierten Substrate vielversprechend erscheinen lasst.

In zukiinftigen Untersuchungen der Zytokompatibilitit sollten mehr Substrate pro Zeitpunkt und
Probenart verwendet werden, um eine statistische Auswertung der Ergebnisse zu erméglichen.
Insbesondere beim LDH-Assay sind hohe Varianzen aufgetreten, die durch die statistische
Auswertung genauer beurteilt werden konnen. Bei einer nur zweifachen Wiederholung lasst
sich nicht sagen, ob die Substrate in jedem Fall sehr unterschiedlich zueinander sind oder ob
eine Probe ein Ausreifler gewesen ist. Insgesamt lief3 sich durch die Studie zeigen, dass die
Modifikationen zu keiner Verschlechterung der Biokompatibilitét fithren und insbesondere der

toxische, fluoridhaltige Elektrolyt zu keiner nennenswerten Absenkung der Zellvitalitaten fiihrt.
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5.2.5 Zusammenfassung

Der zweite Teil dieser Dissertation befasste sich mit den Ergebnissen der anodisch eloxierten
Ti6 Al4V-Sustrate. Nach einer anfanglichen Politur konnten mit den verschiedenen Zusétzen
von Ammoniumdihydrogenphosphat und Phosphorsaure im fluoridhaltigen Elektrolyten zwei
unterschiedliche Porenstrukturen mit sehr feine Poren bzw. homogene Nanoréhren mit gro-
erem Porendurchmesser erzeugt werden. Sie bestehen aus Titandioxid, mit einem hoheren
Sauerstoffanteil, der auf die 10 % der anderen Legierungsbestandteile zuriickzufithren ist. Eine
Bestimmung der Schichtdicken hat zu diesem Zeitpunkt noch nicht stattgefunden, aber es liegt
die Vermutung nahe, dass diese aus dem Zeit-Strom-Diagramm der Elektrolyse abgeschatzt
werden konnte. Physisorptionsmessungen haben gezeigt, dass das Porensystem kleiner ist, als
die REM-Aufnahmen zunéchst vermuten liefen. Aber die bislang durchgefithrten Stabilitatsun-
tersuchungen zeigen vielversprechende Ergebnisse, da keine Degradation der Beschichtungen
festgestellt wurde. Mit den Variante 1 Beschichtungen wurden Experimente durchgefiihrt, um die
Oberflachenmodifikationen auf das neue System zu tibertragen und die Phosphonsauren APPA
und BPPA konnten mittels Kontaktwinkel und XPS nachgewiesen werden. Fiir das Silan MPTMS
wurde kein qualitativer Nachweis durch XPS erbracht, aber die Kontaktwinkelmessung deutet
stark darauf hin, dass auch diese iibertragbar ist und funktioniert. Es wurde die Anbindung der
Polymere P4VP und pHEMA angestrebt, was durch eine Kontaktwinkelmessung untersucht
wurde, die fiir beide Polymere eine erfolgreiche Anbindung vermuten lief3. Die erhaltenen
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Oberflaichenbedeckung stark von der mittleren
Molmasse der verwendeten Polymere abhéngt. Dieser Sachverhalt erfordert aber noch weitere
Untersuchungen, bevor eine allgemeingiiltige Aussage moglich ist. Weiterhin wurden mit beiden
Beschichtungen erste Freisetzungsstudien mit CHX in Reinstwasser angestellt. Hierfiir wurden
jeweils unmodifizierte Substrate verwendet und es hat sich herausgestellt, dass beide Substrate
zu einem Burst Release fithren. Die Nanoréhren zeigen jedoch eine etwas verzogertere Freiset-
zung des Wirkstoffes und aus diesen Substraten konnte insgesamt eine groflere Wirkstoffmenge
freigesetzt werden. Die ersten Untersuchungen der Zytokompatibilitét zeigen fiir die Variante 1
Beschichtungen mit den feinen Poren vielversprechende Ergebnisse. Im Vergleich mit der zyto-
kompatiblen Legierung zeigt keine verwendete Modifikation oder die Beschichtung selbst eine
verschlechterte Zellvitalitat im LDH- oder CTB-Assay, was zunichst eine gute Biokompatibilitat
vermuten lasst. Insgesamt zeigen die anodisch eloxierten Beschichtungen ein hohes Potential

fiir die Anwendung als Zahnimplantatmaterial.
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5.3 Vergleich beider Beschichtungen

Fur die Entwicklung eines lokalen Medikamentenfreisetzungssystems zur Anwendung auf
dentalen Implantaten wurden innerhalb dieser Arbeit zwei unterschiedliche nanoporése Titandi-
oxidbeschichtungen entwickelt und zunachst unabhangig voneinander charakterisiert. Innerhalb
dieses Kapitels sollen nun die erhaltenen Ergebnisse fiir beide Systeme miteinander verglichen
werden. Im Vordergrund stehen dabei die doppelseitig beschichteten EDPTO-Substrate, die fiir
die weiteren Oberflichenmodifikationen, Freisetzungexperimente und biologischen Untersu-
chengen genutzt wurden, und beide Varianten der elektrochemisch eloxierten Substrate. Es
soll herausgestellt werden, inwieweit die Beschichtungen sich generell fiir die Anwendung als
Implantatbeschichtung eignen und welche Sorte den vielversprechenderen Eindruck hinterlasst.
Das EDPTO bedeckt die Oberfliche der Titansubstrate sehr gleichmaflig und es entstehen
homogene Beschichtungen, die iiber die gesamte Oberfliche mit Rissen durchzogen sind. Sie
weisen zwei unterschiedlich grofie Porenklassen mit Durchmessern von 9 nm + 2 nm sowie
20 nm - 40 nm auf und das Porensystem wirkt sehr diffus. Die elektrochemisch eloxierten Sub-
strate hingegen zeigen beide eine unterschiedliche pordse Struktur. Einerseits wurden sehr feine,
kleine Poren mit 13 nm + 3 nm Durchmesser (Variante 1) erhalten und andererseits konnten
Titandioxidnanoréhren mit Durchmessern von 80 nm + 10 nm (Variante 2) synthetisiert werden.
Beide Schichten haben gemeinsam, dass das Porensystem jeweils sehr gleichméafig und geordnet
ist, was bei den EDPTO-Beschichtugnen nicht der Fall ist. Weiterhin sind auf diesen Substraten
keine Risse in der Beschichtung auszumachen. Allerdings zeigen sich in beiden Fallen Stellen,
an denen die pordse Struktur unterbrochen ist, weshalb auch diese keine perfekt homogene
Schicht darstellen. Physisorptionsmessungen haben gezeigt, dass die BET-Oberflache und das
Porenvolumen des EDPTO deutlich grofier sind als bei den eloxierten Substraten. In Hinblick
auf die Nutzung der Beschichtung als Medikamentenreservoir fiir eine Freisetzung sollte das
Porenvolumen mdglichst grof§ sein, um die Einlagerung einer grolen Wirkstoffmenge zu er-
moglichen. Fiir diesen Aspekt zeigen die EDPTO-Beschichtungen die besseren Ergebnisse. Mit
dem EDPTO wurde der Einfluss verschiedener Losemittel auf die Stabilitdt der Beschichtung
angestellt. Nach der Untersuchung mittels REM hat sich herausgestellt, dass der langere Kontakt
mit Wasser zur partiellen Auflosung der Schicht kommt, sodass die Poren sich vergrofliern,
und Ablagerunden des Materials zu finden sind. Weiterhin lassen sich, vermutlich aufgrund
des Materialquellens, die urspriinglichen Risse nach gewisser Zeit nicht mehr ausmachen. Die
Behandlung mit heiflem Ethanol und Dichlormethan haben die Vergrofierung der Risse zur Folge,
wodurch die Anahaftung der Schicht verschlechtert wird. Auf die pordse Struktur selbst scheinen
die organischen Losemittel jedoch keinen Einfluss zu haben. Die eloxierten Substrate sind durch
die gleichen Bedingungen weniger stark degradierbar. Bei keinem Substrat konnte ein Unter-
schied in der porésen Struktur ausgemacht werden. Fiir einen noch genaueren Vergleich sollten

auch die weiteren Einfliisse, die beim EDPTO untersucht wurden, fiir die eloxierten Substraten
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evaluiert werden und zusitzlich zu den REM-Aufnahmen ist auch die weitere Analyse mittels
Physisorption nicht zu vernachldssigen, dennoch zeigen die eloxierten Beschichtungen aktuell
eine merklich hohere Stabilitat gegeniiber Wasser, Ethanol und DCM. Ein Material, dass tiber
lange Zeitraume im Korper als Implantat eingebracht werden soll und somit verschiedenen Kor-
perfliissigkeiten ausgesetzt ist, sollte moglichst nicht degradieren, um einerseits keine toxischen
Stoffe frei zu setzen und andererseits seine Funktionsweise nicht einzubiifen. Aulerdem darf die
Beschichtung nicht wéahrend der weiteren Modifikationen degradieren, die notwendig sind, um
das Stimulu-responsive Freisetzungssystem aufzubauen. In diesen Gesichtspunkten scheinen

die, mit beiden Varianten, eloxierten Substrate zu diesem Zeitpunkt erfolgversprechender.

Die elektrodeponierten Beschichtungen lassen sich mithilfe der Phosphonsdaure APPA und
dem Silan MPTMS modifizieren, sodass die gemessenen Kontaktwinkel und Zeta-Potentiale
veranderte Oberflicheneigenschaften inidizieren. Fiir die eloxierten Substrate wurde deutet
die Kontakwinkelmessung das gleiche Ergebnis hin. Allerdings konnten in diesem Fall noch
keine Zeta-Potentiale vermessen werden. Fiir die Phosphonséure wurde in beiden Fallen ein XP-
Spektrum angefertigt, das ebenfalls die erfolgreiche Modifikation bestatigt. Fiir die Anbindung
des Polymers P4VP wurde die Oberfliche zunichst mit dem Linkermolekiil BPPA modifiziert, was
fiir beide Beschichtugen mittels Kontaktwinkel- und XPS-Messung erfolgreich nachgewiesen
werden konnte. Das Polymer wurde anschlieffend durch die Belichtung mit UV-Licht angebunden,
was im Fall der EDPTO-Beschichtung in einer nicht vollstandig bedeckenden Polymerschicht
resultiert. XPS- und Kontaktwinkelmessungen zeigen, dass das Polymer kovalent angebunden
wird, allerdings geht aus den gemessenen Zeta-Potentialen hervor, dass die Schicht nicht deckend
ist. Fiir die eloxierten Substrate wurde zum Polymernachweis bislang nur eine Untersuchung
mittels Kontaktwinkel durchgefiihrt, die auf eine erfolgreiche Anbindung hindeuten. Uber die
Dichtigkeit der Schicht kann fiir diese Substrate zu diesem Zeitpunkt noch keine Aussage
gemacht werden. Es ist aber davon auszugehen, dass die Bedeckung gleichermaflen ausfallt
solange die zuvor angebundene BPPA-Menge die gleiche ist. Hierzu wurden bislang noch keine
weiteren Analysen durchgefiihrt. Nach den bislang erhaltenen Ergebnissen eignen sich beide
Beschichtungen gleichermafien fiir die Oberflichenmodifikation, um das Freisetzungssystem

nach Belieben einzustellen.

Mit den EDPTO beschichteten Substraten wurde eine Reihe unterschiedlicher Freisetzungsstu-
dien durchgefiihrt, um den Einfluss der verschiedenen Modifikationen zu ermitteln und ein
geeignetes Protokoll fiir die Freisetzung und den anschliefenden quantitativen Nachweis fir
CHX zu entwickeln. Fiir die eloxierten Beschichtungen wurden bislang nur Freisetzungkinetiken
fir die unmodifizierten Substrate ermittelt. Bei allen drei Substraten verlauft die Freisetzung
nach einem Burst Release-Profil. Im Vergleich zeigt sich allerdings, dass aus den eloxierten
Schichten mit den feinen Poren (Variante 1) mit 1.5 ng-cm™? die kleinste CHX-Menge pro Fliche

freigesetzt wurde. In diesem Fall kann nur innerhalb der Uberstinde aus den ersten vier Stunden
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Wirkstoff nachgewiesen werden. Aus den Substraten mit den Nanoréhren (Variante 2) wird mit
1.8 ng-cm™ die nichsthéhere Wirkstoffmenge freigesetzt. In diesem Fall findet die Freisetzung
etwas verzogert statt, sodass auch in den Uberstidnden nach acht und 24 Stunden noch Wirkstoff
nachzuweisen ist. Aus den elektrodeponierten Substraten wird mit insgesamt 2.3 ng-cm™ die
hochste Wirkstoffmenge freigesetzt. Bei den elektrodeponierten Beschichtungen haben die
Oberflachenmodifikationen einen merklichen Einfluss auf die Gesamtmenge des freigesetzten
Wirkstoffes und die Sulfonsauregruppen verlangsamen den Verlauf zusatzlich. Inwieweit dieser
Effekt auch bei den eloxierten Substraten eintritt, konnte noch nicht untersucht werden.

Die an Humanen ginigivalen Fibroblasten durchgefithrten Zytokompatibilititsstudien zeigen
fir das EDPTO sehr hohe Zellvitalitiaten bei den durchgefithrten LDH-Assays. Jeder Schritt
der Synthese und auch die verschiedenen Modifikationen zeigen keine merkliche Abnahme
der Zellvitalititen. Beim CTB-Assay hingegen nehmen die Zellvitalititen gegebeniiber der
Positivkontrolle deutlich ab. Da dies aber auch fiir das biokompatible Titan gilt, wurden die
Zellvitatlitaten fur den CTB-Assay mit dem blanken Titan verglichen. Dabei zeigt sich, dass
sowohl die APPA- als auch die MPTMS-Modifizierung zu einer Abnahme der Zellvitalitat fiihrt,
aber insgesamt machen alle untersuchten Substrate hinsichtlich ihrer Biokompatibilitéit einen
vielversprechenden Eindruck. Fiir die eloxierten Substrate wurden ebenfalls je ein LDH- und
CTB-Assay angefertigt. In diesem Fall unterscheiden sich die erhaltenen Zellvitalitidten nach 24
Stunden und 72 Stunden starker als beim EDPTO. Beim LDH-Assay zeigen die unbehandelte Le-
gierung und die nicht modifizierte Beschichtung nach dem Eloxieren zu beiden Zeitpunkten eine
hohe Zellvitalitat. Fiir die modifizierten Substrate jedoch ist die Zellvitalitat nach 24 Stunden mit
etwa 50 % relativ gering. Nach 72 Stunden werden aber auch fiir diese Substrate hohe Vitalitiaten
erhalten. Beim CTB-Assay tritt wiederum das bereits beschriebene Phanomen auf, dass die
biokompatible Legierung relativ geringe Zellvitalitdten aufweist, weshalb die Substrate mit der
Legierung und nicht mit der Positivkontrolle verglichen werden. Auch hier zeigen sich hohe
Vitalitaten, die zunachst auf eine gute Biokompatibilitat hinweisen. Bei diesen Beschichtungen
hat keine der Modifizierungen einen negativen Einfluss, allerdings zeigt sich auch hier, dass
die Zellvitalitdten nach 72 Stunden hoher sind als nach 24 Stunden. Die Zellen scheinen sich in
diesem Fall an das Material anzupassen. Beide Beschichtungen zeigen vielversprechende Ergeb-
nisse beziiglich der Zellkompatibilitat, was sie in diesem Gesichtspunkt fiir eine Anwendung

auf Implantaten gleichermafien attraktiv macht.
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Ziel dieser Arbeit war es, im Hinblick auf die spatere Anwendung in dentalen Implantaten ein
neuartiges Freisetzungssystem herzustellen und zu charakterisieren, um bakteriell bedingten
Entziindungen nach einer Implantation vorzubeugen. Dazu sollte ein Stimulus-responsives Me-
dikamentenfreisetzungssystem entwickelt werden, bei dem das eingelagerte Medikament unter
neutralen pH-Wert-Bedingungen zuriickgehalten und die Freisetzung durch eine Absenkung des
aufleren pH-Wertes, wie pathogene Bakterien sie erzeugen, ermoglicht wird. So wird der Wirk-
stoff bis zum Eintreten einer bakteriell bedingten Entziindung zuriickgehalten. In der praktischen
Anwendung soll dieses System direkt auf Implantatoberflichen aus Reintitan integriert werden.
Hierzu wurden zwei verschiedene Beschichtungen aus nanoporésem Titandioxid auf Titan
elektrolytisch hergestellt und anschlieSend nasschemisch modifiziert. Dies beinhaltete sowohl
das Einbringen verschiedener funktioneller Gruppen als auch die photochemische Anbindung
eines pH-Wert sensiblen Polymers, um dadurch die Freisetzungskinetik eingelagerter Wirkstoffe

maf3geblich zu verdndern und eine stimulierte Freisetzung zu erreichen.

Diese Arbeit widmete sich zunéchst der Synthese und Charakterisierung von nanopordsen
Titandioxidbeschichtungen, die mittels kathodischer Elektrodeposition abgeschieden wurden
(EDPTO). Der Zusatz des nicht-ionischen Blockcopolymers Pluronic® F 127 bei der Synthese
von Titandioxidbeschichtungen nach Hu et al. mittels eines Verfahrens, dessen Ablauf cyclo-
voltammetrischen Messungen entspricht, stellt eine neuartige Syntheseform zur Abscheidung
nanopordser Schichten dar [166, 167]. Mithilfe von REM-, XPS- und RAMAN-Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass auf Titansubstraten durch eine einseitige Beschichtung homogene,
nanopordse Schichten mit einer Schichtdicke von circa 450 nm abgeschieden werden, die nach
der Calcination aus stochiometrisch reinem Titandioxid in der Anatas-Modifikation bestehen.
Aufgrund der unterschiedlichen thermischen Ausdehnung des Substrates und der Beschichtung,
die wahrend der Trocknungs- und Calcinationsbedingungen zum Tragen kommt, sowie wegen
moglicherweise wahrend des Trocknungsvorgangs auftretender Kapillarkrafte weisen die Ober-
flachen Risse auf, die iiber das gesamte Substrat verteilt sind. Der Zusatz des Blockcopolymers
fithrt zur Ausbildung eines Porensystems mit zwei Porenklassen, die verschiedene Porendurch-
messer von etwa 15 nm (Klasse 1) und 25 nm bis 40 nm (Klasse 2) aufweisen. Die Untersuchung
mit Krypton-Physisorption ergab eine BET-Oberfliche von 50 cm? - cm™* und ein Porenvolumen
von 7nL - cm™. Auflerdem wies der Isothermenverlauf auf Aggregate plattchenformiger Partikel

hin, was durch die REM-Aufnahmen bestétigt werden konnte. Auch basierend auf den vorherigen
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Arbeiten von P. ABENDROTH in unserem Arbeitskreis wurde ein Mechanismus vorgeschlagen,
wie die kathodische Abscheidung des Titandioxids in Anwesenheit des Pluronic® F 127 ablauft.
Demgemaf; findet in der Syntheselosung eine gleichzeitige Mizellbildung und Anlagerung der
SDA-Molekiile an die gebildeten Titandioxidpartikel statt, die sich allesamt auf der Elektrodeno-
berflache absetzen. Es resultieren unterschiedliche Abstinde zwischen den Titandioxidpartikel
innerhalb der aggregierten Schicht, wodurch nach der Calcination die beiden verschiedenen
Porenklassen entstehen. Die ausfiihrliche Beschreibung des Mechanismus ist in Kapitel 5.1 (S.
80) einzusehen. Bei der Variation der Zyklenzahl zeigte sich eine Zunahme der Schichtdicke
und gleichzeitig eine Abnahme der Anhaftung des Titandioxids auf den Titansubstraten mit
steigender Zyklenzahl. Neben der Schichtdicke nehmen auch die BET-Oberflache und das Po-
renvolumen linear mit der Zyklenzahl zu. Mit steigender Schichtdicke nimmt jedoch auch die
Rissbildung zu, sodass in der Folge die Anhaftung des Materials verschlechtert ist. Auflerdem
haben sich verkleinerte Klasse 1-Poren (etwa 8 nm) und gréflere Klasse 2-Poren (20 nm bis 70 nm,
wobei der mittlere Porendurchmesser bei mehr Zyklen grofier war als bei wenigen Zyklen)
gebildet.

Nach eingehendem Studium dieser Form der Abscheidung nanoporéser Titandioxidschichten
wurde der Prozess auf unterschiedliche Probengeometrien tibertragen, bei denen eine doppel-
seitige Beschichtung angestrebt wurde. Hier wurde eine verstarkte Rissbildung beobachtet.
Diese Verstarkung ist moglicherweise darauf zuriickzufithren, dass aufgrund der deutlich erhéh-
ten Stromfliisse die Wasserstoffentwicklung wéhrend der Elektrolyse nicht mehr unterdriickt
wird. Trotzdem konnten auch auf den Titanfolien mit veranderter Probengeometrie homogene
Beschichtungen erzeugt werden. Bei erhohter Probenoberflache veranderten sich die Poren-
durchmesser der Klasse 1-Poren auf etwa 9 nm, die der Klasse 2-Poren stiegen auf 20 nm bis
70 nm. Eine dhnliche Beobachtung wurde zwar auch bei der Anderung der Zyklenzahl gemacht,
allerdings konnte in beiden Fallen kein regelmafliger Zusammenhang ermittelt werden. Im
Probenquerschnitt zeigten sich bei den vergrof3erten Probenoberflichen (aufgrund der Pro-
bengeometrie) hohere Schichtdicken, was einer grofferen abgeschiedenen Titandioxidmenge
entspricht, die in der erhchten geflossenen Ladungsmenge begriindet ist. Die Physisorptionsun-
tersuchungen mit Krypton zeigten, bezogen auf das Schichtvolumen (beschichtete Flache mit der
Schichtdicke multipliziert), keine Verdnderung der Porositat. Es wurden auch Untersuchungen
zur Stabilitdt der Beschichtungen gegeniiber verschiedenen Einfliissen untersucht, die entweder
die Synthesebedingungen in spateren Modifikationsschritten oder die Bedingungen nach der
Implantation simulierten. Hierbei zeigte sich, dass die Beschichtungen in den untersuchten
Losungsmitteln Wasser (20 Tage), Dichlormethan (24 Stunden) und heilem Ethanol (6 Stunden)
tiber langere Zeitraume oder bei einer Behandlung im Ultraschallbad nicht stabil sind. REM- und
Krypton-Physisorptionsuntersuchungen zeigten eine Degradation der Oberflachenstruktur und

besonders im Falle der Behandlung im Ultraschallbad auch das Abplatzen grof3er Bereiche der
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Beschichtung. Einzig der mechanischen Belastung, die durch das Ablésen eines Scotch-Tapes
erzeugt wird, konnten die Beschichtungen unbeschadet standhalten. Aufgrund der Degradati-
onserscheinungen, insbesondere auch bei langerem Kontakt mit wéssrigen Medien, erscheinen
die Beschichtungen fiir den hier avisierten Zweck als Implantatmaterial nicht geeignet, da sie
nach der Implantation lange Zeitraume tiberdauern sollten. Bei einer frithzeitigen Degradation
ist die Funktionsfahigkeit nicht tiber mehrere Jahre gewahrleistet; auch die Freisetzung von
Bestandteilen, die das Gewebe irritieren konnen, ist nicht ausgeschlossen. Aus diesem Grund
wurde eine weitere Moglichkeit der Synthese nanopordser Titandioxidbeschichtungen verwen-
det, um nach Moglichkeit ein inertes Material zu erhalten.

Bei diesem Ansatz handelte es sich um das anodische Eloxieren, bei dem die nanopordse Be-
schichtung nicht auf das Metall abgeschieden, sondern in die Oberflache hineingeatzt wird.
Innerhalb der Arbeit wurden Substrate mithilfe der von H.-C. ScHwaRrz abgewandelten Synthese
von P. SCHMUKI et al. (Variante 1) [182] und einer weiteren leicht modifizierten Synthese von
P. ScHMUKI et al. (Variante 2) [186] auf Ti6 Al4V-Probenkorpern hergestellt. Beide Varianten
fithrten zu porésen Schichten, die sich in ihrer Porengréfle und -form jedoch unterschieden.
Einerseits wurden sehr kleine, homogen verteilte Poren (Porendurchmesser 13 nm + 3 nm) erhal-
ten (Variante 1), andererseits konnten die bekannten Titandioxidnanorohren (Porendurchmesser
80 nm + 10 nm) synthetisiert werden (Varinate 2). Beide Beschichtungen sind sehr homogen,
weisen aber jeweils einige unregelmaflig verteilte Bereiche auf, an denen die Schicht aufgeplatzt
zu sein scheint. Bei diesen Beschichtungen wurde das Hauptaugenmerk auf das Degradationsver-
halten gelegt, also auf jenen Bereich, der sich bei den kathodisch abgeschiedenen Schichten als
Schwachpunkt erwiesen hatte. Hierzu wurden die Beschichtungen wiederum dem Kontakt mit
Wasser, Dichlormethan und heiflem Ethanol ausgesetzt. Auf die Behandlung im Ultraschallbad
wurde in diesem Fall verzichtet, da diese bereits als Reinigungsschritt bei der Synthese genutzt
wird. Die Analyse erfolgte ausschlief8lich mittels REM-Untersuchungen, da die Bestimmung der
Porositét mittels Krypton Physisorption fiir beide Schichtarten keine zuverldssigen Ergebnisse
lieferte. Wahrend der Messung sank das adsorbierte Gasvolumen in der Adsorptionsisotherme
nach einem Zehntel der Zeit wieder ab, weshalb hier keine BET-Oberflichen oder Porenvolumina
bestimmt werden konnten. Eine Verbesserung der Messungen wird fiir die zukiinftigen Substrate
aus Reintitan angestrebt. Mithilfe der REM-Aufnahmen konnte aber bereits abgeschétzt werden,
dass die anodisch eloxierten Substrate eine merklich hohere Stabilitat besitzen, da keinerlei
Degradationserscheinungen ausgemacht werden konnten. Im Vergleich mit den kathodisch
deponierten Beschichtungen sind die anodisch eloxierten Substrate merklich weniger anfallig
fir Degradation, weshalb sie als dauerhaftes nanoporoses Material deutlich besser qualifiziert
sind.

Im Anschluss an die Synthese und Charakterisierung der nanopordsen Beschichtung wurden

verschiedene Oberflichenmodifikationen vorgenommen. Die Untersuchungen wurden vorwie-
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gend an EDPTO-Substraten durchgefiihrt, die zum Zeitpunkt der Versuche noch als weiter
zu verfolgendes Material favorisiert wurden. Einige Untersuchungen wurden auch an den
mittels anodischer Eloxierung erhaltenen nanopordsen Beschichtungen durchgefiithrt. Dabei
zeigte sich die Ubertragbarkeit der Ergebnisse. Fiir die Modifizierungsreaktionen wurden zu-
nichst verschiedene Phosphonsauren genutzt, von denen fiir den weiteren Verlauf nur APPA
(3-Aminopropylphosphonséure) zur Aminofunktionalisierung weiterverwendet wurde, da CP-
PA (2-Carboxyethylphosphonsiure) und PPA (Phenylphosphonsiuren) auf kein verbessertes
Freisetzungsverhalten hinwiesen. Zusatzlich wurden mithilfe des Organosilans MPTMS ((3-
Mercaptopropyl)trimethoxysilan) und einer anschlieBenden Oxidation Sulfonsauregruppen
aufgebracht. Im Fall der eingebrachten Sulfonsduregruppen wurden zunéchst an den EDPTO-
Substraten verschiedene Parameter ausgetestet, um eine Oxidation mit moglichst geringer
Beschéadigung der Beschichtungen zu gewahrleisten. Als optimal erwies sich nach Auswertung
von REM- und Krypton-Physisorptionsdaten eine Oxidation mit 3 %-igem H,O, fiir drei Stun-
den. Fiir die anodisch eloxierten Substrate konnte der Erfolg beider Modifizierungsreaktionen
(Amino- und Sulfonat-) mittels Kontaktwinkelmessungen nachgewiesen werden. In beiden
Fillen sank der Kontaktwinkel mit Wasser um etwa 20° bis 25°, was die erwartete hohere Hy-
drophilie aufzeigt. Die erfolgreiche Modifizierung mit APPA konnte auf3erdem mithilfe von
XPS-Untersuchungen gezeigt werden. Wéahrend des Entwicklungsprozesses der Modifizierungs-
reaktionen auf den EDPTO-Substraten wurden an der TU Braunschweig von MAREN LINDEMANN
Zeta-Potentialmessungen angefertigt, die ebenfalls auf eine erfolgreiche Modifizierung hindeu-
ten. Insbesondere die Sulfonat-Modifizierung hat eine Absenkung des Zeta-Potentials von etwa
-30mV auf -45mV (bei pH 7) zur Folge, wiahrend bei der Amino-Modifizierung nur eine Diffe-
renz von etwa + 5mV festgestellt wurde. Auflerdem wurde die Stabilitdt der APPA-Anbindung
auf den EDPTO-Substraten durch XPS analysiert. Eine dhnliche Untersuchung wurde auch mit
der Phosphonsaure FDPA durchgefiihrt, um eine interne Kontrolle der Messungen durch die
Betrachtung der Signale des Fluors zu erméglichen, die im XPS gut detektierbar sind. In beiden
Féllen hat sich durch die XPS-Messung herausgestellt, dass die Anbindung bei der Belichtung mit
UV-Licht, bei der Lagerung in wéssrigen Medien unter leicht sauren oder neutralen Bedingungen
oder in den organischen Losemitteln Ethanol und Dichlormethan weitestgehend stabil bleibt.
Einzig basische Bedingungen haben zu einer deutlichen Abnahme des Modifizierungsgrades
gefihrt. Da die Substrate zu keinem Zeitpunkt basischen Bedingungen ausgesetzt werden, ist
dies kein essentieller Nachteil.

Eine weitere Form der Oberflaichenfunktionalisierung, die ebenfalls einen wichtigen Schritt
hin zur Entwicklung eines Stimulus-responsiven Medikamentenfreisetzungssystems darstellt,
ist die kovalente Anbindung des schaltbaren Polymers P4VP (Poly-(4-vinylpyridin)) iiber die
photochemische Reaktion mit an die Substratoberflache angebundenen Benzophenongruppen.

Hierzu wurde zunichst das Linkermolekiil BPPA synthetisiert, dass eine Phosphonsiuregruppe
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und eine Benzophenongruppe als Funktionalititen in sich vereint. Uber den Phosphonsaurerest
konnte das Molekiil an die Beschichtung anbinden, was mittels XPS- und Kontaktwinkelmessun-
gen bestétigt wurde. Die aufgenommenen XP-Spektren wiesen ein zusétzliches Phosphorsignal
auf und die Kontaktwinkel zeigten eine deutliche Erhohung auf etwa 70° an. Anschlieflend
wurde das Polymer tiber die Aktivierung der Benzophenongruppe durch die Belichtung mit
UV-Licht angebunden. Die Entwicklung des Anbindungsverfahrens wurde auch in diesem
Fall an den EDPTO-Substraten durchgefithrt und konnte anschlieflend auf die eloxierten Pro-
benkoérper iibertragen werden. Da die durchgefithrten XPS-Untersuchungen im Rahmen der
Beschaffung eines XPS-Grof3gerites im Demo-Labor von der Fa. THERMO F1scHER mit Hilfe
von PAUuL MAcK entstanden, konnten auf diese Weise nur die kathodisch deponierten Substrate
analysiert werden. Gleiches gilt fiir die auch hier von MAREN LINDEMANN an der TU Braun-
schweig aufgenommenen Zeta-Potential-Messungen. Fiir die anodisch eloxierten Substrate
erfolgte lediglich ein Nachweis des angebundenen Polymers mittels Kontaktwinkelmessungen.
Im XP-Spektrums des Kohlenstoffsignals wurde ein Signal bei der Bindungsenergie fiir die neu
gebildete C-O-Bindung gefunden, was die erfolgreiche kovalente Anbindung des Polymers
nachweist. Fiir eine Referenzmessung wurde eine Probe mit dichter P4VP-Schicht verwendet,
bei der das Polymer aufgebracht, aber vor der Messung nicht wieder abgewaschen wurde. Die
Zeta-Potentialmessung dieser dichten P4VP-Schicht auf dem nanoporésen Titandioxid zeigte
ein merklich héheres Zeta-Potential von +60 mV gegeniiber den —10 mV der unmodifizierten
Probe (bei pH 4). Fiir das Substrat mit dem photochemisch angebundenen Polymer, bei dem
nicht angebundene Reste abgewaschen wurden, wurde eine weniger deutliche Veranderung
festgestellt. Das Zeta-Potential lag in diesem Fall bei +30 mV. Der Messkurvenverlauf fiir diese
Probe lag zwischen den Ergebnissen fiir das BPPA-modifizierte Substrat und der dichten P4VP-
Beschichtung. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass eine bislang nicht quantifizierte
Menge des Polymers aufgebracht werden konnte, allerdings scheint die Beschichtung noch nicht
die gesamte Oberflache dicht zu bedecken. Die Kontakwinkeluntersuchung hat fiir beide Sub-
strattypen ergeben, dass die Bedeckung der Substratoberflache mit einer dichten Polymerschicht
eine Absenkung des Wasser-Kontaktwinkels auf etwa 15° zur Folge hat. Im Vergleich mit dieser
Referenzprobe sind die Kontaktwinkel nach der photochemischen Anbindung des Polymers und
dem angeschlossenen Waschprozess mit etwa 20° leicht erhoht. Dies steht im Einklang mit der
Vermutung, dass das gewiahlte Verfahren der Polymerbeschichtung grundsatzlich funktioniert,
dass jedoch noch keine vollstindige Bedeckung des darunter befindlichen Titandioxids erreicht

werden konnte, so dass auch noch keine vollstandige ,Abdichtung” gewahrleistet werden kann.
Mit dem Farbstoff Methylenblau wurde das Freisetzungsverhalten der elektrodeponierten Be-

schichtungen eingehend untersucht. Es hat sich gezeigt, dass der grofite Teil des Farbstoffs

bereits innerhalb der ersten 24 Stunden aus den unmodifizierten Substraten freigesetzt wird, da
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6 Zusammenfassung und Ausblick

anschlieSend kaum noch Farbstoff in den Uberstandslosungen detektiert werden konnte. Dieser
Verlauf entspricht einem Burst Release. Dabei wurden jeweils saure (pH 5) und neutrale (pH 7.4)
Pufferlosungen als Uberstandslosungen verwendet, die bei den unmodifizierten Substraten keine
Anderung des Freisetzungsprofils bewirkten. Lediglich die freigesetzte Menge des Farbstoffes
war in der sauren Losung um etwa ein Drittel abgesenkt. Im Gegensatz dazu wurden aus den
mit P4VP funktionalisierten Substraten merklich geringere Farbstoffmengen (zwischen einem
Drittel und Viertel der unmodifizierten Probe) detektiert. In diesem Fall jedoch hat sich der
beobachtete Trend umgedreht, sodass in diesem Fall in die saure Losung etwa ein Drittel mehr
Farbstoff freigesetzt wurde. Diese Beobachtung deckt sich mit den vorherigen Ergebnissen von H.
FULLRIEDE mit den P4VP modifizierten Silica-Nanopartikeln, dass das im Neutralen ungeladene
Polymer die Poren (teilweise) bedeckt und die Freisetzung somit verhindert oder in diesem Fall
zumindest verlangsamt wird, und erst nach der Aufladung der Polymerstrange im Sauren das
Porensystem freigegeben wird [[19]. Auch im Sauren ist die freigesetzte Menge kleiner als ohne
die Modifikation, da der Diffusionsweg vermutlich trotz gedffneter Poren langer ist. Allerdings
zeigt dieses Ergebnis eindeutig, dass eine Stimulus-responsive Freisetzung durch das schaltbare
Polymer auch aus nanopordsem Titandioxid moglich ist. Da die Bedeckung der Schicht noch
nicht vollstandig ist, was sich bereits zuvor in den Zetal-Potentialmessungen gezeigt hatte, ist
auch bei pH 7.4 ein geringer Farbstoffanteil im Uberstand detektierbar.

Anschlielend wurden ebenfalls erste Freisetzungsstudien mit dem Wirkstoftf Chlorhexidin durch-
gefiihrt, der in der Zahnmedizin als Goldstandard fiir Behandlungen von Entziindungen im
Mundraum gilt. Zundchst wurde eine Methode entwickelt, um den Wirkstoff einwandfrei quanti-
fizieren zu konnen. Dazu wurde eine speziell entwickelte Freisetzungszelle verwendet, in der aus
sechs Substraten gleichzeitig Wirkstoff in die gleiche Uberstandslsung freigesetzt werden konn-
te, wodurch die Wirkstoffkonzentration merklich erh6ht und die Nachweisgrenze hinreichend
uberschritten wurde. Es wurden un-, Amino- und Sulfonat-modifizierte Substrate untersucht
und verglichen. Die Freisetzung in Reinstwasser zeigte, dass bei den unmodifizierten und Amino-
modifizierten Beschichtungen wiederum ein Burst Release auftritt. In diesem Fall konnte jedoch
die freigesetzte Menge nach 144 Stunden durch die Aminogruppen um ein Drittel erhoht werden.
Fiir die Sulfonat-modifizierten Substrate konnte dahingegen eine Kinetik 1. Ordnung festgestellt
werden; auch durch diese Modifikation wird die gesamt freigesetzte Menge des Wirkstoffes nach
144 Stunden um fast die Hélfte erhoht. Mit den anodisch eloxierten Substraten wurden ebenfalls
erste Freisetzungsstudien durchgefiihrt. Die unmodifizierten Substrate zeigten beide einen sehr
ausgepragten Burst Release und im Vergleich mit den unmodifizierten EDPTO-Beschichtungen
liegt die freigesetzte Menge nur bei etwa zwei Drittel (etwas hoher fiir die Nanoréhren), weshalb
beziiglich der Freisetzung die EDPTO-Beschichtungen das bessere Ergebnis geliefert haben.
Dies ist womoglich auf ein grofleres Porenvolumen zuriickzufithren, was sich aus den Krypton-

Physisorptionsmessungen vermuten lasst.
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Gemeinsam mit HENNING HARTWIG von der AG Stiesch (Klinik fiir Zahnérztliche Prothetik und
Biomedizinische Werkstoffkunde der MHH) wurden innerhalb der Arbeit die ersten Untersuchun-
gen zur Zytokompatibilitat der elektrodeponierten und eloxierten (Variante 1) Beschichtungen
an Humanen Gingiva-Fibroblasten durchgefiihrt. Die angefertigten LDH-Assays zeigten fiir alle
untersuchten Titansubstrate mit kathodisch elektrodeponierter nanopordser Beschichtung hohe
Zellvitalitaten (80 % - 95 %). Die unterschiedlichen Modifizierungen hatten kaum einen Einfluss
auf die Zellen. Im CTB-Assay hingegen waren die Zellvitalititen gegeniiber der Positivkontrolle
merklich verringert (45 %), allerdings ist dieser Umstand vermutlich der schlechteren Adhéasion
der Zellen auf den Titansubstraten geschuldet. Ein Vergleich mit dem biokompatiblen Reintitan,
das bei etwa 40 % der PK liegt, zeigt keine Abnahme der Zellvitalititen. Somit wird zunéchst eine
moderate Biokompatibilitat der elektrodeponierten Beschichtungen angenommen; allerdings
fithren die Modifizierungen mit APPA (20 %) und MPTMS (25 %) zu einer weiteren Verringerung
der Zellvitalitdten, was eine Verschlechterung der Biokompatibilitét indiziert. Die untersuchten
Legierungen, die mithilfe des anodischen Eloxierens mit nanopordsen Beschichtungen ausge-
stattet wurden, zeigen im LDH-Assay ebenfalls hohe Zellvitalitaten. Die Modifizierungen mit
APPA (40 %), MPTMS (50 %), BPPA (48 %) und P4VP (50 %) haben nach 24 Stunden zu geringeren
Zellvitalitaten gefithrt. Nach 72 Stunden scheinen sich die Zellen aber anzupassen, da die Zellvi-
talititen wieder deutlich erhoht sind (alle etwa 90 %). Auch fur die untersuchten Substrate mit
den eloxierten Titandioxidbeschichtungen wurden die Ergebnisse im CTB-Assay mit der blanken
Legierung verglichen, da auch hier von einer geringeren Adhéasion der Zellen ausgegangen wur-
de. Unter diesem Aspekt weisen diese Substrate ebenfalls eine gute Biokompatibilitit gegentiber
Fibroblasten auf (Zellvitalitdten bei allen Substraten nach 72 Stunden 40 % - 50 %). Insbesondere
in Hinblick auf die Tatsache, dass bei der Synthese Fluoridionen verwendet wurden, ist dies ein
vielversprechendes Ergebnis.

Des Weiteren wurde in Zusammenarbeit mit KATHARINA DoLL von der AG Stiesch (Klinik fiir
Zahnérztliche Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde der MHH) mit den kathodisch
elektrodeponierten Substraten eine in vitro-Untersuchung mit dem Bakterium S. oralis durchge-
fihrt, um die antibakterielle Wirksamkeit zu analysieren. Hierbei hat sich gezeigt, dass durch
die nanopordse Beschichtung zunéchst die initiale Adhasion der Bakterien begiinstigt und dass
die Amino- und Sulfonat-Modifizierungen darauf kaum einen Einfluss haben. Die Einlagerung
des Wirkstoffs CHX wirkt sich auf die initiale Adh4sion nach 5 Stunden nur in geringem Mafle
aus, sodass auch bei der Anwesenheit von CHX kaum verdnderte Bakterienmengen adhérierten.
Die anschlieflende Untersuchung des nach 24 Stunden gebildeten bakteriellen Biofilms hingegen
zeigt, dass zwischen den Substraten aus blankem Titan, unmodifiziertem und Amino- sowie
Sulfonat-modifiziertem EDPTO kaum ein Unterschied in der Bakterienmenge und der Dichte des
Films auszumachen ist. Dem gegeniiber hat die Befiillung der Poren mit CHX jedoch einen deut-

lichen Effekt. Bei den unmodifizierten Substraten ist die Bakterienmenge des Biofilms aufgrund
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des eingelagerten CHX nur halb so grof3, wie in jenem Fall, in dem kein kein Wirkstoff zugegen
ist. Bei den modifizierten Oberflaichen wurde nur ein Viertel der Bakterienmenge im Biofilm
ermittelt. Es ist demnach davon auszugehen, dass beide Modifikationen einen zuséatzlichen
antibakteriellen Effekt aufweisen.

In der Gesamtschau hat sich innerhalb dieser Arbeit herausgestellt, dass die elektrochemisch
deponierten Beschichtungen sich aufgrund ihrer Degradationsgeschwindigkeit nicht eignen, um
in der Zukunft als Implantatmaterial in Betracht gezogen zu werden, das iiber ldngere Zeit einen
Wirkstoff speichern kann. Mit den elektrochemisch eloxierten Substraten konnte jedoch eine
Alternative aufgezeigt werden, die bislang zu sehr vielversprechenden Ergebnissen beziiglich der
Stabilitat und Modifizierbarkeit der Beschichtungen gefiihrt hat. Fiir die zukiinftigen Arbeiten im
Teilprojekt B 05 ,,Autonome Sequentielle Freisetzungssysteme” im TRR298 ,SIIRI® (Sicherheits-
integrierte und Infektionsreaktive Implantate) werden diese Beschichtungen weiterentwickelt
und auf Reintitan iibertragen werden, da dieses im Gegensatz zu der hier betrachteten Ti6Al4V-
Legierung fiir Zahnimplantate verwendet wird. Erste Vorarbeiten dazu haben bereits in der
Bachelorarbeit von MERLE WELLMANN stattgefunden [284]]. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dass die Freisetzungsmenge und -kinetik des Wirkstoffes Chlorhexidin aus den elektrodeponier-
ten Beschichtungen durch die Modifikationen mit APPA und MPTMS beeinflusst werden kann.
In den weiterfithrenden Arbeiten sollte dies auch mit den eloxierten Substraten getestet werden.
Die Anbindung des P4VPs hat dazu gefiihrt, dass die freigesetzte Menge in einer sauren Losung
hoher ist als in einer neutralen, was zunéachst den erwiinschten Trend anzeigt. Bislang war es
allerdings noch nicht moglich, die Polymerschicht deckend auf die Oberflache aufzubringen,
sodass das Porensystem vollstindig verschlossen wird. Hierzu sollte in den nachsten Experi-
menten die Menge des angebundenen Linkers quantifiziert werden, um zu tiberpriifen, ob das
Polymer geniigend Ankerpunkte zu Verfiigung hat. Auflerdem ist es von grofler Bedeutung, den
Zusammenhang zwischen der mittleren Molmasse des Polymers und dem Bedeckungsgrad zu
ermitteln, um fiir die zukiinftigen Modifikationen die optimale Polymerkettenldnge einsetzen zu
konnen. Beziiglich der Zytokompatibilitat konnten fiir die mit Fluorid behandelten, eloxierten
Substrate erste erfolgsversprechende Ergebnisse erzielt werden, allerdings sollte fiir die Zukunft
eine Moglichkeit erarbeitet werden, die Zelladhésion zu verbessern, damit die Zellvitalitdten
auch im Vergleich mit der Positivkontrolle gute Werte liefern. Die durchgefithrten Bakterientests
zeigten, dass unabhingig von der zunéchst adharierten Bakterienmenge ein dichter Biofilm
wachst, sofern kein auflerer ,Storfaktor”, wie freigesetztes CHX, die Bakterien in ihrer Prolifera-
tion einschrankt. Durch die durchgefiihrten Oberflaichenmodifikationen konnte der Effekt des
CHX sogar verstarkt werden. Hier wire eine Untersuchung interessant, die die Wirkung von
aus dem Substrat freigesetztem CHX mit jener von CHX in Losung vergleicht. Von unterhalb des
Biofilms direkt in diesen hinein freigegebenes Antiinfektivum sollte eine wesentliche starkere

Wirkung haben Weiterhin sollte auch die Biofilmbildung auf der Polymerbeschichtung getestet
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werden, um zu tiberpriifen, ob der Effekt des CHX durch das Polymer ebenfalls beeinflusst wird.
Auflerdem ist die Kombination der Polymerbeschichtung mit der zusatzlichen Amino- oder
Sulfonat-Modifikation der Titandioxidoberflache ein interessanter Ansatz, um den Stimulus-

responsiven Effekt des Polymers mit der erh6hten Wirkstoffmenge zu verbinden.

Innerhalb dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche nanoporése Titandioxidbeschichtungen
synthetisiert und charakterisiert, von denen sich das anodisch eloxierte Material als verfolgens-
wert herausgestellt hat. Es konnte gezeigt werden, dass durch eingebrachte funktionelle Gruppen
das Freisetzungsverhalten des Wirkstoffes Chlorhexidin mafigeblich beeinflusst wird, was unter
anderem in einer verstarkten antibakteriellen Wirkung gegen das Bakterium S. oralis resultiert.
Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die photochemische Reaktion mit Benzophenongruppen
die kovalente Anbindung eines schaltbaren Polymers prinzipiell zulédsst, wodurch eine Steuerung
der Freisetzung durch die Absenkung des dufieren pH-Wertes ermoglicht wird. AbschlieBend
wurde demonstriert, dass die durchgefithrten Modifizierungen nur in geringem Mafle eine
Verminderung der Zellvitalitaten fiir humane Gingiva-Fibroblasten bedeutet, was zunachst auf
eine moderate Biokompatibilitdt hindeutet. Somit liefern die hier erzielten Erkenntnisse solide
Vorarbeiten fiir das anlaufende Projekt im CRC/TRR 298 SIIRI. Insbesondere konnten klare
Maf3gaben fiir die Materialauswahl entwickelt sowie synthetische und analytische Prozesse

eingefithrt und optimiert werden, die sich als niitzlich erweisen werden.
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8 Anhang

8.1 Chemikalienverzeichnis

Chemikalie Reinheit Hersteller
1,3-Dibrompropan 98% Alfa Aesar
2-Carboxyethylphosphonséure 98 % Sigma Aldrich
3-Aminopropylphosphonsdure 98 % Sigma Aldrich
(3-Mercaptopropyl)trimethoxysilan 95% Sigma Aldrich
3-Phosphonopropionsiure 98 % Sigma Aldrich
Aceton 100% VWR Chemicals
Acetonitril 99.9% Sigma Aldrich
Ammoniumdihydrogenphosphat 299 % Arcos Organics
Ammoniumfluorid 99.99% Sigma Aldrich
Argon 5.3 Linde
Bromtrimethylsilan 98 % Acros Organics
Chlorhexidin-Digluconat (Dynexidin Forte) 0.2% Kreussler Pharma
Ciprofloxacin 98 % Sigma Aldrich
Dichlormethan 299% Honeywell
Diethyl-3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10- - aber
heptadecylfluorodecylphosphonat
Diethylether 299% Sigma Aldrich
Ethanol 99% Merck
Hydroxybenzophenon >98% Acros Organics
Isopropanol 100% VWR
Kaliumchlorid 299 % Sigma Aldrich
Kaliumcarbonat 99.99 % Sigma Aldrich
Methanol 99.8% Merck
Methylenblau 97% Sigma Aldrich
Natriumhydroxid >99% Merck
Natriumnitrat 99% Sigma Aldrich
Natriumsulfat 299 % Sigma Aldrich
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228

Chemikalie Reinheit Hersteller
Phenylphosphonséure 98 % Sigma Aldrich
Phosphorsaure 85wt% Sigma Aldrich
Pluronic® F 127 - Sigma Aldrich
Poly-(4-vinylpyridin) My =60000 - Sigma Aldrich
polykristalline Diamantlosung - Biihler
Reinstwasser - Merck Millipore
Salpetersaure 70 % Sigma Aldrich
Silicasuspension — Biihler
Tetrahydrofuran 99.9% Sigma Aldrich
Titantrichlorid 12% Sigma Aldrich
Titanfolie 99.7% Sigma Aldrich
Titanlegierung (Ti6Al4V) - Goodfellow
Triethylphosphit 98 % Sigma Aldrich
Wasserstoffperoxid 60% Merck




8.2 Nachtrag Experimenteller Teil

8.2 Nachtrag Experimenteller Teil

Tab. 8.1: Molare Zusammensetzung der Elektrolytlosung fiir die Elektrodeposition

Substanz Menge
HCl 92 mM
TiCl; 27 mM
NaNO4 100 mM

Pluronic® F127 4mM

Tab. 8.2: Auflistung der unterschiedlichen Abmessungen der Titansubstrate mit elektrodepo-
nierten, nanoporosen Titandioxidbeschichtungen sowie einer Zuordnung zu ihrer
jeweiligen Verwendung.

Abmessungen  zu beschichtende Fliche Verwendung

15mm-15mm einseitig Kontaktwinkel,
Methodenentwicklung

0.8mm-1.5mm doppelseitig Freisetzungen,
Methodenentwicklung

1 mm-2 mm doppelseitig Zeta-Potential
Bestimmung

1 mm-1mm doppelseitig Zellkultur,
Bakterienkultur
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8.3 Nachtrag zu Ergebnisse und Diskussion

8.3.1 Berechnungen von Elementkonzentrationsverhaltnissen

In den nachfolgenden Tabellen sind die jeweils verwendeten Peakflachen sowie Sensitivitéts-
faktoren aufgelistet, mit denen die Elementkonzentrationsverhaltnisse ausgewahlter Elemente
verschiedener Proben berechnet wurden. Es wurden die Gleichungen (2) und (3) verwendet,

sodass sich

ny S
n;

Tab. 8.3: Verwendete Daten fiir die Berechnung des Elementkonzentrationsverhaltnisses von
Sauerstoff und Titan in EDPTO.

Titan  Sauerstoff

Peakflache (Peak 1) 472.53 543.68
Peakfldache (Peak 2) 478.22 545.28
Peakflache (Summe) 950.75 1088.96
Sensitivitatsfaktor [215] 1.1 0.63

: 864.32 1728.51
Verhiltnis 1 2

Tab. 8.4: Verwendete Daten fiir die Berechnung des Elementkonzentrationsverhéltnisses von
Sauerstoff und Titan in der eloxierten Titandioxidschicht auf Ti6Al4V.

Titan  Sauerstofl

Peakfldache (Peak 1) 4829.7 7409.7
Peakfliache (Peak 2) 2311.1 1556.2
Peakflache (Summe) 7140.8 8965.9
Sensitivitatsfaktor [215] 1.1 0.63

L 6491.6 14231.6
Verhiltnis 1 2.2
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Tab. 8.5: Verwendete Intensitdten (Peakflache) fiir die Berechnung des Elementkonzentrations-
verhaltnisses von Titan, Phosphor und Stickstoff der mit APPA modifizierten EDPTO-
Beschichtungen nach der Lagerung bei unterschiedlichen Bedingungen. Mithilfe der
Sensitivitatsfaktoren (Sr; = 1.1, Sp = 0.25 und Sy = 0.38 [215]]) und den Gleichungen (25)
und (26) wurde auf die Elementkonzentrationsverhaltnisse zwischen P/ Tiund P / N
geschlossen.

Bedingungen Titan Phosphor Stickstoff Verhéltnis P/ Ti Verhéltnis P /N
20°C

dunkel 15491 457 256 (13.0 + 2.6) - 102 2.7+ 0.5
Luft

20°C

hell 9586 148 155 (6.8+1.4)-102 1.5+0.3
Luft

20°C

dunkel 10223 110 122 (47 +1.0)-10% 1.4+03
H,0

20°C

hell 10081 97 124 (4.2 +0.8)-1072 1.2+£0.2
H,0

20°C

dunkel 12081 120 169 (44+09)-102% 1.1+0.2
pH4

37°C

dunkel 9497 82 143 (3.8+0.8)-1072  0.9+0.2
H,0

37°C

dunkel 9824 77 194 (35+0.7)-1072 0.6 +0.1
pH4

45°C

dunkel 10637 88 98 (3.7+0.7)-10* 1.4+03
H,0

45°C

dunkel 12044 98 151 (3.6 +0.7)-10% 1.0 +0.2
pH4

20°C

dunkel 12029 22 78 (0.8+0.1)-1072 0.4 +0.1
pH 10
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Tab. 8.6: Verwendete Intensitdten (Peakflache) fiir die Berechnung des Elementkonzentrations-
verhiltnisses von Titan, Phosphor und Fluor der mit FDPA modifizierten EDPTO-
Beschichtungen nach der Lagerung bei unterschiedlichen Bedingungen. Mithilfe der
Sensitivitatsfaktoren (St = 1.1, Sp=0.25 und Sp=1 [215]) und den Gleichungen (25)
und (26) wurde auf die Elementkonzentrationsverhéltnisse zwischen P / Tiund F / P
geschlossen.

Bedingungen Titan Phosphor Fluor VerhaltnisP/Ti VerhaltnisF/P
20°C

dunkel 8605 48 3787 (2.0+0.4)-10% 19.8+4.0
Luft

20°C

uv 8609 68 4461 (2.9+0.6)-107% 16.4+3.3
Luft

37°C

dunkel 5060 48 2458 (3.5+0.7)-107% 12.7+25
MES

37°C

dunkel 7889 60 2751 (2.8+0.6)-10% 115+23
MOPS

20°C

dunkel 9125 44 3417 (1.8+0.4)-102 19.4+3.9
pH4

20°C

dunkel 10429 24 764  (0.8+0.2)-102 8.0<16
pH 10

78°C

dunkel 5304 44 2706 (3.0 +0.6)-107% 153 +3.1
EtOH

20°C

dunkel 9608 98 5601 (3.7+0.7)-107% 143 +29
THF
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8.3.2 Cyclovoltagramme
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Abb. 8.1: Cyclovoltagramm einer Elektrodeposition mit fiinf Abscheidezyklen mit einer Potenti-
alreichweite von 0 V und -2.6 V mit einer Scanrate von 0.1 V-s~!.
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Abb. 8.2: Cyclovoltagramm einer Elektrodeposition mit sieben Abscheidezyklen mit einer Po-
tentialreichweite von 0V und -2.6 V mit einer Scanrate von 0.1 V-s™.
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0+
-5
<
E — 1. Zyklus
2 -10 — 2. Zyklus
© —— 3. Zyklus
b7} —— 4. Zyklus
5 .5 5. Zyklus
0 6. Zyklus
7. Zyklus
8. Zyklus
-20 9. Zyklus
10. Zyklus
T T T T T T T T T T 1
-2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0

Spannung /V

Abb. 8.3: Cyclovoltagramm einer Elektrodeposition mit zehn Abscheidezyklen mit einer Potenti-
alreichweite von 0V und -2.6 V mit einer Scanrate von 0.1 V-s™’.

8.3.3 Sorptionsisothermen
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Abb. 8.4: Krypton Physisorptionsmessung des EDPTOs mit zwei Abscheidezyklen und doppel-
seitiger Beschichtung (EDPTO-0815).
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Abb. 8.5: Isothermen der Krypton Physisorptionmessungen der einseitigen EDPTO-
Beschichtungen mit fiinf, sieben und zehn Abscheidezyklen sowie EDPTO-Substrate
mit zwei Abscheidezyklen und anschlieSender Auslagerung in Reinstwasser fiir drei,

zehn und zwanzig Tage.
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Abb. 8.6: Isothermen der Krypton Physisorptionmessungen des EDPTO-0815 nach Auslagerung
in unterschiedlich konzentrierter, wassriger Wasserstoffperoxidlosung fiir verschiedene

Zeitspannen.
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Abb. 8.7: Isothermen der Krypton Physisorptionmessungen des EDPTO-0815 nachdem die Sub-
strate unterschiedlichen Synthesebedingungen ausgesetzt wurden.

Tab. 8.7: Aus Krypton-Sorption ermittelte BET-Oberflaichen und Porenvolumina sowie aus REM-
Aufnahmen der Probenquerschnitte bestimmte Schichtdicken nanopordser EDPTO-
Beschichtungen mit unterschiedlicher Abscheidezyklenzahl.

Zyklenzahl BET /cm?cm™ Porenvolumen / nL-cm™  Schichtdicke / um
2 50 7.0 0.454 + 0.01
5 90 13.5 1.350 + 0.03
7 160 19.8 1.870 £ 0.07
10 190 23.9 2.780 + 0.18

237



8 Anhang

8.3.4 Kontaktwinkelmessungen

Tab. 8.8: Werte der gemessenen Kontaktwinkel und deren die Mittelwerte, die in Abbildung

graphisch dargestellt sind.

Substrat Kontaktwinkel /©  Mittelwert

EDPTO 13.8,11.4,123,109 13°+2°
14.2,15.9, 11.3, 14.4

APPA 3.6,3.8,4.1,5.0 4°+1
4.2,5.6,3.3,4.8

CPPA 7.6,6.1,7.8,7.5 7°x1
6.2,9.1, 8.3, 8.7

PPA 41.2,43.0,34.6,45.7 41° %3

37.6, 44.3, 39.1, 46,3

Tab. 8.9: Werte der gemessenen Kontaktwinkel und deren die Mittelwerte, die in Abbildung
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graphisch dargestellt sind.

Substrat

Kontaktwinkel / °

Mittelwert

MPTMS

37.8, 40.2, 38.6, 39.2
40.7, 38.8, 40.6, 40.5

40°+1°

3%1h

29.4,19.7, 16.6, 20.6
17.0, 9.3, 5.0, 22.1

17°+7°

3%3h

23.4,17.4, 22.4, 20.0
19.2, 18.0, 18.1, 23.8

200+ 2°

3%24h

16.9,17.2, 5.0, 11.3
8.2,16.8,20.1,15.3

14°+5°

30% 1h

13.1, 7.0, 21.6, 22.0
19.5, 17.4, 20.8, 20.2

17°+5°

30%3h

16.5,10.8, 13.4, 15.4
22.3,13.8,13.8, 12.2

15°+3°

30% 24h

11.1, 9.6, 16.1, 19.3
11.4, 14.9,10.1, 13.0

13°+3°
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Tab. 8.10: Werte der gemessenen Kontaktwinkel und deren die Mittelwerte, die in Abbildung
graphisch dargestellt sind.

Substrat Kontaktwinkel / Mittelwert

BPPA 72.0,72.5,76.8,657 70" +4°
65.8, 74.7, 65.8, 66.5

P4VP 11.1,13.8,14.6,129 12" +1°

10.6, 12.5, 13.7, 10.3

P4VP (belichtet) 16.1, 14.5,14.1,15.6 15" +1°
12.5,17.4,15.4, 16.4

P4VP (gewaschen) 60.3,70.7,68.4,73.1 69° +3°
71.4,71.5, 68.5, 69.3

Tab. 8.11: Werte der gemessenen Kontaktwinkel und deren die Mittelwerte, die in Abbildung
graphisch dargestellt sind.

Substrat Kontaktwinkel /©  Mittelwert

pvC 73.2,76.6,75.7,67.2 74° +£3°
77.0, 69.7, 74.2, 78.2

PVC (belichtet) 75.4,76.2,69.9,70.9 72° +4°
72.0, 73.4, 75.5, 64.2

PVC (gewaschen) 68.5,71.7,63.9,72.8 69°+3°
69.0, 72.6, 70.2, 65.6

PMMA 65.2, 64.0,65.5,620 65°+1°

61.9, 67.1, 65.5, 65.7

PMMA (belichtet) 59.7, 654, 62.7,61.2 63° +4°
58.6, 61.5, 61.4,73.4

PMMA (gewaschen)  72.5,70.1, 68.8,60.0 69° +2°
71.4, 69.6, 69.0, 72.5

pHEMA 358,404, 378,404 39°+1°
38.1, 40.7, 39.4, 39.3

pHEMA (belichtet) 41.3, 48.3,53.0,45.3 48" +4°
53.8, 52.7, 48.0, 44.7

pHEMA (gewaschen) 67.6, 71.5, 69.6, 65.8 68° +3°
56.9, 71.1, 67.7, 70.6

239



8 Anhang

Tab. 8.12: Werte der gemessenen Kontaktwinkel und deren die Mittelwerte, die in Abbildung
graphisch dargestellt sind.

Substrat Kontaktwinkel / ° Mittelwert

Ti6Al4V(unpoliert) 33.2,24.6,31.8,39.1 34° +£8°
27.0,35.5,51.1,33.4

Ti6 Al4V (poliert) 71.5,69.9, 804,753 72° +£4°
72.3,72.2, 68.1, 65.5

eloxiert 54.1,61.1,52.5,54.4 59°+4°
60.6, 64.0, 62.0, 59.7

APPA 46.2, 35.6,36.0,32.0 39°+5°
40.9, 35.0,43.6,41.4

MPTMS 38.3,42.9,32.4,375 37°+5°
41.2,39.3, 32.4, 32.5

BPPA 74.1,72.6,64.9,73.1 71°+4°

74.4, 65.1, 67.8, 71.8

Tab. 8.13: Werte der gemessenen Kontaktwinkel und deren die Mittelwerte, die in Abbildung
graphisch dargestellt sind.

Substrat Kontaktwinkel /©  Mittelwert

pHEMA 37.6,37.8,37.2,37.0 37°+3°
39.5, 33.5, 32.4, 40.3

pHEMA (belichtet) 60.9, 62.4,53.7,57.3 59° +3°
57.4, 57.2, 63.8, 59.9

pHEMA (gewaschen) 69.3,71.2,71.2,70.9 69°+2°
70.9, 66.2, 68.3, 65.7

P4vP 13.2,17.0, 16.5,12.0 15° +2°
14.3,17.3, 13.6, 12.4
P4VP (belichtet) 17.4,22.3,15.7,20.3 19° +2°

21.0, 18.6, 17.1, 23.0
P4VP (gewaschen) 65.3,68.1,73.4,72.0 69° +3°
69.4, 63.2, 71.8, 68.9
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8.3.5 Zeta-Potentialmessungen
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Abb. 8.8: Strom-Druck-Kurven der Zeta-Potentialmessungen der verschieden modifizierten
EDPTO-Substrate.
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8.3.6 Freisetzungsstudien

Tab. 8.14: Bestimmte Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen des Farbstoffes Methylen-
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blau am verwendeten Spark Multimode Microplate Reader der Firma TECAN und des
Wirkstoffes Chlorhexidin am gleichen Gerat sowie der verwendeten HPLC der Firma
AGILENT.

Methylenblau  Chlorhexidin

Tecan Tecan Agilent

Nachweisgrenze 48nmol-L!'  036pug-g' 046pug-g
Bestimmungsgrenze 14.2nmol-L' 085ug-g' 143pug-g*
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