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1 Einleitung

1 Einleitung

In vielen Bereichen der Medizin dienen Implantate zur Wiederherstellung
anatomischer Strukturen und physiologischer Situationen im menschlichen
Koérper. Ziel ist es, Organe oder Gewebe allgemein zu unterstiitzen, verloren
gegangenes Gewebe zu rekonstruieren und es so zu gestalten, dass es
moglichst zu einer ,restitutio ad integrum®, einer narbenfreien Heilung kommen
kann. Aufgrund der unterschiedlichen Indikationen liegen Implantate in
verschiedensten Materialien und Systemen vor. Unterschieden werden
beispielsweise koérpereigene, resorbierbare, polymere, keramische und
metallische  Implantate. Letztere dienen meist der Verankerung
(Zahnimplantate), beziehungsweise der interfragmentéren Fixierung [1, 2], dem
Offenhalten von GefaBen (Stents) oder dem Ersatz verloren gegangener
Knochensubstanz. MaBgeblichen Faktoren bei der Implantatentwicklung sind
die mechanischen und chemischen Eigenschaften, bei primar sichtbaren
Versorgungen aber auch die &sthetischen Aspekte [3, 4]. Viele Materialien
erwiesen sich als unvorteilhaft und sind heute obsolet. Zum Teil sind auch
etablierte Werkstoffe und Systeme kompromissbehaftet und veranlassen zu
neuen Optimierungsversuchen. Die positiven Eigenschaften der Werkstoffe, wie
z.B. die Korrosionsbestandigkeit von hochgoldhaltigen Legierungen, Kobalt-
Chrom-Legierungen und Titan und die mechanische Festigkeit von Eisen oder
Nickel [5], sind nicht uneingeschréankt kombinierbar. Stahl wird mit steigendem
Kohlenstoffanteil fester, aber auch sprdder. Als wegweisende Neuerungen sind
die Einfihrung der Co-Cr-Legierungen und die medizinische Nutzung von Titan
im 20. Jahrhundert zu betrachten [6, 7]. Steigende Anforderungen an
Implantatsysteme, wie Sofortversorgung und Sofortbelastung stellen maximale
Anforderungen an Makro- und Mikrodesign der Implantate [8]. Zu
Untersuchungen kénnen alle bedeutsamen Implantatwerkstoffe herangezogen
und verschiedene Verfahren der Oberflachengestaltung genutzt werden.
Proben kénnen mechanisch (Sandstrahlung) oder chemisch (Atzen) angeraut,
durch PVD-Beschichtung (physical vapour deposition) mit anderen Materialien
bedeckt, mit funktionellen Liganden (Kollagen, BMP) oder chemischen
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Substanzen (Fluorid, Calciumphosphat) beschichtet werden [9, 10, 11, 12, 13,
14]. Junker et al. konnten durch Beschichtung mit Calciumphosphat jedoch
keine grundsétzliche Verbesserung der Osseointegration gegenlber lediglich
angerauten dentalen Implantaten feststellen. Der Einsatz von BMP-2 kann
durch Aktivierung der Osteoklasten einer Integration sogar entgegenwirken [15].
Der Einfluss der Rauhigkeit von Implantatoberflachen wird in vielen Studien
untersucht. Eine gewisse Rauhigkeit scheint forderlich fir den Prozess der
Osseokonduktivitat zu sein. Durch jene vergréBert sich die Oberflache und die
Adsorptionskapazitat fir das Adhasionsprotein Fibrinogen [16]. Unabhé&ngig
davon, sind die geometrischen Aspekte eines Proteins ein wichtiger Faktor bei
der Adsorption. Je nach verfligbarer Flache kann es zu unterschiedlicher
Anlagerung von Proteinen kommen. Bei eingeschrédnktem Platzangebot, wird
ein Protein lediglich eine platzsparende Anlagerung erreichen. Ist eine
Oberflache unbeladen, hat ein Protein prinzipiell die Mdglichkeit sich flachig
anzulagern, es kann zu strukturellen Verdnderungen kommen. Wie zuvor
erwahnt spielt auch die Gestaltung der Bindungsstellen eine Rolle, es kann
beispielsweise zu einer Selektion (Kanal-Proteine) oder zu einer verstarkten
Affinitét durch Liganden kommen.

Proteinadsorption ist einer der ersten Vorgange der stattfindet wenn ein
Implantat mit Blutserum oder Gewebsflissigkeit in Kontakt kommt und ist
maBgeblich fir die Biokompatibilitdt eines Werkstoffs verantwortlich [17].
Untersuchungen zeigten, dass Oberflachenmodifikationen die Fibrinadsorption
und Thrombozytenaktivierung verandern [18, 19, 20, 21]. So ist es denkbar,
hierdurch die Sekundarstabilitdt (bzw. Osseointegration) eines Implantats zu
beeinflussen. Durch die Attraktivierung von Glykoproteinen (z.B. Zytokinen) und
Zellen (Thrombozyten, Granulozyten) kbénnte die erste Phase der
Implantateinheilung, die sterile Entziindung, geférdert werden. Die Adsorption
von Blutkomponenten (z.B. Fibrinogen) und Zellproteinen wie Selektin und
Integrin vermittelt erst die Adhasion von Thrombozyten [22, 23, 24, 25]. Durch,
von den Thrombozyten sezernierte, Wachstumsfaktoren wandern spéater

osteogene Zellen an die Implantatoberflache.
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Das gezielte Aufbringen von topographischen Nanostrukturen modifiziert die
elektrischen Feldstarken in der elektrolytischen Kérperflissigkeit nahe der
Implantatoberflache und beeinflusst somit die Proteinadsorption. Medizinischer
Stahl eignet sich fir diese Untersuchung besonders, da er an der Oberflache
eine héhere Ladungstragerdichte, als z.B. Titanwerkstoffe besitzt. An letzteren
bildet sich rasch eine TiO.-Halbleiterpassivierungschicht, eine derartige Schicht
wird im Stahl durch Fe.Os; viel langsamer ausgebildet. Die Anzahl der
ladungstragenden Teilchen pro Volumen hat einen maBgeblichen Einfluss auf
das Oberflachenpotenzial, somit ist unter Anwendung stéhlerner Proben ein

gréBerer Effekt zu erwarten.

In dieser Untersuchung sollen die Wirkungen verschiedener Atztechniken [9] fiir
medizinischen Implantatstahl 316 LVM (1.4441) im Hinblick auf die
Oberflachentopographie und deren biologisches Verhalten in vitro verglichen
werden. Folgende vereinfachte Beschreibung moége als Gedankenmodell
dienen. Elektronen sind die Ladungstrager im Metall, sie befinden sich in einem
,<quasifreien“ Zustand, was bedeutet, dass ein Elekiron einen metallischen
Gegenstand zwar nicht ohne weiteres verlassen, sich aber innerhalb seiner
Gitterstruktur bewegen kann. Dadurch kann elektrische Ladung transportiert
werden [26]. Die meisten Metallatome sind starke Elektronendonatoren, doch
im Durchschnitt gleichen sich alle elektrischen Ladungen aus, wenn kein
elektrisches Feld existiert, diese Metalle werden dann als passiv bezeichnet. Ob
ein Metall sich aktiv oder passiv verhalt, hangt von verschiedenen Faktoren, wie
dem Potential des Metalls, der Zusammensetzung und Konzentration des
wirkenden Elektrolyten, der Temperatur und der (anodischen) Stromdichte ab
[27]. Die Auswertung der Experimente erfolgte mittels
Rasterelektronenmikroskop, = Rasterkraftmikroskop,  einem  biologischen
Versuchsteil und Fluoreszenzmikroskopie. Zur Visualisierung von Zellproteinen
wurden Antikérper gegen Vinkulin und Tubulin verwendet. Vinkulin ist an der
Ausbildung von Adhéasionskontakten beteiligt. Der Kontakt findet zwischen
Zellen und Extrazellularmatrix statt. Vinkulin gehért zu den Plaque-Proteinen,

welche die Verankerung des Zytoskeletts an der Innenseite der
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Plasmamembran vermitteln. Tubulin ist an der Ausbildung des Zytoskeletts
beteiligt. Konkret liegt Tubulin in Mikrotubuli, Zentrosomen und Kinozilien vor.
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2.1 Biokompatibilitat

Neben den mechanischen Eigenschaften spielen mdgliche Wechselwirkungen
der Implantate mit dem umgebenden Gewebe eine auBerordentlich wichtige
Rolle, welche man mit dem Begriff Biokompatibilitdt bezeichnet (griechisch:
bios = Leben; Kompatibilitdt = Vereinbarkeit). Metalle und Metallverbindungen
kébnnen in geldster Form chemisch-toxische Wirkungen haben und z.B.
Allergien  hervorrufen.  Die  Freisetzung von  Metallpartikeln  kann
Bindegewebsproliferation und Fremdkdérperreaktionen hervorrufen [28]. Auf
elementarer Ebene bezeichnet man diese Partikelfreisetzung als Korrosion. Sie
ist abhangig vom pH-Wert des umgebenden Milieus, dem Sauerstoffangebot
und natirlich von der Beschaffenheit des Metalls. In anaerober, mikrobieller
Entziindungssituation verliert beispielsweise der bewahrte Implantatwerkstoff
Titan seine Fahigkeit zur Selbstpassivierung und neigt zur verstarkten
lonenabgabe unter gleichzeitiger Bildung schwarzer suboxidischer
Verbindungen. Bei diesem Vorgang geht Titan als Ti»O3z oder TiO+ in Lésung
und zeichnet sich durch eine Schwarzfarbung der Oberflache aus [29].

Als biokompatibel bezeichnet man Materialien, die entsprechend ihrer
Anwendung keinen negativen, eventuell sogar einen férderlichen Einfluss auf
das sie umgebende Gewebe ausliben. Eine hohe Biokompatibilitat spricht far
eine gute Vertraglichkeit. Diese wird stark von dem Korrosionsverhalten des
jeweiligen Materials, Stabilitat und Integration des Implantats beeinflusst. Durch
eine hohe Korrosionsrate kann es unter Umstanden leichter zur Ausbildung von
Allergien kommen. Jene ist in der initialen Kontakiphase zum Gewebe relativ
hoch und kann durch chemische Vorbehandlung im Labor, zum Beispiel durch
spezielles Abbeizen (pH 0-1) reduziert werden [5,30].
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Die Reaktion des Gewebes auf das Implantat Iasst sich unter anderem
histologisch untersuchen. Man unterscheidet biotolerante und biopassive
Werkstoffe. Zu Ersteren zéhlen Co-Cr-Mo-Verbindungen, bei denen sich eine
starke Bindegewebsschicht zwischen Implantat und Knochen bildet. Bei
Implantation biologisch-passiver Stoffe wie Tantal, Titan oder Aluminiumoxid
kommt es in der Regel zur Ausbildung einer lediglich 30-40 pum breiten
Bindegewebsschicht [5] und damit zu einer gréBeren Sekundérstabilitat. Nur
durch eine physiologische Belastung von Implantat und Knochen kann ein
physiologischer Knochenumbau (remodelling) stattfinden. Ohne,
beziehungsweise bei Vorhandensein einer filigranen Bindegewebsschicht ist
eine direkte Lastlbertragung mdoglich [31]. Die Entstehung jener st
multifaktoriell. Bei einer verminderten Primérstabilitat, beispielsweise durch
Belastung wahrend der Einheilphase, ist die Entstehung einer breiteren
Bindegewebsschicht zu beobachten [32, 33]. In vitro sind Vitalitat,
Differenzierung und Proliferation der Zelltestreihen wichtige Parameter, die zur
Beurteilung der Biokompatibilitdt herangezogen werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde beispielsweise neben der Entwicklung der Zellzahl und
Zellaktivitat, die Ausbildung und Lokalisation zweier Zellproteine beobachtet.

2.2 Oberflachenmodifikation

Da die Implantatoberflache in direktem Kontakt zu dem umgebenden Gewebe,
bzw. Blut-/Serumbestandteilen (Fibrin, Aloumin, Thrombozyten) steht, liegt es
nahe, dass auch ihre topographische Modifikation von Bedeutung ist [34, 8].
Abhangig von der Indikation eines Implantats kann eine schnelle Protein- und
Zellbesiedlung oder eine absolute Isolation zu umgebenden Geweben und
Blutbestandteilen gewinscht sein. Ferner wurden urethrale Katheter, um vor
aufsteigenden Infektionen zu schiitzen, in zahlreichen Experimenten mit Silber
beschichtet [35]. Die Silberbeschichtung verhindert die Adhasion und das
Wachstum sowohl gram-negativer, als auch gram-positiver Bakterien [36].
Cormio et al. stellten fest, dass zum Zwecke einer Infektionsprophylaxe
Oberflachen mit pharmazeutisch wirksamen Bestandteilen, wie Antibiotika
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beschickt werden kénnen [37]. Um die Implantatintegration im Gewebe zu
férdern, gilt es die Proteinadsorption und die Besiedlung mit Zellen zu férdern.
Sowohl die Beschickung mit bestimmten wachstumsférdernden Proteinen, wie
BMP [38, 9], als auch die gezielte Topographieanderung kdénnen dies
beschleunigen. Bauer zeigte in seiner Untersuchung, dass die Biokompatibilitat
von TiO2-Nanoréhrenschichten mit bestimmten Durchmessern im sub-100 nm-
Bereich auf titanbasierten Implantatoberflachen deutlich erhdéht ist [39]. Der
positive Einfluss auf Adhasion, Proliferation, Differenzierung und Migration der
relevanten  Zellen (mesenchymale  Stammzellen, h&amatopoetische
Stammzellen, Osteoblasten, Endothelzellen und Osteoklasten) ist bei einem
Roéhrendurchmesser von 100 nm nicht mehr zu beobachten. Vielmehr zeigt sich
in diesem Bereich die Apoptose der untersuchten Zellen. Baier konnte zeigen,
dass bei gleichem Metall eine unterschiedliche Oberflachenenergie zu einer
unterschiedlichen Gewebeintegration flhrt [40]. Krliger beschaftigte sich mit der
Erhdhung der Benetzbarkeit von Metalloberflachen mittels Plasmabeschichtung
um die Implantateinheilung zu verbessern [41]. Der Einfluss der Rauhigkeit von
Titan- und Stahlproben wird kontrovers diskutiert.

2.3 Materialabrieb

Die Primérstabilitat ist vor allem in beanspruchten Regionen von besonderer
Bedeutung. Durch die mechanische Befestigung eines
Osteosyntheseimplantats und  die Ruhigstellung  der  beteiligten
Knochenfragmente kann eine mdglichst narbenfreie Ausheilung erreicht
werden. Auch die Einheilungsphase wird durch Ruhigstellung des versorgten
Gebietes gunstig beeinflusst. Durch ungenligende Fixierung kann es zu
Fehlstellungen und Ausbildungen von Pseudoarthrosen kommen. Um eine
Winkelstabilitat (bei Wechselbelastungen mit langem Hebelarm) bei Systemen
fir Tibia und Femur beispielsweise zu erlangen wurden Plattensysteme mit
verschiedenen Winkeln untersucht. Hierbei sind auch anfallende
Implantatspane beim Einbringen der Schraube in das Gewinde zu beachten
[42]. Durch sogenanntes ReibschweiBen kommt es zu einem starken Verbund
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bei Titansystemen dieser Art. Nach Implantation von Huft- und
Knietotalendoprothese stellten Mduller-Karow et al. einen Zusammenhang
zwischen Lockerung des Implantats und Abrieb im Prothesen-Knochen
Interface fest [28]. Abhangig von dem verwendeten Material entstehen Metall-,
Polyethylen- und Knochenpartikel welche einen weiteren Abrieb im Gelenkspalt
unterhalten. Es kann zur Entstehung von Granulationsgewebe und
Fremdkdrperreaktionen, infolge dieser zu Knochendefekten, kommen [43]. Bei
der Untersuchung von kinstlichen Hiftgelenken zeigten Manley und Serekian,
dass bei Belastung Biege- oder Torsionskrafte entstehen und es zu einem
erhéhten Abrieb zwischen Huftkopf und Konus kommt [44]. Durch die hohen
punki- oder linienférmigen Belastungsspitzen, die bei einem Impingement oder
einer Luxation der Huftprothese auftreten, kénnen je nach Prothesen-Material
ein erhdhter Polyethylen-Abrieb am Insertrand oder Randbriiche und
Abplatzungen bei keramischen Pfannen auftreten [45].

2.4 Metallische Biomaterialien

In  der medizinischen Industrie werden verschiedene Metalle und
Metallegierungen zur Implantatherstellung genutzt. Sie finden in mannigfaltigen
Indikationen Anwendung, etwa als Osteosyntheseplatten aus Titan oder Stahl,
Stents, Huftgelenksprothesen, Tibiakopfprothesen oder als Cochlea-Implantate.
Je nach Metall und Legierung haben die Werkstoffe stark unterschiedliche
Eigenschaften und Anwendungen. Man unterscheidet grundsétzlich Edel-
Metalle, deren Normalpotential positiv gegenltber der Wasserstoffelektrode ist,
sie sind sehr Kkorrosionsbestandig, und in Nicht-Edel-Metalle. Fir die
elektronische, atomische Struktur und den gr6Bten Teil der physikalischen
Eigenschaften fester Stoffe sind maBgeblich die starken interatomaren Kréafte
verantwortlich. Zu den starkeren interatomaren Bindungen zahlen ionische,
kovalente oder metallische [46]. Da bei metallischen Bindungen die
Valenzelektronen delokalisiert sind, weisen sie besondere elektrische
Eigenschaften auf. Die Modellvorstellung beschreibt eine kristalldhnliche
Anordnung der Atomkerne [47]. Dies entspricht einem dreidimensionalen, sich
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wiederholenden Muster. Man geht von der Vorstellung aus, dass die
Valenzelektronen vergleichbar mit einem gasférmigen Medium, dazwischen
zirkulieren [47]. Je dichter das Kern-Elektronen-Konstrukt, desto starker sind die
Bindungen, dies entspricht dem Zustand der niedrigsten Energie [46]. Des
Weiteren ist es fUr Metalle charakteristisch, dass es beim Erstarren einer
Schmelze zur Ausbildung von Kristalliten, sogenannten Kdérnern kommt.
Aufgrund eingeschrankter Ausbreitung, durch zuvor erstarrte Bereiche nehmen
Kristalle eine andere Ausrichtung vor, man bezeichnet sie dann auch als
Polykristalle. Diese Bereiche unterscheiden sich lediglich in ihrer
dreidimensionalen Anordnung, bei sonst gleicher Gitterstruktur und werden
durch sogenannte Korngrenzen getrennt. Man unterscheidet weiter in GroB-
und Kleinwinkelkorngrenzen. Sie differieren in der GréBe ihrer
Orientierungsunterschiede. GroBwinkelkorngrenzen weisen einen Winkel von
uber 15°auf, Kleinwinkelkorngrenzen entsprechend einen kleineren. Letztere

entstehen auch durch Stufenversetzungen bei der Kristallerholung.

Im Folgenden sollen die bedeutsamen Vertreter der medizinisch genutzten
Metalle kurz vorgestellt werden.

2.4.1 Gold und Silber

Gold zahlt zu den Edelmetallen. Unlegiert ist es weich und Sauren gegenlber
sehr bestandig (Ausnahme: Salpetersaure-Salzsaure-Gemisch). Erhitzte
Sauren und Cyanid-Lésungen beispielsweise sind aber durchaus in der Lage
Gold zu lésen. Friher wurde die Reinheit von Gold in Karat angegeben,
inzwischen verwendet man Promille-Angaben. Goldlegierungen mit Anteilen
von Zink, Indium, Zinn, Cadmium oder Gallium senken die Schmelztemperatu-
ren und die Oberflichenspannung der Schmelze. Platin, Kupfer und Nickel
erhéhen die Harte der Legierung. Silizium verhindert die Oberflachenoxidation.
Das Edelmetall findet Anwendung in der Optik (Warmereflektor, Sputtern),
Elektrotechnik, Medizin (Zahnmedizin, Rheumatherapie, Gehdrkndchelchener-
satz), als Katalysator in der Chemie, und nattrlich in der Schmuckherstellung.
Durch seine Korrosionsbestandigkeit und Duktilitat ist es ein hdufig verwendeter
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Werkstoff in der Zahnheilkunde, in der Medizin oft als Titan-Gold-Legierungen
mit einer hohen Festigkeit.

Auch Silber zahlt zu den Edelmetallen. In seiner Reinform besitzt es eine hohe
elektrische und thermische Leitfahigkeit. Es ist weich, dehnbar und relativ
reaktionstrage. In legierter Form kann die Harte gesteigert werden. Allerdings
reagiert Silber an der Luft mit Schwefelwasserstoff zu Silberoxid. Das
Edelmetall 16st sich in Cyanid-Lésungen und oxidierenden Lésungen. Ahnlich
wie Gold findet Silber Anwendung in der Elektrik, Industrie (Katalysator bei
Partialoxidationen), Medizin und Zahnmedizin, Fototechnik und der
Schmuckherstellung. Silber hat eine bakterizide Wirkung, welche beispielsweise
durch Beschichtung medizinischer Instrumente (endotracheale Tuben) und in
Form kolloidalen Silbers genutzt wird. Silber wird haufig mit Gold, Kupfer,
Palladium Chrom, Mangan oder Nickel legiert.

Gold und Silber werden aufgrund ihrer geringen mechanischen
Beanspruchbarkeit nur in bestimmten Indikationen, etwa zur Beschichtung, aber
auch in der Knochenchirurgie verwendet [48]. In zahlreichen Versuchen zeigte
Silber eine starke antibakterielle Wirkung [49, 50, 36]. Silber gibt
kontinuierlich positiv geladene lonen ab, welche bakterielle Enzyme und damit
den Zellstoffwechsel zerstéren [51,52]. Scheinbar flihren die Silberionen zu
einer Verbindung der SH-Gruppen von bakteriellen Enzymen und damit zu ihrer
Inaktivierung [53, 54]. Feng QL et al. untersuchten den antibakteriellen Effekt
von Silber auf E. coli und S. aureus. Die DNA scheint durch Behandlung mit
Ag(+) ihre Replikationsfahigkeit zu verlieren. Sie beobachteten die Ablésung
der Zytoplasmamembran von der Zellwand und elektronendichte
Akkumulationen von Silberionen und Schwefel in den Zellen.

2.4.2 Reintitan und Titanlegierungen

Der Forscher Leventhal schlug nach guter Knochenreaktion in Tierversuchen
Titan zur Fixierung von Frakturenden vor. MaBgeblich dadurch begann 1940
Titan eine zunehmend wichtige Rolle als Implantatwerkstoff einzunehmen [55].

10
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Das Metall wird inzwischen mannigfaltig eingesetzt, beispielsweise in der
maritimen Industrie, Pyrotechnik, Luftfahrt, Elektronik und natlrlich in der
Medizin. Die haufigsten Titanmineralien sind Oxide des Titans (Anatas, Brookit,
Rutil) und Titanate (llment, Perowskit, Titanit). Reintitan (commercially pure
titanium, ASTM F67) zeichnet sich durch eine hohe mechanische Festigkeit bei
gleichzeitig geringer Dichte, einen geringen Elastizitaitsmodul und eine
besondere Korrosionsresistenz aus. Durch Zulegieren verschiedener Elemente,
beispielsweise Tantal, Niob, Molybdan oder Eisen, versucht man mechanische
Méngel, wie geringe Zugfestigkeit und Biegsamkeit zu minimieren und die
Belastbarkeit zu erhéhen [56]. Fir medizinische Indikationen wird meist Niob,
Vanadium und Aluminium zulegiert. Die Dichte von Titan betragt 4,5 g/cm?®, der
E-Modul 105 GPa. Die Zugfestigkeit variiert, je nach Legierung zwischen 400
und 1100 N/mm?. Die elektrische und thermische Leitfahigkeit ist geringer als
die von Stahl. Reines Titan ist duktil. Des Weiteren werden a- und [-
Titanlegierungen unterschieden. Die unterschiedlichen Phasen lassen sich
durch bestimmte Legierungskomponenten stabilisieren. Sauerstoff, Palladium
und Aluminium tragen zur Bildung der a-Phase, Zirconium und Niob zum
Beispiel zur Stabilisierung der B-Phase bei. Letztere sind aus medizinischer
Sicht besonders erfolgsversprechend, da sie durch ihre Mikrostruktur im
Vergleich zu Edelstéhlen einen viel geringeren Elastizitdtsmodul (reduziertes
Stress-Shielding Potential), bei erhaltener Festigkeit und geringem Gewicht
aufweisen [57]. Durch ihr starkes Passivierungsverhalten sind sie sehr
korrosionsbestandig. Die Festigkeit des Titans wird von den prozentualen
Anteilen an Sauerstoff (O), Stickstoff (N) und Kohlenstoff (C) bestimmt, wobei N
mit einer zweifachen Effektstarke den gr6Bten Einfluss hat [47]. Das
Ubergangsmetall ist in vielen auch organischen Sauren bestandig, nicht jedoch
in konzentrierter Schwefelsaure. Die geringe Korrosionsneigung des Titans ist
auf die Ausbildung einer passivierenden Oxidschicht zuritickzufiihren, welche
sich spontan bei Sauerstoffexposition oder Kontakt mit Gewebsfllissigkeiten
bildet [58]. Sie besteht vorwiegend aus Titandioxid, kann auf Legierungen
jedoch auch V, Nb und Al enthalten [58, 59]. Ihre Dicke betragt etwa 2-5 nm.

Ein wesentlicher Nachteil ist ihre geringe VerschleiBfestigkeit, welche zu einem
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erhdhten Abrieb unter Belastung fihrt [60, 61]. Dieses Phanomen und die
darauf mégliche three-body-abrasion sind sehr kritisch zu betrachten, da neben
Titan zelltoxische Bestandteile wie Aluminium und Vanadium feigesetzt werden
kbnnen [62, 63, 64, 58]. Als third-body Partikel treten oxidiertes Titan
(verursacht Schwarzfarbung), Legierungsbestandteile wie Ti-6Al-4V oder
geloéster Knochenzement (PMMA) auf. Letzterer findet sich auch durch
Lockerung der Implantate bei Belastungspitzen im interartikularen Raum. Bei
Belastung schéadigen die interartikularen Teilchen die Gelenkflachen enorm
[65]. Titan verliert seine Fahigkeit zur Selbstpassivierung in entziindetem
Gewebe mit niedrigem pH-Wert und neigt zur verstéarkten lonenabgabe unter
gleichzeitiger Bildung schwarzer suboxidischer Verbindungen. Titan geht als
TioO3 oder TiO+ in Lédsung und kann zu einer Schwarzfarbung im Gewebe
fihren [29]. Wie erwdhnt treten bei einem Impingement oder einer Luxation von
Endoprothesen Belastungsspitzen auf, abhangig vom Material kann dies zu
erhdhtem  Polyethylen-Abrieb  oder  Abplatzungen bei  keramischen
Gelenkpfannen fihren [45]. Biege- und Torsionsbelastungen im Bereich
zwischen Huiftkopf und Konus fihren zu einem Anstieg von Abriebpartikeln [44].
Nachteilig ist auch die hohe Steifigkeit der medizinischen Titanlegierungen,
welche nach jahrelanger Belastung eines Hiftimplantats beispielsweise zum
sogenannten Stress-Shielding und damit zum periimplantaren Knochenabbau
fuhrt. Dieses Phanomen geht mit einer Implantatiockerung einher. Mit
zunehmender Lockerung erhdht sich der VerschleiB im Prothesen-Knochen
Interface und setzt je nach verwendetem Material abrasive Stoffe frei [66]. Titan
wird haufig in geringer Konzentration (0,01-0,1% Massenanteil) Stahl zulegiert
um eine hohe Festigkeit, Duktilitdt und Zahigkeit zu erreichen. AuBerdem

unterdrlickt es die interkristalline Korrosion in rostfreien Stahlen.

2.4.3 Co-Cr-Legierungen

1936 wurde beobachtet, dass eine molybdanhaltige Gusslegierung auf Kobalt-
Chrom-Basis sich korrosionsbestandig zeigt. Zunachst fand diese Legierung
unter dem Handelsnamen Vitallium in der Zahnmedizin, ab 1943 in Form von

Nageln, Schrauben, Osteosnytheseplatten und Endoprothesen in der Medizin
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Anwendung. Die Dichte dieser Legierungen bewegt sich um 8,4 g/cm®, der
E-Modul betragt 211 GPa und die Zugfestigkeit 880 N/mm?. Diese Legierungen
haben eine weit zurlickreichende Geschichte in der maritimen Industrie, der
Biomedizin und in verschiedenen Bereichen der Luftfahrttechnik. Sie zeichnen
sich durch eine hohe Festigkeit, Korrosionsbestandigkeit und durch das Fehlen
von Magnetisierbarkeit aus und wurden daher in der U-Boot Industrie genutzt.
In der Luftfahrtindustrie finden sie aufgrund hoher Ermidungsfestigkeit in Form
von WC-Co-Cr-Legierungen Anwendung als VerschleiBschutzschicht auf
Gleitflachen von Hydraulikzylindern, Flugturbinen und Fligelverstelleinrichtun-
gen [67]. Aktuell finden Co-Cr-Legierungen gehauft Anwendung in der
Orthopadie [62] und der prothetischen Zahnmedizin.

Sie bestehen zu 58-70% aus Co, zu 26-30% aus Cr und einem variablen Anteil
an Stickstoff. In einigen Legierungen finden sich auch Nickel, Molybdan und
Wolfram [47]. Mangan und Molybdan stabilisieren die Ausbildung eines
austenitischen Gefliges und erhdhen die Korrosionsbestandigkeit. Der hohe
Chromgehalt ist fir die Ausbildung einer passivierenden Chromoxidschicht
verantwortlich; diese schitzt das Implantat vor LochfraB und Korrosion [68].
Allerdings kann die Oxidschicht das Lésen von lonen nicht ausschlieBen und so
kommt es wie beim Titan, unter Umstanden zur Freisetzung zytotoxischer
Legierungskomponenten, wie beispielsweise Kobalt [62, 69, 70]. Die
mikrostrukturellen Eigenschaften sind stark vom Herstellungsprozess abhangig.
So kann es aufgrund von Konglomeraten zu ungulnstiger Kraftverteilung, aber
auch zu gesteigerten Ermidungserscheinungen kommen [47]. Untersuchungen
von Azetabulum-Pfannen aus UHMWPE (ultra-high molecular weight
polyethylene) in Kontakt mit Gelenkflachen aus Metall und Keramik und mit
PMMA (Polymethyl-Metacrylat) als third-body zeigten belastungsabhangig

starke Schadigung durch die Partikel zwischen den Gelenkflachen [71].

2.4.4 Stahl und Stahllegierungen

Stahl zeichnet sich durch eine von Dichte 7,85 g/cm® und einen E-Modul von
circa 210 GPa, je nach Vorbehandlung, aus. Die Zugfestigkeit betragt 255 bis
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2180 N/mm? DefinitionsgemaB ist Stahl eine Legierung aus Eisen
(Hauptbestandteil) und Eisenkarbid (Kohlenstoff: 0,002%- 2,06%). Die
mechanischen Eigenschaften des Stahls sind stark vom Kohlenstoffgehalt der
Legierung abhangig. Es gibt unlegierte, niedrig legierte und hoch legierte
Stahle. Diese Einteilung richtet sich nach dem prozentualen Anteil der
Legierungselemente, betrdgt dieser zwischen 1 und 5%, qilt der Stahl als
niedrig legiert. Daraus ist ersichtlich, dass bei Uberschreiten der 5%-Marke ein
Stahl als hoch legiert eingestuft wird, unlegierte Stéhle enthalten lediglich
Kohlenstoff als zuséatzliches Element. Wenn die Legierungselementmarke
steigt, erhéht sich die Festigkeit, aber das Material wird auch spréder. Abhéngig
vom Kohlenstoffanteil, der Umgebungstemperatur und Abklhlgeschwindigkeit
bilden sich verschiedene Phasen aus, die im Eisen-Kohlenstoffdiagramm
dargestellt werden. Folgende Phasen kénnen beschrieben werden:

Austenit: Benannt nach Sir William Chandler Roberts-Austen (1843-1902) stellt
diese Phase die y-Mischkristalle des Eisens dar. In der Modellvorstellung ent-
spricht der Aufbau einer kubisch-flachenzentrierten Struktur. Kohlenstoff ist hier

mit einem maximalen Prozentsatz von 2,06 geldst.

Ferrit: Ferrit bildet ein kubisch-raumzentriertes Kristallgitter aus. Hier sind
maximal 0,001- 0,1% C léslich. Es ist weicher und korrosionsanfalliger als
Austenit. Durch Beeinflussung der Abklhlung kann sich eine héher nickelhaltige
Martensitphase statt des Ferrits bilden. Diese ist wiederum harter und zeigt
eine Gitterstruktur, welche durch Umklappung aus dem Gitter des Austenits in

eine tetragonal verzerrte Anordnung entsteht.

Zementit: Ist ein sehr hartes Eisenkarbid, dessen Kristallstruktur aus 12 Fe-
Atomen und 4 C-Atomen besteht, angeordnet in einem orthorhombischen

Gitter. Man unterscheidet des weiteren Primér-, Sekundar- und Tertiarzementit.

Perlit: Bezeichnet ein Eutektikum, zu dessen Ausbildung es bei einem
C- Gehalt zwischen 0,02 % und 6,67 % kommt. Das Phasengemisch selbst
enthalt maximal 4,29 % C. Auffallend ist seine Lamellenstruktur, die aufgrund

der lokalen C-Konzentrationsunterschiede entsteht. In der kohlenstoffarmen
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Region liegt Ferrit vor, in der kohlenstoffreichen Zementit. Die Lamellenbreite
nimmt mit zunehmender Abkihlgeschwindigkeit ab.

Ledeburit: Ist ein Eutektikum aus Austenit und Zementit mit einem hohen
Kohlenstoffgehalt (4,3 %). Es kann eine Unterteilung in Ledeburit | (Austenit +
Zementit) und Ledeburit Il (Perlit + Zementit) vorgenommen werden.

Bainit: Es besteht wie Perlit aus Ferrit und Zementit, jedoch unterscheidet es
sich charakteristisch von diesem. Bei seiner Entstehung kommt es zu
Umklappungen im Kristallgitter und Diffusionsvorgangen.
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Abbildung 1 Eisen-Kohlenstoff-Diagramm; entnommen aus [94]

Abbildung 1 zeigt die Einteilung der zuvor beschriebenen Phasen des Stahls.
Die Eigenschaften des Stahls kdnnen durch Legieren, Warmebehandlung oder
Kaltverformung verandert werden. Beim Erstarren der Schmelze entstehen
sogenannte Kdérner, mit dazugehdrigen Korngrenzen, welche Trennlinien unter

ihnen darstellen. An den Korngrenzen kann es wahrend der Herstellung zu
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Entmischungsprozessen kommen, welche einen Einfluss auf die
Werkstoffeigenschaften haben.

Man unterscheidet unter anderem Baustahl (zerspanbar, verformbar),
nichtrostende Stahle (durch Zulegieren von Cr und Ni), sdurebesténdige Stahle
(hoher Chromgehalt). AuBerdem gibt es die Bezeichnung Edelstahl. Sie
beschreibt legierte und unlegierte Stahle mit einem hohen Reinheitsgrad.
Sogenannte Eisenbegleiter (z.B. S, P) sind hier nur in einem geringen
prozentualen Anteil vorhanden. Chromstahl, Chromnickelstahl und Titanstahl
gehdéren zu den legierten Edelstahlen, die namensgebenden Komponenten
verstarken Eigenschaften wie Korrosionsbestandigkeit, Verformbarkeit und
etwa reduzierte thermische Leitfahigkeit. Edelstahl findet aufgrund seiner
besseren mechanischen Eigenschaften, wie Festigkeit, Dehnbarkeit usw. im
Vergleich zum biokompatibleren Titan als Material fir kardiale Stents
beispielsweise  bevorzugt Anwendung. Kontrovers diskutiert werden
Kontaktreaktionen auf Legierungselemente wie Nickel, Chrom und Molybdan,
welche unter Umstéanden auch als Triggerfaktor fir die Restenose bei kardialen
Stents verantwortlich gemacht werden [72]. Ein Ldsungsansatz in diesem
Anwendungsgebiet ist die Beschichtung mit biokompatiblen, stabilen Stoffen
wie Tantal/Tantaloxid [73].

Der im Experiment verwendete Stahl mit der Werkstoffnummer 1.4441 gehort
zu den austenitischen saure- und rostbestandigen Stéhlen. Synonym wird er
vom American Iron and Steel Institute (AISIl) als 316L bezeichnet. Die

nachfolgende Tabelle zeigt prozentual die Bestandteile.

Tabelle 1 Prozentuale Zusammensetzung des Implantatstahls 1.4441

C Si Mn P S Cr Mo Ni
max. 0,08 |max. 1,00 |max.2,00 |max.0,0025|max.0,01 |[17-18,50 |2,50-3,20 |13,00- 15,50
\" w Ti Cu Al Nb B N

max. 0,10 max. 0,10

Dieser Stahl ist nicht ferromagnetisch, des Weiteren zeichnet er sich durch
leichte Verarbeitung, gute mechanische Eigenschaften und eine hohe
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Korrosionsbestandigkeit aus. Um eine maximale Ausbildung des Austenits und
eine Supression der anderen Phasen zu erreichen, wird Nickel, Kohlenstoff,
Kobalt, Niob oder Mangan zulegiert. Kohlenstoff férdert allerdings die
interkristalline Spannungsrisskorrosion durch Cro3Ce-Prazipitate (Chromkarbid)
im Bereich der Korngrenzen und wird daher méglichst gering zulegiert. Ein
héherer Chromgehalt férdert die Entstehung einer Schutzschicht durch Cr,O3
(Chromoxid). Molybdan verschafft dem Stahl eine erhohte
Korrosionsbestandigkeit durch die Ausbildung einer dinnen Passivschicht (1-
5 nm). Diese ist jedoch nicht inert und nach beispielsweise mechanischer
Zerstbérung nur unter bestimmten Vorraussetzungen (Sauerstoffangebot,
geringe Passivierungsstromstarke) regenerationsfahig [74]. Durch den relativ
hohen Elastizitdtsmodul im Vergleich zur Kortikalis kann es gerade bei
Stahlimplantaten zur Knochenresorption aufgrund von Stress-Shielding
kommen [68].
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3 Material und Methode

3.1 Material

Nachstehend sind die zur Versuchsdurchfiihrung verwendeten Materialien und
Gerate aufgefihrt.

Bendtigte Geriate

— Zentrifuge (Fa. Kendro GmbH, Langenselbold)

— Magnetrihrer (Fa. IKA Werke GmbH & CoKG, Staufen)

— pH-Meter (Fa. WTW GmbH, Weilheim)

— Reinstwasseranlage Purelab Ultra (Fa. USF Deutschland, Ransbach)

— Analysenwaage (Fa. Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt)

— Kihl-Gefrierkombination (Fa. Bosch GmbH, Miinchen)

— Fluoreszenzmikroskop (Lehrstuhl fir Molekulare Infektionsbiologie)

— Mitutoyo SJ-201 Profilometer (Mitutoyo, Japan)

— Wasseraufbereitungsanlage (USF PURELAB PLUS)

— Exsikkator (Glaswerk Wertheim, Wertheim)

— Vakuum- Membranpumpe (Fa. KNF Neuberger, Freiburg)

— Lichtmikroskop (Ernst Leitz GmbH, Wetzlar)

— Rasterelektronenmikroskops, REM (Zeiss DSM 940, Zeiss, Oberkochen)

— DC- Magnetron (Fa. Emitec, Lohmar)

— Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope, Autoprobe CP, Veeco
Instruments)

— Schleifmaschine AUTOMATA PRESS AIR TF 250 (Fa. Wirtz, Aldenhoven)

— Ultraschallbad (Fa. Bandelin, Berlin)

Weitere Materialien

— Objekttrager mit Mattrand (Fa. Hartenstein GmbH, Wiirzburg)
— Zentrifugenréhrchen (Fa. Greiner, Frickenhausen)
— Filterpapier (Schleicher & Schill GmbH, Dassel)
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— Préaparatestander (Eigenbau FMZ W(irzburg)

— ReaktionsgefaBe mit Deckel (Fa. Sarstedt AG & Co, Nurnberg)

— Deckglaschen flr Mikroskopie (Fa. Hartenstein GmbH, W(irzburg)

— Probenplattchen mit Loch, 15 mm (Eigenbau FMZ Wrzburg)

— Feuchtkammer, Glasschale rund (Fa. Hartenstein GmbH, W(irzburg)

— Magnetrihrstabchen (Fa. Hartenstein GmbH, Wirzburg)

— 1.4441 Stahl/AlISI 316LVM (Fa. Ergste Westig GmbH, Schwerte,
Germany)

— Siliziumkarbid-NaBschleifpapier (Fa. Struers GmbH, Willich)

— Filzplatte (Fa. Struers, Willich)

— OP-S Suspension (Fa. Struers, Willich)

— V2A- Beize (Buehler GmbH, Diisseldorf)

— Stahlbeize:
50% H20O (USF PURELAB PLUS), 40% HF (Fa. Merck), 10% HNO;
(Fa. Merck)

— Reinstwasser

— PBS-Puffer

— Farbstoff Hoechst 33258
Bisbenzimide, Hoechst 33258 Trihydrochloride (Fa. Sigma GmbH,

Traufkirchen),
Stammlésung: 5 pg/ ml PBS
Arbeitslésung: 20 ul Stammlésung/ 1000 pl PBS
— Mowiol (Hoechst AG, Frankfurt)
— Priméare und sekundéare Antikérper (Verdinnung nach Datenblatt)
Vinkulin: 1:100 in PBS (Sigma, Traufkirchen)
Tubulin: 1:200 in PBS (Sigma, Traufkirchen)
Sekundarer Antikérper gekoppelt an Fluoreszenzfarbstoff Cy2, 1:75 in
PBS (Dianova, Hamburg)
— Aceton (Fa. Merck, Darmstadt)
— Methanol (Fa. Merck, Darmstadt)
— Ethanol 96 % (Fa. Brickemann GmbH & Co KG, Heilbronn)
— Pufferlésung, pH 7 und pH 10 (Fa. AppliChem GmbH, Damstadt)
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— Natronlauge 5 M, zur Einstellung des pH-Wertes (Fa. Merck, Darmstadt)
— Salzsaure 37 %, zur Einstellung des pH- Wertes (Fa. Merck, Darmstadt)

Falls nicht gesondert vermerkt, wurden die Chemikalien von der Firma Merck
AG, Darmstadt verwendet.

Fibroblastenzellinie Maus L-929

e ATCC-Bezeichnung CCL-1 (American Type Culture Collection), auch als
NCTC Klon 929 (National Collections of Type Cultures) bezeichnet

Polystyrol
e Sterile 24-Well-Kulturschalen (Fa. Nunc A/S, Denmark)

e Zellkulturflaschen (Fa. Falcon, Heidelberg)

e ELISA-Reader (Fa. Tecan, Crailsheim)

e CASY-1, Modell TTC Cell Counter und Analyser (Scharfesystem GmbH,
Reutlingen)

PBS- Puffer

¢ 1000 ml Reinstwasser
8,0 g NaCl

0,2 g KH2PO4

2,8 g NapHPO4 x 12 H,O
0,29 KClI

Autoklavieren erfolgte bei 121 °C (20 min.)

DMEM- Kulturmedium fir Fibroblasten (Ingredienzien der Firma Invitrogen
GmbH, Karlsruhe)
e 440 ml Dulbecco’s Mod Eagle Medium mit 0,11 g/| Na Pyr, mit Pyridoxin
¢ 50,0 ml Foetal Calf Serum (FCS), EU approved origin (South America),
Mycoplasma and virus screened, performance tested (inaktiviert durch
30 min Inkubation bei 56 °C, um Komplementfaktoren zu zerstéren)
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¢ 5,0 ml Penicillin-Streptomycin 10000 pg/ml
¢ 5,0 ml Hepes Buffer (Solution 1M)

Accutase (PAA Laboratories GmbH, Célbe)

Proliferations- Reagent WST- 1 (Fa. Boehringer, Mannheim)

e Farbstoff (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium]-1,3
Benzendisulfonat)

WST (water soluble tetrozolium salt) dient zur colorimetrischen Messung von
Enzymaktivititen  der  Succinatdehydrogenase, einem  Enzym  der
Mitochondrien. In oxidiertem Zustand ist das Salz (Tetrazolium) farblos. Durch
die Aufnahme von zwei Elektronen und einem Wasserstoffatom wird es zu dem

roten Formazan reduziert.

Isoton-Pufferlosung

e Natriumsulfat 9,7 g/l

e Natriumchlorid 4,0 g/l

e Dimethylolharnstoff 1,0 g/I
e Procainhydrochlorid 0,1 g/l

3.2 Methode

3.2.1 Herstellung der Stahlproben

Die Probenkdrper werden aus einem Blech gewalztem 1.4441 Stahl/AISI
316LVM hergestellt. Die Scheiben haben einen Durchmesser von 15,5 mm und
eine H6he von 1Tmm. Peripher sind die Plattchen mit einer kleinen Bohrung zur
Aufhangung, bzw. Befestigung versehen.
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3.2.2 Oberflachenvorbehandlung der Stahlproben

Von den hier verwendeten Stahlproben, wurden jeweils 6 Stick in einer
Schleifapparatur befestigt und wie folgt (s. 3.2.3) behandelt um eine einheitliche
Ausgangssituation zu sichern und lediglich die Auswirkung der weiterfihrenden
Behandlung untersuchen zu kénnen. Ziel dabei war es eine moglichst ebene
Oberflache zu erzeugen, optimalerweise mit einer Rauhigkeit von 3nm/pm?Z.
Dadurch wird es mdoglich, viele Unebenheiten durch zuvor bestandene
Strukturen zu vermeiden und allein den Effekt der Nachbehandlung auf die
Topographie der Stahloberflache zu beobachten. Durch die Behandlung ist es
gelungen, Oberflachen mit einer Rauhigkeit von 0,08 nm zu schaffen. Ein Atom
hat einen ungefahren Durchmesser von 0,1-0,5 nm, in der alten Bezeichnung

mit 1 A (1 Angstrém=0,1 nm) angegeben.

3.2.3 Normierung des Schleif- und Polierverfahren

Zur Herstellung der normierten Proben wurde die Schleifmaschine AUTOMATA
PRESS AIR TF 250 verwendet. Die Beschickung der Drehscheibe, der
Anlagedruck (stufenlos) und die Drehzahl (zweistufig) sind variierbar. Ein
Wasserzulauf vermeidet die schadliche Staubbildung und schwemmt abradierte
Partikel ab. Die Probenkérper wurden mit Siliziumkarbid-NaBschleifpapier
absteigender Kérnung (s. Tabelle 2) bearbeitet. Der Anpressdruck bei diesem
Arbeitsschritt betrug 1,75 bar. Es wurde die héhere Umdrehungszahl, Stufe I
gewahlt.

Tabelle 2 Schleifen der Stahlproben

Kérnung Zeit (min.)
1200 5

2400 10

4000 40

AnschlieBend wurden die Probenkdrper auf einer Filzplatte unter Zugabe von
OP-S Suspension und einfach destilliertem Wasser poliert. Hierbei wurde eine
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Anpresskraft von lediglich 1 bar gewahlt und die Umdrehungsstufe I. Die Politur
dauerte 45 Minuten. Die Reinigung der Plattchen von Poliermittel und Abrieb
erfolgte in einem Ethanol-H,O-bidestilliert-Gemisch (1:1) fir 15 min im
Ultraschallbad. Mdgliche Rulckstande wurden mit einem ethanolgetrankten
Zellstofftuch vorsichtig entfernt.

3.3 Oberflachenatzen

Die polierten Proben aus medizinischem Implantatstahl wurden verschiedenen
Saureatzverfahren unterzogen um eine Oberflachenmodifikation zu erreichen.
Alle Experimente wurden aus Sicherheitsgriinden unter einem Luftabzug im
Labor durchgeflhrt:

(B1) Die gereinigten Proben wurden in einem Becherglas unterschiedlich lange
mit V2A-Beize geatzt. Die Beizdauer betrug: 1 min, 2 min, 4 min, 6 min, 10 min.

(B2) In der zweiten Versuchsreihe wurden polierte Probenkérper im Becherglas
mit V2a-Beize im Ultraschallbad geéatzt [75]; in Intervallen von: 1 min, 2 min,

4 min, 6 min, 8 min, 10 min.

Zum Ausschluss einer ultraschallabhangigen Strukturausbildung wurde ein
Probenkérper im Ultraschallbad in seiner Lage markiert und fixiert. Zur
Befestigung der Probe an einem Teflonstabchen diente eine Stahlschraube.
Jenes wiederum wurde durch eine Laborklemme auBerhalb des
Ultraschallbades gehalten.

(F) Zuletzt fand eine modifizierte Stahlbeize Anwendung.
Diese bestand aus:

- 50% Hx0O

— 40% HF

— 10% HNO;
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Die Behandlungsdauer der Proben mit der Beize betrug 45 min, 90 min und
135 min.

Nach dem jeweiligen Atzvorgang wurden die Plattchen in bidestilliertem H,O
neutralisiert und anschlieBend 15 min in einem 1:1 Ethanol-bidestilliertem-H,O-
Gemisch im Ultraschallbad gereinigt. Die Herstellung des Reinstwasser erfolgte
durch die Wasseraufbereitungsanlage. Zur Aufbewahrung aller Proben
zwischen den Arbeitsschritten und nach der Versuchsdurchfiihrung diente ein
Exsikkator. Der Behalter wurde mit Hilfe einer Vakuum- Membranpumpe unter
Vakuum gesetzt.

3.3.1 Messung

Um die modifizierten Oberflachen zu charakterisieren fanden verschiedene
Mikroskope Verwendung. Zur VergroBerung und Untersuchung der
Korngrenzen diente ein Lichtmikroskop. AuBerdem wurde unter Anwendung
eines Rasterelektronenmikroskops, die Oberflachenstruktur in Feldern von
50x50 pm, 100x100 pm und 200x200 um GroBe erfasst. Dieses Verfahren
eignet sich hervorragend um kleinste Risse, Absenkungen oder Erhebungen zu
untersuchen. Die Auflésung der Lichtmikroskope ist durch die Wellelange des
sichtbaren Lichts beschrankt und flr unsere Zwecke nicht ausreichend.
Aufgrund des Dualismus von Welle und Korpuskel ist es mdglich Objekte unter
Hochvakuum mit einem  fokussierten Elektronenstrahl  abzutasten.
Sekundarelekironen werden von der unter Umstédnden zuvor elektronendicht
beschichteten Oberflache emittiert und bilden einen elektrischen Strom.
Detektoren werten diesen aus und wandeln die Ergebnisse in ein
zweidimensionales Bild um. Die Bindelung des genutzten Elektronenstrahls
durch die Magnetspulen definiert unter anderem das Auflésungsvermégen [26,
76]. Vor der Betrachtung unter dem Rasterelektronenmikroskop mussten die
Stahlproben vergoldet werden um elektrische Aufladungen zu vermeiden [77].
Die Probe wurde in einem DC-Magnetron unter Vakuum plasmabeschichtet
[75].
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Um Strukturunterschiede im Nanometerbereich zu untersuchen diente ein
Rasterkraftmikroskop. Die Messungen erfolgten im Kontaktmodus. An dem
Cantilever ist eine mikroskopisch kleine Nadel befestigt, diese fahrt die Probe
nach einem Raster ab (Scannen). Je nach Topographie der Probe biegt sich
der Cantilever entsprechend stark. Auf diesen ist ein Laserstrahl gerichtet,
durch die unterschiedlich starke Ablenkung des Strahls st eine

Signalauswertung mdglich, die auf die Oberflachenstruktur riickschlieBen lasst.

Quadrantphotodiode

elektronische

Laserdiode , .
Bildverarbeitung

Abtastnadel

beweglicher
Probenhalter

Abbildung 2 Funktionsweise eines Rasterkraftmikroskops (AFM); zur Verfligung
gestellt von Moseke C, Abteilung fir Funktionswerkstoffe der Medizin und
Zahnheilkunde, Universitat Wirzburg

Hierbei wurden standardm&Big Ausschnitte von 1x1 um und 10x10 pum, zur
Ubersicht und Entwicklungsbeobachtung auch 5x5 pm, 25x25 um und
40x40 pm gescannt.

3.3.2 Oberflachenrauhigkeit

Zur Bestimmung der Oberflachenrauhigkeit unbearbeiteter, polierter und
geatzter Proben diente ein Profilometer. AuBerdem konnte mittels der
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AFM-Software IP Auto Probe die, durch die verschiedenen Atzverfahren

erzeugte Rauhigkeit ermittelt werden.

3.4 Biologischer Versuch

Um die Auswirkungen der Oberflachenmodifikation zu untersuchen bietet sich
die Kultur von Fibroblastenzellinien an [78]. |hr biologisches Verhalten lasst auf
die Biokompatibilitdt der Oberflache schlieBen. Fir die nachfolgenden
Experimente wurden unbearbeitete Stahlproben, polierte Stahlproben und
B2-Stahlproben verwendet. Diese wurden wie folgt gereinigt und sterilisiert:

— 10 min in 2%-ige SDS- Ldsung bei 40°C im Ultraschallbad

— 10 min in Reinstwasser bei 40°C im Ultraschallbad

— 10 min in 5%-iger Extranlésung bei 40°C im Ultraschallbad

— 2x10 min in Reinstwasser bei 40°C im Ultraschallbad

— 10 min in Isopropanol bei 40°C im Ultraschallbad

— 1x10 min in Reinstwasser bei 40°C im Ultraschallbad

- 20 min Autoklavieren bei 121°C

3.4.1 Zellkultivierung

Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturflaschen mit dem DMEM-Medium fir
Fibroblasten bei 37°C unter wasserdampfgeséttigter 5%-iger CO.-Atmosphare.
Um eine Suspension mit 50.000 Zellen/ml zu erhalten, wurde das Medium aus
einer Zellkulturflasche mit einer sterilen Pipette abgezogen und die
verbliebenen Zellen zweimal mit je 10 ml PBS gespdult. Die Ablésung der Zellen
erfolgte mit 2 ml Accutase. Die Einwirkzeit betrug 7 min, zum Abbruch der
Reaktion wurden wieder 10 ml Medium hinzugefligt. Die Zellen wurden durch
auf- und abpipettieren vereinzelt und im Zellzahler gezahlt. Es konnte die
entsprechende Verdinnung vorgenommen werden um eine Zellzahl von
50.000/ml zu erreichen, welche abermals im Zellzahler kontrolliert wurde. Je
1 ml der Suspension wurde in die Vertiefungen der Mehrfachkulturplatten,
beziehungsweise auf die darin befindlichen Proben aufgebracht. In einer Platte
befanden sich je vier unbearbeitete, polierte und nach dem Verfahren B2
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hergestellte Proben. Vier weitere Vertiefungen wurden lediglich mit der
Suspension beschickt und dienten als Referenzoberflache. Fir den WST-1
Zellaktivitatstest und die Bestimmung der Zellzahl dienten separat angesetzte
Kulturplatten. Fir jeden der beiden Tests in dreifacher Ausflihrung, da die
Untersuchungen an Tag 3, Tag 5 und Tag 7 nach Aussaat durchgefiihrt

wurden.

3.4.2 WST-1 Test

An den 3 verwendeten Probenarten wurde ein Wachstumsstimulationstest
durchgefihrt. Als Negativkontrolle dienten leere Kavitdten der Kulturplatte.
Dabei wird UOber die Bestimmung der Succinatdehydrogenase der
Mitochondrien die Zellaktivitat bestimmt. Die zuvor beschriebene Umwandlung
von Tetrazolium zu farbigem Formazan findet durch die Succinatdehydrogense
statt. Zur colorimetrischen Auswertung diente der ELISA-Reader. Die Messung
der Absorption erfolgte durch ein Photometer bei einer Wellenldnge von 450
nm. Der Farbumschlag ist direkt proportional zur Stoffwechselaktivitat der
Fibroblasten. Zur Versuchsdurchfihrung wurde zunachst mit einer sterilen
Pipette das Medium von den Zellen abgesaugt. Dreimaliges Spullen jeder
Kavitdt mit je 1 ml PBS beseitigte geringe, verbliebene Mediumreste.
AnschlieBend wurden 500 upl neues Medium und 50 pl WST-Reagenz
zupipettiert und far 30 min bei 37 °C und 5%-iger CO,-Atmosphére inkubiert.
Danach wurden aus jeder genutzten Vertiefung der Kulturplatte 2x separat
200 pl der Lésung auf eine 96-Well-Platte Uberflhrt. Als Leerwert dienten nur
mit Medium und WST-Reagenz beschickte probenkérperlose Vertiefungen [75].

3.4.3 Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit dem CASY-1, Modell TTC Cell Counter

und Analyser [75]. Das Funktionsprinzip dieses vollautomatischen
Analysesystems beruht auf einer elektrischen Widerstandsmessung. Die
Zellsuspension wird in eine Kapillare gesaugt, aufgrund der Zellvolumina wird
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eine bestimmte Menge des Isotons verdréngt, dadurch verandert sich der
Widerstand und lasst so eine Berechnung der Zellzahl zu.

An Tag 3, 5 und 7 nach Aussaat fand eine Zellzdhlung statt. Hierzu wurde das
Medium aus den Wells abgezogen und die adharenten Zellen zweimal mit je 1
ml PBS-Puffer gewaschen. Zum Ablésen der Zellen wurden 500 pl Accutase
hinzupipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 7 min wurde der Vorgang mit
500 pl Medium gestoppt. Die Vereinzelung der Zellen erfolgte durch 20-maliges
Auf- und Abpipettieren der Suspension in jeder Vertiefung des Wells. Zur
Zahlung wurden 100 pl in 10 ml isotone Lésung in das Messgefal3 des CASY-1
uberfihrt.

3.4.4 Immunhistochemische Untersuchung

In diesem Teil der Arbeit wurden einzelne Zellproteine mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Hierzu mussten die Zellen mit
Ethanol und Aceton fixiert werden. AnschlieBend wurden separat Antikérper
gegen Vinkulin und Tubulin aufgebracht. Die nicht gebundenen Uberschiisse
dieser Antikdérper wurden durch Waschen entfernt und die Proben mit dem
fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Antikérper versehen.

Versuchsdurchfiihrung indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Auf den Proben (unbearbeitet, poliert, geatzt) und zur Referenz auf
Deckglaschen wurden die schon zuvor verwendeten Fibroblasten tber 5 Tage
kultiviert. Die Probenplattchen wurden in PBS in einem Praparatstander
gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte fir 10 min bei -20°C in Methanol
und anschlieBend in Aceton bei -20°C. AbschlieBend wurden die Proben mit
der Zellseite nach oben 30 min lang auf einem Filterpapier luftgetrocknet. Die
fixierten Praparate wurden in einer Feuchtkammer mit dem primaren Antikérper,
welcher zuvor nach Angaben des Datenblattes mit PBS verdinnt wurde, 30 min
bis 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Auf jede Probe kamen 50 ul bis
100 pl des Antikérpers. Zum Waschen wurde der Praparatstander in eine mit
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PBS beflllte Glasschale gestellt und dann mit den Proben geflillt (dreimal far je
5 min). Darauf folgte die Inkubation mit dem fluoreszenzfarbstoffgekoppelten,
zweiten Antikdrper gegen die entsprechenden Spezies. In der Feuchtkammer
wurde jede Probe mit 50 pl Antikérperlésung beschickt und 20 min in der
geschlossenen Kammer inkubiert. Zur Markierung der DNA wurden nach
15 min 2 Tropfen des Farbstoffes Hoechst 33258 auf die Praparate gegeben
und die Proben erneut fir 7 min inkubiert. Der Waschvorgang in PBS wurde wie
zuvor beschrieben durchgefihrt, anschlieBend wurden die Proben 1 min in
Ethanol entwéssert und dann 30 min auf Filterpapier getrocknet. Die so
praparierten Proben wurden mit Mowiol auf einem Objekttrager zur Betrachtung

unter dem Fluoreszenzmikroskop eingebettet.

3.5 Testalgorithmus und Plattenbelegung

FUr die Messung der Zellaktivitat und der Zellzahl wurden Tag 3, Tag 5 und Tag
7 nach der Aussaat der Zellen gewahlt. Dafir wurden fir jeden der beiden
Tests jeweils 3 Kulturplatten (24-Well-Zellkulturplatten) angelegt, far jeden
Testtag eine. In jeder Kulturplatte dienten die ersten 4 Vertiefungen als
Referenz (Polystyrol), die nachsten 4 waren mit unbearbeiteten Stahlproben die
darauf folgenden mit 4 polierten und die letzen genutzten Kavitaten mit 4
gebeizten Probenkdrpern versehen. Wahrend der Kultivierung wurde an jedem

Tag ein Wechsel des Mediums durchgefihrt.

3.6 Statistik

Zur graphischen Darstellung der Entwicklung von Zellzahl und Zellaktivitat auf
den verschiedenen Proben wurden jeweils die Mittelwerte und der
Standardfehler errechnet. Die Werte wurden in Bezug zur Polystyrol-Referenz
gesetzt, der héchste hier (Polystyrol) gemessene Wert, wird als 100%

angesetzt.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit medizinischem Implantatstahl (1.4441)
gearbeitet. Verschiedene Sduren dienten zur gezielten Modifikation der zuvor
polierten Oberflachen. Die Auswertung fand mit dem Rasterkraftmikroskop
(AFM) statt.
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Abbildung 3 AFM-Aufnahme; polierte Probe 1x1um
Abbildung 3 zeigt in A eine 1x1 um Aufnahme einer polierten Probe mit dem

Rasterkraftmikroskop. A’ zeigt das dazugehdrende Hohendiagramm. Die Politur
erm@glichte Niveauunterschieden von der GrdBe eines Atomdurchmessers.
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4.1 Saurebehandelte Oberflachen

Die polierten Probenkdrper wurden 3 verschiedenen Beizlésungen ausgesetzt
und die Oberflachenbeeinflussung verschieden langer Einwirkzeiten
beobachtet. Diese ergaben sich aus der jeweiligen Aggressivitdt der
Beizlésungen.

Es wurden folgende Beizlésungen verwendet:

(B1) Vo.A-Beize

(B2) V,A-Beize im Ultraschallbad

(F) Modifizierte Stahlbeize
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4.2 Messreihen zur Beobachtung der Oberflachenentwicklung
mittels Rasterkraftmikroskopie

B1: V,A-Beize

Diese Atzldsung z&hlt zu den gebréuchlichen Beizen zur Behandlung
nichtrostender Stahle. Unter ihrer Anwendung lassen sich verschiedene Geflige
und Phasen entwickeln. Austenit und Delta-Ferrit sind genau so anatzbar wie
Karbidausscheidungen und Glihgeflige bei hochlegierten Ferriten. Das
Ergebnis der Atzung ist temperaturabhangig. Bei niedrigen Temperaturen
weisen die Proben eine ausgepragte Nanostruktur auf, die Korngrenzen sind
nur schwach zu erkennen. Gegenteiliges lasst sich bei Atzungen mit hohen
Temperaturen feststellen, die Korngrenzen sind stark ausgepragt, dafir ist

weniger bis keine Nanostruktur erkennbar.

Die polierten Probenkdrper wurden bei Raumtemperatur der Beize ausgesetzt.
Bei austenitischem Geflige zeigt diese Atzung deutlich die Korngrenzen [79].
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Abbildung 4 Oberfldchenstruktur und Héhendiagramme nach Inkubation in B1

Abbildung 4 zeigt in A die Oberflachenstruktur nach einer Atzzeit von 1 min. In
A und A’ ist ein Ausschnitt von 1 um x 1 um dargestellt, in B und D 10 um x
10 um.

Schon nach einer Atzdauer von 1 Minute zeigte sich eine deutlicher
akzentuierte Topographie (A, A'). Die Hbéhenunterschiede betrugen 3 nm,
anstatt 0,8 nm, wie aus den Héhenprofilen in A" und B’ ersichtlich ist.

Um kurz die Entwicklung der Oberflachenstruktur bei Verlangerung der Beizzeit
zu beschreiben lasst sich zusammenfassen, dass sich nach einer Atzzeit von
2 min auffallende H&henunterschiede von bis zu 60 nm zeigen. Nach einer
Atzzeit von 4 min die Hohenunterschiede ca. 12 nm betrugen. Bei einer Atzzeit

33



4 Ergebnisse

von 6 min wurde die Oberflache deutlich glatter, Spitzen und Taler erreichten
eine maximale Differenz von 4 nm. Damit handelt es sich um eine Reduktion

der Héhenunterschiede um 2/3 zur 4 Minutenprobe.

C und D zeigen die Oberflachenstruktur nach einer Atzzeit von 10 min. In C und
C’ ist ein Ausschnitt von 1 um x 1 um dargestellt, in D und D' ein Ausschnitt
von 10 pm x 10 pym. Bei dem letzten 1 pm x1 pm Scan dieser Atzreihe zeigte
sich eine Rauhigkeit von 2 nm. Die Rauhigkeit bei dieser Scangr6Be variierte
unabhéngig von der Atzdauer kaum. Bei dem 10x10 um Ausschnitt einer Probe
mit 10-miniitiger Atzdauer zeigte sich wiederum eine stark variierende
Topographie mit Héhendifferenzen von 20 nm (Vgl.: bei der 6 min Atzung

betrug die Differenz 4 nm).
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B2: V,A-Beize im Ultraschallbad
Die Saure in diesem Versuchsteil unterschied sich nicht von der zuvor

verwendeten (B1), allerdings wurden die Proben der Saure in einem

Becherglas im Ultraschallbad ausgesetzt.
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Abbildung 5 Oberfldchenstruktur nach Inkubation in B2
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Abbildung 6 Héhendiagramme nach Inkubation in B2

Abbildung 5 zeigt in A die Oberflachenstruktur nach einer Atzzeit von 1 min. A’
zeigt das entsprechende Héhenprofil in Abbildung 6. Nach einer Atzdauer von
2 Minuten zeigte sich eine deutliche Topographiednderung. Diese stellte sich
auch im 10x10 pm Ausschnitt deutlich dar. B und C zeigen die
Oberflachenstruktur nach einer Atzzeit von 6 min. In B ist ein Ausschnitt von
1 um x 1 um dargestellt, in C ein 10 um x 10 um Scan. Ergénzend zeigen B’
und C’ die Héhenprofile zu diesen Messungen. Die H6henverhéltnisse anderten
sich zwischen den 2, 4 und 6-miniitigen Atzungen nicht sonderlich. Dafiir trat ab
der 6-Minuten-Atzung eine interessante lamellenartige Struktur (C) auf, deren
Vorstufe sich nach 4 Minuten atzen schon andeutete. D zeigt die
Oberflachenstruktur nach einer Atzzeit von 8 min in einem Ausschnitt von
10 um x 10 pum. E zeigt die Oberflachenstruktur nach einer Atzzeit von 10 min
einem Ausschnitt von 10 um x 10 um. Nach 8 und 10 Minuten Saureexposition
kam es zu einer deutlichen Vertiefung der Lamellenstruktur. Die Hugel-Tal-
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Differenz der Lamellen betragt etwa 70-150 nm im Gegensatz zu der 6-

minitigen Atzung mit Hohendifferenzen von etwa 20-30 nm.
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F: Modifizierte Stahlbeize

Die Auswertung der Atzreihe mit modifizierter Stahlbeize fand nach 45, 90 und
135 min statt. Die Hohendifferenz nach 45 min betragt lediglich circa 12 nm,
eine definierte Struktur ist nicht erkennbar.
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Abbildung 7 Oberfldchenstruktur und Héhendiagramm nach 90 min Inkubation
in F

Exemplarisch zeigt Abbildung 7 zeigt die Oberflachenstruktur und
Héhendiagramme nach einer Atzzeit von 90 min. In A und A’ ist ein Ausschnitt
von 1 um x 1 pum dargestellt, in B und B* von 10 pm x 10 um. Die Higel-Tal-
Differenzen haben sich kaum verandert, jedoch ist die Oberflache zerkllfteter.
Nach 135 min zeigt die Oberflachenstruktur wenig markante Hulgel-Tal-

Beziehungen mit Héhendifferenzen von etwa 5 nm.
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Zur Erklarung: Die Aufldsung des AFM ist indirekt proportional zu der
Rauhigkeit der Oberflache, daher erscheinen die 1x1 pm Ausschnitte oftmals

unscharf.

4.3 Oberflachencharakterisierung mit IP Auto Probe

Rauigkeit nach Atzen mit B1
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Abbildung 8 Rauhigkeit nach Atzen mit B1 (iber einen Zeitraum von 10 min

Abbildung 8 zeigt die Rauhigkeit in nm {iber eine Atzdauer von 10 min mit V,A-
Beize auf 1x1 um und 10x10 um Ausschnitten der Probe. Auf dem 1x1 pum-
Ausschnitt erreicht die Rauhigkeit nach 4 min und nach 10 min ihr Maximum
von etwa 12 nm, wohingegen dieses bei dem gréBeren Ausschnitt nach einer

Atzzeit von 2 min und 10 min mit einem Wert von etwa 50 nm auftritt.
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Rauigkeit nach Atzen mit B2
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Abbildung 9 Rauhigkeit nach Atzen mit B2 iiber einen Zeitraum von 10 min

Abbildung 9 zeigt die Rauhigkeit in nm {iber eine Atzdauer von 10 min mit V,A-
Beize im Ultraschallbad auf 1x1 pm und 10x10 um Ausschnitten der Probe. Die
zu dem 10x10 pm Scan gehérenden hohen Fehlerbalken bei einer Atzdauer
von 4, 6, 8 und 10 min zeigen eine groBe Standardabweichung. Der 1x1 um-
Ausschnitt weist ab einer Atzzeit von 6 min eine Steigerung der Rauhigkeit auf,
welche ausgehend von ungeféahr 20 nm, nach 8 min bei etwa 70 nm liegt und
anschlieBend wieder leicht abféllt. Bei dem 10x10 um Ausschnitt findet sich die
gréBte Rauhigkeit von knapp 400 nm nach 6-miniitiger Atzzeit, fallt nach 8 min
auf 280 nm ab und steigt nach 10 min erneut auf etwa 310 nm an.
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Rauigkeit nach Atzen mitF
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Abbildung 10 Rauhigkeit nach Atzen mit F (iber einen Zeitraum von 135 min

Abbildung 10 zeigt die Rauhigkeitsentwicklung bei der 45-, 90- und
135-minitigen Atzung mit Stahlbeize. Sowohl bei dem 1x1 pm-, als auch bei
dem 10x10 pm-Ausschnitt tritt das Rauhigkeitsmaximum nach 90-mindtigen
Atzdauer auf. In dem kleineren Ausschnitt zeigt sich kaum eine Veranderung
der Rauhigkeit, sie bewegt sich um 10 nm. Der Graph des grdBeren
Probenausschnitts verlauft von etwa 45 nm (45 min) tber ungefahr 68 nm (90
min) und fallt bei 135 min Atzdauer auf 34 nm ab.
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4.4 Messung Oberflachenrauhigkeit mit dem Profilometer

Die Messung wurde an unbearbeiteten, polierten und geatzten Referenzproben
(Atzverfahren B2 fiir 6min) durchgefiihrt, die Werte lassen sich der folgenden
Tabelle entnehmen.

Tabelle 3 Messung der Oberfldchenrauhigkeit

Methode Rauhigkeit in pm
unbearbeitet 0,25 +0,1

poliert 0,06 +0,04
geatzt 0,17 0,04

Es wurden zu dieser Untersuchung lediglich geatzte Proben nach dem
Verfahren B2 nach 6-minltiger Inkubation verwendet. Nach dieser Behandlung
erreicht man eine hohe Rauhigkeit, deren Einfluss auf die Biokompatibilitat in
dieser Arbeit untersucht wurde. Die Oberflachenstruktur ist reproduzierbar und
eignet sich daher flr weitere Untersuchungen. Wie die Tabelle zeigt, weist die
geatzte Probe zwar eine héhere Rauhigkeit als die polierte Referenz auf, liegt
aber deutlich unter der Rauhigkeit einer unbearbeiteten Probe.
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4.5 Ergebnisse des biologischen Versuchs

Bei allen nun folgenden Beschreibungen wurden von den geéatzten Proben
ausschlieBlich jene verwendet, welche nach dem Verfahren B2 bei einer

Verweildauer von 6 min hergestellt wurden.

Die Ergebnisse des biologischen Versuchsteils wurden mittels CASY-1, Modell
TTC Cell Counter und Analyser (Zellzahlbestimmung) und mit dem ELISA-
Reader (Zellaktivitat) bestimmt. Die Mittelwerte und Standardfehler wurden zu
Polystyrol in Referenz gesetzt. Zur graphischen Darstellung wurde Harvard
Graphics AP 3.0 genutzt.

Stahl (1.4441)

Fibroblasten-Zellzahl
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Abbildung 11 Grafik zur Entwicklung der Fibroblasten-Zellzahl

Die Abbildung 11 zeigt die Entwicklung der Zellzahl in Prozent. Abgesehen von
der Polystyrolreferenz, zeigt sich an jedem Tag bei einer anderen Probe das
Zellzahlmaximum. Die héchsten Zellzahlen treten an Tag 3 auf den polierten,
an Tag 5 auf den geatzten Proben auf. An Tag 7 weisen schlieBlich die
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4 Ergebnisse

unbehandelten Stahlplattchen die héchste Zellzahl auf. Beachtenswert sind die
Fehlerbalken, welche die mdgliche Abweichung der Messwerte vom
tatsachlichen Wert darstellen. Innerhalb der Schwankungsbreite sind die Werte

auf Stahl gleich.
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Abbildung 12 Grafik zur Entwicklung der Fibroblasten-Zellaktivitat

Die Messergebnisse der Zellaktivitat zeigen eindeutigere Werte (Abb. 12). Nur
an Tag 3 ist auf den geatzten Proben nicht die héchste Aktivitat zu beobachten,
die Polystyrolreferenz wird bei der endgultigen Beurteilung ausgeklammert. Die
héchsten Werte auf den verschiedenen Oberflachen waren an Tag 5 zu finden.
Der allgemeine Rlckgang der zuvor progredienten Zellaktivitdt an Tag 7,
kénnte mdglicherweise seine Ursache in der zu dichten Bewachsung der
Oberflachen haben, welche ein Ablésen der Zellen zur Folge hat. Der Trend
weist auf eine leicht erhdhte Zellvitalitat auf den mit Sdure behandelten Proben

hin, auch wenn eine endgtiltige Aussage auf Grund der Fehler schwierig ist.

Des Weiteren wurden mit Fibroblasten bewachsene Probenkérper, nach einer

Inkubationszeit von 5 Tagen unter dem Rasterelekironenmikroskop zur
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4 Ergebnisse

visuellen Auswertung untersucht. Hierbei wurden Proben aller drei Qualitaten

(unbearbeitet, poliert, geatzt) und eine Deckglasreferenz verwendet. Bei

genauer Betrachtung lassen sich feine Unterschiede anhand der Aufnahmen

bemerken.

Tabelle 4 Visueller Vergleich von Fibroblasten auf verschiedenen Proben mit-
tels eines Rasterelektronenmikroskops

P poliert G Glas R unbehandelt |B gedétzt
] Die Fortséatze
Morphologie Weit gespreitzte scheinen geziel-
der Fortsatze Fortsitze ter, an bestimm-
ten Strukturen
anzusetzen
Auspragung Schw_gchere Stark ausge- Sehr kréaftige
der Fortsatze Fortsatze als B, pragte Fortsatze |Fortsatze
starkere als P
Morphologie Wirkt eher kuge- Wirkt eher kuge-
des , lig und auf der . lig und auf der
. Wirkt flach Oberflache star- |V "<t flach Oberflache star-
Zellkorpers ker strukturiert ker strukturiert
Weitere Hohe Anzahl Hohe Anzahl

Auffalligkeiten

filigraner Fort-
satze

filigraner Fort-
satze

Tabelle 4 fasst morphologische Eigenschaften zusammen, welche anhand der

REM-Aufnahmen beobachtet werden konnten.
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4 Ergebnisse

Zur Veranschaulichung wurden einzelne REM-Aufnahmen ausgewahlt (Abb.
13).

Abbildung 13 REM-Aufnahme; Fibroblasten auf Stahl

A zeigt Fibroblasten auf poliertem Stahl. Viele feine Fortsdtze verankern die
Zellen an der polierten Stahloberflache. In B-D sind Fibroblasten auf geéatztem
Stahl aufgenommen. Aufféllig in B sind die weniger zahlreichen, dafir umso
kraftigeren Zellauslaufer, im Gegensatz zu der Aufnahme des polierten Stahls.
Die Korngrenzen und die lamellenartige Struktur der Felder sind deutlich
erkennbar. Die reduzierte Zellzahl in C ist lokalisationsbedingt. An anderen
Stellen der Probe zeigt sich eine starkere Kolonisierung, dieses Bild wurde
aufgrund der deutlichen Adhasionskontakte gewahlt. Bei 2000-facher
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VergréBerung in D sieht man deutlich die Lamellenstruktur der Stahloberflache
und die Korngrenzen. Die Abstédnde der Lamellenspitzen zueinander betragen
etwa 0,2 bis 0,7 um. Die Fortséatze der Zellen an den Randern des Ausschnitts
scheinen eine  Kontaktausbildung zu prominenten  Regionen der
Probenoberflache zu praferieren. Feine Auslaufer setzen hier an
Lamellenpeaks und Korngrenzen an [75]. Die Lamellenstruktur ist wesentlich
kleiner als die Zellkérper der Fibroblasten, jedoch liegt sie in etwa im
GrbéBenbereich der Zellauslaufer. Diese zeigen eine Orientierung zur
dargebotenen Oberflache. Sie setzen bevorzugt an prominenten Strukturen, wie
Korngrenzen oder Lamellenpeaks an. Konsequenterweise realisieren Fortsatze,
welche parallel zu einer Lamelle verlaufen keine signifikanten
Hbéhenunterschiede. Filopodien, die quer tUber die Lamellen und damit tber eine
Hlgel-Tal-Landschaft verlaufen, weisen eine signifikant hohe Ausbildung von
Adhéasionskontakten zu den Lamellenpeaks auf [75].

Zuletzt wurde eine immunhistochemische Behandlung an den unbearbeiteten,
polierten, geatzten Proben und der Glasreferenz durchgefiihrt. Diese ermdglicht
eine Betrachtung der Zellteilungsfiguren und der Ausbildung bestimmter
Bestandteile des  Zytoskeletts. Die quantitative  Auswertung  der
Fluoreszenzsignale der Proteine Vinkulin und Tubulin, welche charakteristisch
fur die Architektur der Zelle sind erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie. Zur
graphischen Darstellung wurden Aufnahmen der polierten Proben und der V,A-
Beize im Ultraschallbad ausgesetzten Proben gewahlt. Grund hierflr war unter
anderem die Relevanz der Oberflachen. Im Gegensatz zu der Glasreferenz
bestehen die gewéahlten Proben aus demselben Material, daher ist zwischen
ihnen ein direkterer Vergleich beziglich der Biokompatibilitat méglich.

Vinkulin ist maBgeblich an der Ausbildung von Adh&sionskontakien oder
zwischen Zelle und Umgebung beteiligt. Dieses Protein gehért zu den Plaque-
Proteinen, es unterstltzt die Verankerung des Zytoskeletts an der Zellmembran
und ist daher dicht unter dieser lokalisiert. Tubulin ist direkt an der Ausbildung
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des Zytoskeletts beteiligt. Es dient zum Aufbau von Mikrotubuli, Zentrosomen
und Kinozilien [80].

Abbildung 14 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten mit ge-
Zielter Markierung von Tubulin- und Vinkulin-Proteinen

Abbildung 14 zeigt in A die markierten Tubulin-Proteine auf geatzter Oberflache

in 40-facher VergrdBerung.

In B ist ein Ausschnitt mit 100-facher VergréBerung derselben Probe gewahlt.
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In C ist das Tubulin der Fibroblasten bei 100-facher VergréBerung auf poliertem
Stahl markiert. Bei der Betrachtung der Markierung zeigt sich die
Proteinverteilung im Zytoplasma auf den Proben B und C a&hnlich. Die
Zellauslaufer scheinen jedoch auf dem saurebehandelten Untergrund geringer
in ihrer Zahl und akzentuierter befestigt, was sich auch in den Aufnahmen des

Rasterelektronenmikroskops zeigte.

D und E stellen Ausschnitte bei 100-facher VergréBerung dar. Bei der
Markierung des Proteins Vinkulin lassen sich die gespreizten Fortsatze und ihre
Verankerung an der Oberflache deutlich darstellen. Quantitativ zeigte sich kein
deutlicher Unterschied zwischen der Zahl der Auslaufer von Fibroblasten auf
poliertem Stahl (E) zu geatztem (D). Allerdings ist feststellbar, dass die
Fortsatze auf dem geatzten Stahl distal haufiger aufgefachert erscheinen, was

durch Ausbildung filigraner Verankerungsstrukturen erklarbar ist.
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In  zahlreichen  Experimenten wurde versucht den Einfluss der
Oberflachengestaltung auf Implantatwerkstoffen zu untersuchen und diese
derart zu modifizieren, dass es zu einem rascheren Erreichen und Andauern
der Sekundarstabilitdit (Osseointegration) kommt [8]. Zur Beurteilung der
Biokompatibilitdt ~ werden  hier  beispielsweise  Proliferations-  und
Differenzierungsparameter herangezogen [81, 82]. Unterschiedliche Ergebnisse
werden in der Literatur diskutiert. Einige Autoren beobachteten einen positiven
Effekt rauer Oberflaichen [83,84], andere wiederum raumten glatten
Oberflachen einen Vorzug ein [85]. Dies kann eine Ursache in den gewahlten
Implantatmaterialien und den méglichen Untersuchungsmethoden haben. Es ist
vorstellbar, dass die Messung der alleinigen Proteinadsorption an
Probenoberflachen sich differierend zu den zellularen Parametern
(Zellproliferation, -differenzierung, -adhasion) verhalten kann. Auch das
Verhalten der Zelltestreihen kann abhangig von Herkunft (Spezies),
Entnahmelokalisation und Reifegrad variieren und muss bei der
Ergebnisinterpretation bedacht werden.

Rauhigkeiten auf Implantatoberflachen wurden durch verschiedene Methoden
erzeugt und untersucht. Hier finden additive Verfahren wie etwa 3D-Pulverdruck
mit Hydroxylapatit oder Tricalciumphosphat Anwendung [86, 87]. Oberflachen
kénnen dadurch mit osseoinduktiven Proteinen (BMP), aber auch mit
Medikamenten versehen werden, welche beispielsweise eine Periimplantitis
verhindern sollen [9]. Primares Ziel ist eine beschleunigte Implantateinheilung
und eine durch die Beschichtung minimale Freisetzung von lonen aus dem
metallischen Implantat. Weitere strukturelle Differenzierungen wurden durch
Nanotubes auf Titanoberflachen realisiert. Bauer zeigte eine erhdhte
Biokompatibilitat von TiO,-Nanoréhrenschichten mit  Durchmessern im
sub-100 nm-Bereich auf titanbasierten Implantatoberflachen [39]. Bei einem
Tube-Durchmessser von 100 nm war die Apoptose der untersuchten Zellen
(mesenchymale Stammzellen, h&dmatopoetische Stammzellen, Osteoblasten,

50



5 Diskussion

Endothelzellen und Osteoklasten) zu beobachten. Abh&ngig von
Legierungszusammensetzung und  Anodisationsspannung konnte Berger
verschiedene Réhrenmorphologien herstellen [88] Durch Abstrahlen und Atzen
beispielsweise finden subtrakitve Verfahren Realisierung. Ein wesentlicher
Angriffspunkt um die Implantatintegration zu verbessern ist die Beeinflussung
der Chemotaxis beteiligter Zellen, bzw. die Beschleunigung der initialen
biologischen Kaskaden (wie Blutgerinnung, Phase der Proliferation und
Regeneration). Flr Titan scheint tendenziell zu gelten, dass eine mittlere
Rauhigkeit die Interaktion zwischen Oberflache und Osteoblast am glnstigsten
beeinflusst [8, 89].

AuBer topographisch-mechanischen Reizen sind chemische
Oberflachenkomponenten und elektrische Potentialgradienten maBgebliche
EinflussgréBen auf Proteine und Zellen im periimplantaren Raum [90].

Das resultierende elektrische Feld im Elektrolyt kbnnte Proteinstrukturen durch
Lésen schwacher Verbindungen verandern. Dies kdénnte zu Antigen-
Antikdrperreaktionen fliihren oder aber die Protein- und Zelladsorption auf der
Oberflache foérdern. [87, 91] Taubbck beobachtete einen positiven Einfluss von
polarisierten Stahloberflachen auf die Entwicklung der Zellzahl osteoblasten-
ahnlicher Zellen (MG-63), bei Titanoberflichen verhielt es sich umgekehrt,
jedoch korrelierte die signifikant geringere Zellzahl mit einer tendenziell hbheren
Atmungsaktivitat der Zellen [92].

Ziel dieser Arbeit war es, reproduzierbare topographische Strukturen im
Nanometerbereich auf 1.4441 Implantatstahl zu erzeugen und ihren Einfluss auf
Zellwachstum und —verhalten zu untersuchen. Dazu wurden die metallischen
Proben mit verschiedenen Beizlésungen behandelt und strukturelle
Veranderungen unter anderem mittels Rasterkraftmikroskopie visualisiert und
ausgewertet. Als Testzellreihe diente die murine Zellreihe L-929. In dieser
Arbeit wurde 1.4441 Implantatstahl verwendet, mit der Absicht, einen Effekt
seiner hohen Ladungstragerdichte auf die Proteinadsorption zu beobachten.

Um die Ausbildung von Feldstéarken in elektrolytischer Gewebsfliissigkeit, bzw.
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Blutserum zu férdern, bestand das Ziel des Experiments in der Entwicklung
einer reproduzierbaren Oberflachentopographie im Nanometerbereich. Nicht
modifizierte Implantatoberflachen haben je nach Herstellungsprozedur eine
gewisse Makrorauhigkeit, um allein die Auswirkungen der reproduzierbaren
Nanostrukturen erkennen zu kénnen, wurde die Oberflache méglichst glatt
gestaltet. Durch die Vorbehandlung wurde die Stahloberflache derart egalisiert,
dass die Unterscheidung von einer Atomebene mdglich war. Verschiedene
Saureatzverfahren zur Entwicklung einer Nanostruktur auf Implantatstahl
fanden in der vorliegenden Arbeit Anwendung. Die Sdurekompositionen greifen
unterschiedliche Phasen des Stahls an. Die Entwicklung

einer Oberflachenstruktur wurde nach unterschiedlichen Atzzeiten untersucht.

Unter Anwendung des ersten Beizverfahrens mit V,A-Beize (B1) kam es bei
dem 10x10 pm Scan zu einer Ausbildung sehr unterschiedlicher
Héhendifferenzen in Abhangigkeit von der Zeit, die sich von 6nm bis 60nm
bewegten. Bei den 1x1 um Scans waren durchweg Hdhenunterschiede von
ungefahr 2-3 nm feststellbar. Es entstand eine Topographie mit zahlreichen
Peaks auf einer kleinen Grundflache. Bei der langsten Atzung zeigten sich auf
einer 10 um-Strecke durchschnittlich etwa 6 definierte Erhebungen.

Auch bei der zweiten Atzreihe mit derselben Losung (V2A-Beize) im
Ultraschallbad (B2) kam es zu einer Ausbildung morphologisch vergleichbarer
Peaks, allerdings mit einer Héhendifferenz von ca. 150 nm. Die deutliche
Strukturauspragung unter Anwendung der V.A-Beize im Ultraschallbad (B2)
kénnte mit der Entfernung geldster Partikel von der Oberflache durch das
Schallbad zusammenh&ngen und so eine weitere Tiefenentwicklung der
Struktur ermdglicht haben. Die Ausbildung der Spitzen und Taler nahm mit der
Beizdauer wie folgt zu:

Bei dem 10x10 um-Scan ergaben sich nach 1 min Differenzen von 2 nm, nach
2 min von 30 nm, nach sowohl 4 min, als auch nach 6 min von 20 nm. Nach 8
min ergaben sich Taler-Spitzen-Differenzen von 80 nm und nach 10 min

schlieBlich von 150 nm. Bei denselben Atzzeiten waren im 1x1 pm-Scan
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Héhendifferenzen von 1 nm Uber 6 nm, 12 nm, 4 nm, 20 nm und 80 nm zu
beobachten. Die Héhenunterschiede zwischen Talern und Spitzen bei den
1x1 um-Scans waren bei diesem zweiten Verfahren sehr viel groBer als bei
dem zuvor genannten und bewegten sich in einem Rahmen von ca. 1 bis
80 nm. Die undeutliche Auflésung dieser Aufnahmen erklart sich durch die
groBen Hoéhendifferenzen, welche umgekehrt proportional zur Auflésung des

Raster-Kraft-Mikroskops sind.

Bei dem dritten Atzverfahren mit modifizierter Stahlbeize (F) gab es keine
Signifikanzen bezuglich einer Hbhenanderung. Die Taler-Spitzen-Differenz
befand sich bei ungefdhr 15 nm im 10x10 pm-Scan und um 8 nm im
1x1um-Scan. Bei der mittleren Atzdauer von 90 Minuten zeigten sich viele
punktférmige Erhebungen, deren Anzahl nach 135 min leicht abnahm.

Unter Anwendung der Methode B2 lieB sich eine definierte Lamellenstruktur
entwickeln. Die Struktur scheint vom Prozess der Stahlherstellung abhéangig zu
sein. Nicht nur Korngrenzen, sondern auch Strukturen innerhalb der Kérner
werden sichtbar. Diese lamellaren Strukturen sind auf Entmischungsprozesse
im Stahl zurtckzufihren. Die Abkihlungsdauer des Stahls hat einen
maBgeblichen Einfluss auf Entmischungsprozesse und damit auf die
Phasenentwicklung des Materials. Je schneller der Stahl abgekihlt wird, desto
kirzer ist die Zeit, in der sich Gefligebestandteile entmischen kénnen. Wie sich
in Experimenten zeigte, weisen die rasch abgeklhlten Proben eine
verwaschene oder gar keine Lamellenstruktur auf. Aufgrund der
unterschiedlichen GréBe der Kérner im Metall und deren Verkippung im Geflige
unterscheiden sich die Lamellenabstande und Ausrichtungen [75]. Durch ihre
Reproduzierbarkeit und die gute Abschéatzbarkeit der Tiefenentwicklung in
Abhangigkeit von der Zeit wurde die zweite Atzmethode zur Weiterfithrung der
Experimente selektiert.

Um die behandelten Proben auf ihre Biokompatibilitdt zu untersuchen gibt es

viele Moglichkeiten. Die Zellreine L-929 diente zur Beurteilung der
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Zellproliferation und der Zellaktivitat. Sie wird beispielsweise zur Testung der
Biokompatibilitdt ~vom Deutschen Institut fir Normung verwendet. Zur
Untersuchung der zuvor genannten Parameter eignen sich die vielfach
angewandten Testmethoden, wie etwa die Konzentration der alkalischen
Phosphatase oder der Succinat-Dehydrogenase um die Vitalitat der Zellen
einschatzen zu kénnen. Markierung bestimmter Proteine um ihre Biomasse
oder ihre Lokalisation zu ermitteln und die Bestimmung der Zellzahl sind
standardisierte  Analyseverfahren um die Gewebevertraglichkeit eines
Werkstoffs zu beurteilen. Allerdings ist die mdgliche Multikausalitat bei der
Entstehung eines Ergebnisses zu berlcksichtigen und sollte zur Hinterfragung

eiliger Schlussfolgerungen anregen.

Die Beobachtung der Zellzahl tber einen Zeitraum von 7 Tagen auf Polystyrol,
unbehandelten, polierten und geatzten Proben (Lamellenstruktur) erbrachte
keine eindeutigen Ergebnisse. An jedem Messtag scheint eine andere Probe
die héchste Zellzahl aufzuweisen. Zudem machte die GréBe der Fehlerbalken
eine eindeutige Interpretation der geringen Unterschiede unmdglich. Allerdings
war die Zellaktivitat auf den geéatzten Proben an Tag 5 und 7 am hdchsten. Die
Zellaktivitat war an Tag 7 bei allen Proben geringer als am 5. Tag. Dies kénnte
an einer zu dichten Bewachsung der Oberflache nach dem 5. Tag liegen,
welche zum Ablésen der Zellen fahrt. Bei den REM-Aufnahmen zeigt sich als
merklicher Unterschied eine qualitativ verstarkte Kontaktausbildung der
Fibroblasten zur Oberflache der geéatzten Proben. Eine mdgliche Erklarung
ware die Konzentration der Fortsatze auf dargebotene prominente Bereiche.
Dies kann taktile, aber auch physikalische oder chemische Ursachen haben.
Denkbar ist tatsachlich die Attraktivitdt der Lamellenpeaks oder Korngrenzen
durch eine elektrochemische Beeinflussung des umgebenden Milieus.
Allerdings ware dann eine deutlich héhere Ansiedlung von Fortsatzen in
bestimmten Arealen zu erwarten, welche nicht beobachtet werden konnte. Die
Fibroblastenzellen sind sehr viel gréBer, als die ihnen dargebotenen
Lamellenstrukturen, sie liegen im GréBenbereich ihrer Zellfortsatze. Die Zellzahl

auf den geatzten Proben schien eher reduziert und ihre Anordnung zufallig,
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doch bei genauem Betrachten fiel auf, dass sich die Zellen h&ufig an
Korngrenzen platzierten. Dort existiert meist ein signifikanter H6henunterschied,
welcher denkbarer Weise einen Einfluss auf die Kontaktausbildung hat. Diese
Feststellung findet durch zahlreiche Hinweise in der Literatur Bestatigung [27,
93]. Die dinnen Auslaufer zeigen eine Orientierung in Abh&ngigkeit von der
Lamellenstruktur. Fortsatze, welche parallel zu einer Lamelle verlaufen,
scheinen die umgebenden HOhenunterschiede nicht registrieren zu kdnnen,
lauft ein Fortsatz jedoch quer, bzw. senkrecht Uber die Higel-Tal-Landschaft
der Lamellen, ist eine signifikant hohe Bevorzugung und Ausbildung von
Adhéasionskontakten zu den Peaks der Oberflaiche zu beobachten. Ob die
Ursache in einer erschwerten Uberwindung des Peakanstiegs oder einer
hdheren Attraktivitat des Peaks zur Verankerung der Zelle zu suchen ist, konnte
in dieser Arbeit nicht geklart werden.

Die immunhistochemische Untersuchung unterstitzt die Beobachtungen auf
den Rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen. Die Markierung von Vinkulin
und Tubulin ermdglichte die Beobachtung von Zellteilungsfiguren und der
Zellarchitektur allgemein. Auch hier zeigte sich die quantitativ geringere, jedoch
deutlich akzentuiertere Ausbildung der Adh&asionskontakte zur geéatzten
Oberflache. Die Filopodien der Fibroblasten sind distal haufig aufgefachert, dies
entspricht den filigranen Verankerungsstrukturen an den Lamellenpeaks.

Die Ergebnisse des biologischen Versuchs deuten auf eine erhdhte Zellaktivitat
bei nicht signifikanter Unterscheidung der Zellzahl auf geatzten Stahlproben hin.
Die Ausbildung der Filopodienkontakte konzentrierte sich auf die markanten
Lamellenpeaks innerhalb der Kérner und auf die Korngrenzen. Dies zeigt einen
Erfolg in der gezielten Beeinflussung der Kontaktausbildung. Diese Arbeit zeigt,
dass das gezielte Aufbringen einer lamellaren Nanostruktur zu
Filopodienkontakten an prominenten Strukturen fihrt. Osteoblasten verhielten
sich in anderen Untersuchungen a&hnlich [75]. Eine Untersuchung der
elektrischen Felder, wie sie an nanostrukturierten Oberflachen auftreten wurde

nicht vorgenommen. Es ist jedoch denkbar, weitere relevante Zellarten
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(mesenchymale Stammzellen, hdmatopoetische Stammzellen, Endothelzellen,
Osteoklasten) im Kontakt mit derart modifizierten Oberflachen im simulierten

periimplantaren Raum zu untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, eine definierte Nanostruktur mithilfe eines
Saureatzverfahrens zu erzeugen. Verschiedene Saureexpositionen fanden
hierzu Anwendung. Neben einer Stahlbeize und einer V2A-Beize wurde eine
dritte Atzreihe mit letztgenannter Beize im Ultraschallbad durchgefiihrt. Es
gelang mit der V2A-Beize im Ultraschallbad eine definierte, reproduzierbare
Nanostruktur zu erzeugen. Diese wurde mittels AFM und REM charakterisiert.
Der etablierte Implantatstahl 1.4441 eignet sich besonders flir diese
Untersuchung, da es wahrend des Stahlherstellungsprozesses zu
Entmischungen kommt, welche sich gegen Séaureeinwirkung unterschiedlich
resistent zeigen. Es bildete sich ab einer gewissen Atzdauer eine periodische
Nanostruktur aus. Abhangig von der Atzdauer konnten verschiedene
Rauhigkeiten erzeugt werden. Die Hugel-Tal-Hbhendifferenz betrug nach 2-6
min 20-30 nm, nach 8-10 min 70-150 nm. Durch den Lamellencharakter der
Struktur ist eine Richtung uneben, die andere Richtung, zwischen den
Lamellen, relativ glatt. Weitere Beachtung galt mdglichen Einflissen der
Nanostruktur auf Fibroblasten.

In einer anschlieBenden biologischen Untersuchung galt es die Zellaktivitat und
die Verdnderung der Zellzahl auf den saurebehandelten, polierten,
unbehandelten und Glasreferenz-Proben zu untersuchen. Hierzu wurde die
Fibroblastenzellinie L-929 verwendet. Tendenziell fanden sich weniger Zellen
auf dem geatzten Stahl mit einer jedoch erhéhten mitochondrialen Zellaktivitat.
An Tag 5 der Untersuchung war die Zellvitalitat auf den geatzten Proben etwa
8% hdéher als auf den polierten und circa 25% hoher als auf den unbearbeiteten
Probenkérpern. An Tag 7 waren die hoéchsten Werte erneut bei den
sadurebehandelten Proben zu finden und lagen um ungeféhr 10% Uber denen
der polieten und etwa 8% Uber den unbearbeiteten Proben. Auch die
Morphologie der Zellen wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie und REM
beurteilt. Interessant war die Bevorzugung der Korngrenzen und der
Lamellenspitzen als Ansatzpunkt der Zellauslaufer [75].
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6 Zusammenfassung

Die in dieser Studie erbrachten Ergebnisse, belegen eine Methode, die zu
reproduzierbaren Oberflachenmodifikationen im Nanometerbereich fahrt. Fir
weitere Studien ware eine Untersuchung des Verhaltens anderer Zellarten und
Bakterien auf derart modifizierten Proben von Interesse, um Auswirkungen auf

Einheilung, AbstoBung oder Isolation einschatzen zu kénnen.
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