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1. Einleitung und Problemstellung

1. Einleitung und Problemstellung

Es ist dem steten Fortschritt der medizinischen Forschung zu verdanken, dass
tragende Korperbestandteile durch Implantate ersetzt und schwere Infektionen
mit Hilfe antibiotischer Praparate therapiert werden kénnen. Diese Entwicklung
ist heute insbesondere im Bereich der Zahnmedizin erkennbar, in der, fir jeden
Zahnarzt praktikabel, Titanimplantate als kinstlicher Wurzelersatz Einzug
gehalten haben. Wahrend dieser therapeutische Ansatz vor 10 — 15 Jahren
noch die Ausnahmeerscheinung war, wurden in Deutschland 2008 nach einer
offiziellen Schatzung des Verbandes der Deutschen Dental-Industrie e. V. KdIn
700 000 Titanimplantate diverser Hersteller gesetzt und mit zahnéhnlichen
Aufbauten funktionell belastet [1]. Ein weiterer wichtiger Bereich, in dem
Implantate erfolgreich Verwendung finden, ist die Orthopadie. So ist es heute
maoglich, degenerierte Gelenke durch entsprechende Eingriffe zu therapieren
und sogar komplette Gelenkkopfe funktionell zu ersetzen. Auch hierbei hat sich
der Werkstoff Titan als duf3erst gunstig erwiesen [2].

Grundvoraussetzung fur eine funktionelle Belastung medizinischer Implantate
ist die Osseointegration. Diverse Studien der vergangenen Jahre haben
gezeigt, dass hierbei nicht nur die chemische Zusammensetzung der
Implantatoberflache wichtig ist, durch die Biokompatibilitdt bedingt wird,
sondern gerade die Oberflachenmorphologie in der GroR3enordnung von
wenigen zehn bis hundert Nanometern eine entscheidende Rolle spielt [3, 4].
Diese Oberflachenstrukturen kénnen gréRenabhangig zu verstarkter Adhasion,
Proliferation und Matrixbildung korpereigener Osteoblasten fiihren, aber auch
deren Apoptose induzieren [5]. Die exakten Zusammenhange sind hierbei noch
nicht vollstandig geklart. So ist eine genaue in vitro und in vivo Evaluation neuer

Oberflachenstrukturen unabdingbar.

Ein entscheidendes Problem der Implantatchirurgie sind postoperativ
auftretende Infektionen. Um die Einheilung zu unterstitzen, wird deshalb meist
praventiv auf standardisierte, antibiotische und entziindungshemmende

Begleittherapien zuriickgegriffen. Dadurch wird versucht, dieses erhebliche
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therapeutische Risiko zu minimieren und den prozentualen Behandlungserfolg
zu steigern. Eine systemische Gabe ist allerdings nur bedingt wirksam, da viele
Medikamente auf Grund unglnstiger Verteilungskinetik den Implantat-
Gewebelbergang, insbesondere im nekrotischen und avaskularen Gewebe, in
nur zu geringen und somit unwirksamen Dosen erreichen. Die
Reserveantibiotika Gentamycin und Vancomycin gegen multiresistente
Problemkeime, wie zum Beispiel den Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA), werden enteral nicht resorbiert und kénnen ausschlief3lich
intravends oder lokal appliziert werden. Diese Tatsachen legen eine
ortsgebundene Applikation der Wirkstoffe nahe, durch die am therapeutisch
interessanten Ort eine erheblich groRere Konzentration erreicht werden kann,
allerdings ohne das Risiko einer erhghten systemischen Toxizitat [6, 7].

Auch in anderen Fachbereichen der Medizin haben Verletzungen der
Oberflachenintegritdt durch medizinische Apparaturen regelmafig schwere
Infektionen, bis hin zu Sepsis, und in besonders schweren Fallen den Tod zur
Folge. Zu nennen sind hier katheterassoziierte Infektionen, insbesondere in den
Fachbereichen der Urologie, Kardiologie sowie der Intensivmedizin [8, 9]. Auch
hier ist das Interesse grof3, dieses Risiko zu senken und die therapeutische
Sicherheit zu steigern. Als Beispiel zeigen hier neue, mit Silber als
antibakteriellem Wirkstoff beschichtete, kinstliche Herzklappen und Katheter
erste Erfolge [10, 11].

In der Literatur der letzten Jahre sind verschiedenste Ansatze zu
Oberflachenmodifikationen beschrieben worden, durch die eine kontrollierte
Abgabe antimikrobiell wirksamer Substanzen ermgglicht werden soll. Allerdings
sind viele Oberflachen, die zur kontrollierten Abgabe wirksamer Substanzen in
der Lage sind, mit Mangeln behaftet. Zu nennen sind in diesem
Zusammenhang begrenzte chemische Stabilitat, lokale Entziindungsreaktionen
und das Fehlen einer kontrollierten Freisetzungskinetik [12]. Insbesondere fur
Stents, Katheter und Implantate sind neue Oberflachen wiinschenswert, die
durch eine fraktionierte Abgabe ihrer Wirkstoffe das Infektionsrisiko senken und

die Sicherheit fir Therapeuten und Patienten entscheidend erhdhen.
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Ziel dieser Arbeit war es, eine neuartige Strukturmodifikation medizinischer
Titanoberflachen experimentell nachzuvollziehen und ihr Potential hinsichtlich
der langfristigen Abgabe ausgewahlter Substanzen in vitro abzuschatzen. Zu
diesem Zweck wurden Titanplattchen in fluorhaltigen Elektrolyten anodisiert. Es
entstanden geordnete, rohrenférmige Strukturen mit Durchmessern von
ca. 70 — 160 nm und Langen von bis zu ca. 6,5 pm. Diese Oberflachen wurden
unter Vakuum mit Vancomycin und Silber als Beispiele fir antimikrobiell
wirksame Substanzen beladen und die Abgabemengen in einem

Auslagerungssystem aus Teflon® zeitbezogen gemessen.
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2. Kenntnisstand
2.1 Titan in der Medizin
2.1.1 Definition Biokompatibilitat

Unter Biokompatibilitat wird die Eigenschaft eines Biomaterials verstanden,
seine gewunschte Funktion im Rahmen einer angemessenen Wirtsreaktion zu
erfillen [13]. Diese Definition beinhaltet, dass die Verwendung eines
Werkstoffes nicht genotoxischen und karzinogenen Einfluss auf den
Wirtsorganismus ausitbt oder zu direkten Zellschdden in seiner Umgebung
fuhrt. Auch darf es zu keiner sonstigen Irritation oder Sensibilisierung des
umliegenden Gewebes kommen [3]. Eine weitere Einteilung erfolgt in die
Bereiche biotolerant, bioinert und bioaktiv. Dabei lassen Medizinprodukte, die
als biotolerant bezeichnet werden, Anwendungszeitraume von Monaten bis
wenigen Jahren zu. Langfristig treten geringfigige Mangel in der
Gewebereaktion auf. Bioinerte Werkstoffe verhalten sich in vivo beinahe neutral
zu ihrer Umgebung und konnen durch den Korper, zum Beispiel in Form von
Titanoxidoberflachen, zur Anlagerung vitalen Gewebes genutzt werden. Eine
chemische Bindung zu diesen Oberflachen erfolgt nicht. Davon werden
bioaktive Oberflachen unterschieden, die eine Adh&sion von korpereigenem
Gewebe ermdglichen, wie zum Beispiel manche Keramiken [14].

In vielen Bereichen der Medizin wird heute jenseits der Epithelgrenzen des
Korpers dem Werkstoff Titan der Vorzug gegeben. Es zeichnet sich durch eine
hohe Festigkeit bei einer relativ geringen Dichte aus. Dabei ist es duktil, was die
Einheilung und die Funktion in vitalem Knochen beginstigt. Die bedeutendste
Eigenschatt ist aber in der Bildung einer oxidischen Schutzschicht zu sehen.
Diese Schicht ist chemisch beinahe vollstdndig inert und macht es in vielen
Medien korrosionsbestandig [3], zudem wirkt sie elektrisch isolierend.
Verglichen mit den Oberflachen vieler anderer Metalle werden Proteine in
direkter Implantatumgebung nicht durch auftretende Mikrostrome denaturiert,
die dann von der Immunabwehr als fremd erkannt und in einer entziindlichen

Reaktion entsprechend bekampft werden mussen. Diese Tatsache verringert
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schadliche Einflisse auf das Gewebe in der Implantatumgebung und begunstigt

dessen direkte Anlagerung an die Implantatoberflache [15, 16].

2.1.2 Definition Osseointegration

Der Begriff Osseointegration wurde durch P. |. Branemark gepragt. Er
bezeichnet damit das Einheilen einer Implantatoberflache mit direktem Kontakt
zu vitalem Knochen, ohne die den Misserfolg einer Implantation
kennzeichnende Einscheidung des Implantates durch Bindegewebe. Sie ist
abhangig von der Operationstechnik, einer angemessenen Einheilzeit und einer
ausreichenden Verteilung der Belastungsspitzen wahrend der Funktionsphase
[17]. Zudem sind fir einen Implantationserfolg Faktoren wie primare Stabilitat
des eingebrachten Implantates [18] und durch seine Oberflache determinierte
Eigenschaften wie Benetzbarkeit [19] und Biokompatibilitat von grof3er
Bedeutung, die eine rasche und direkte Anlagerung knochenbildender Zellen
ermoglichen. Eine naturliche Entziindungsreaktion nach der Implantation fuhrt
zu einem Umbau des vitalen Knochens und zu dessen Anlagerung an die
Implantatoberflache, die ohne direkte chemische Bindung erfolgt. Die daraus
entstehende mechanische Verankerung fuhrt zu der sogenannten sekundaren
und endgiltigen Stabilitat des Implantates. Viele Teilaspekte des oben
beschriebenen Einheilvorganges sind von der dreidimensionalen Struktur und
der Zusammensetzung der Implantatoberflache abhangig. Auf mogliche

Modifikationen wird in spateren Kapiteln genauer eingegangen.

2.1.3 Anwendungsbereiche

Titan als Biomaterial wird heute in vielen Bereichen der Medizin eingesetzt.

Insbesondere bei dauerhaftem Kontakt mit Blut und Gewebe kommen seine

Vorteile deutlich zum Tragen.
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Einige Anwendungen sind nachfolgend exemplarisch zusammengefasst:

Herz-/Thoraxchirurgie - Gefaliclips [20]

- Katheter [21]

- kiinstliche Herzklappen [22]

- Herzschrittmacher [23]

- implantierte Defibrillatoren [24]
- Stents [25]

- Vena cava Filter [26]

Hals-/Nasen-/Ohrenheilkunde |- Cochleaimplantate [27]

Neurochirurgie - Aneurysmaclips [28]

Orthopadie - Kniegelenksersatz [2]
- Huftgelenksersatz [2]
- Fixation von Prothesen [2]

Traumatologie - Knochenschrauben [29]

- Knochennagel [29]

- maxillofaziale Implantate [27]

- Plattenosteosynthese [29]

- externe Fixatoren [30]

- Implantatsysteme fur Spinalchirurgie [31]

Urologie - Stents bei Prostatahyperplasie [32]

Zahnheilkunde - Implantate als Wurzelersatz [33]

Tabelle 1: Exemplarische Anwendungsmaglichkeiten fiir Titan in der Medizin

2.2 Modifikationsmadglichkeiten medizinischer Titanoberflachen

Im Bereich der dentalen Implantologie sind heute eine ganze Reihe struktureller
Oberflachenmodifikationen bekannt, die zu einer guten Osseointegration und
somit zu einer entsprechenden Stabilitdt nach Einheilung fihren. Grundsatzlich
werden mechanische, chemische, elektrochemische, thermische sowie
biologische Modifikationsverfahren unterschieden. Eine weitere Unterteilung
kann in Substanz auftragende Verfahren (additive Verfahren) und Substanz
abtragende Verfahren (subtraktive Verfahren) erfolgen [34]. Zu den
mechanischen Verfahren sind die maschinelle Bearbeitung und das

Sandstrahlen der Titanoberflachen zu zé&hlen. Sie fihren zu Rauhigkeiten im
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Makrobereich und bieten alleine keine ausreichende Grundlage fur eine
optimale Einheilung dentaler Implantate. Durch biologische Modifikationen zum
Beispiel mit Wachstumsfaktoren wird versucht, die Einheilgeschwindigkeit zu
steigern [35].

Zwei Beispiele fur aktuell kauflich verfigbare dentale Implantatoberflachen
namhatfter Hersteller mit sehr guten Einheilergebnissen sind die Titan-Plasma-
Spray-Oberflachen (TPS, Abbildung 1 links) und kombiniert
sandgestrahlte/geéatzte Implantatoberflachen (SLA, Abbildung 1 rechts).

Abbildung 1 (links): Bild eines Titanimplantates mit TPS-Oberfldiche [36]
(rechts): Bild eines Titanimplantates mit SLA-Oberfldche [36]

Bei der Herstellung der TPS-Oberflachen handelt es sich um ein additives
Verfahren, bei dem Titanpulver in einem Argonplasma verflissigt und unter
Hochdruck auf die Titanoberflichen gespritzt wird [37]. Diese Oberflachen
wurden aber weitestgehend durch die erheblich ginstigeren SLA-Oberflachen
(sand-blasted, large grift, acid-etched) abgeldst. Sie entstehen bei einer
Kombination aus sandgestrahlten Titanoberflachen mit chemischen
Atzverfahren. Diese Oberflachenstrukturen bieten den Osteoblasten gute
Anlagerungsmaoglichkeiten und fuhren dadurch zZu exzellenten

Einheilungsergebnissen. Sie gelten heute als Goldstandard [38].
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2.3 Nanotubes — ein historischer Riickblick

Die erfolgreiche Synthese von Kohlenstoffnanotubes durch lijima et al. 1991
[39] fuhrte zu intensiven Forschungsbemihungen auf diesem Gebiet.
Ausgehend von einer Vielzahl an technologischen Anwendungsmadglichkeiten
war das Interesse grof3, dieses nanostrukturtechnologische Phanomen auch
auf andere chemische Elemente zu tbertragen. Von Aluminium war schon seit
Jahrzehnten bekannt, dass pordse Schichten durch Anodisierung in einem
saurehaltigen Elektrolyten synthetisiert werden kénnen, wahrend anodische
Oxidation in neutralen Elektrolyten zu kompakten Oxidschichten fihrt [40]. Aber
erst mit der Arbeit von Masuda et al. 1995 [41] wurde deutlich, dass in diesen
pordsen Strukturen ein hohes Mal3 an Ordnung erreicht werden kann.

Auch fur viele Ubergangsmetalle wie z.B. Hafnium, Zirkonium, Niob, Tantal und
Titan ist seit Uber 40 Jahren bekannt, dass sich durch anodische Oxidation in
wassrigen Elektrolyten kompakte, spannungsabhangige Oxidschichten von
mehreren 100 Nanometer Dicke bilden [42, 43, 44, 45]. Das typische
Wachstum dieser Oxidschichten geschient dabei proportional zu der
angelegten Spannung mit einem Faktor von fg = 1 - 5 nmV? bis zu einem
Grenzwert, der als dielektrische Durchschlagsspannung bezeichnet wird [46].
Bei aktueller Forschung wurde herausgefunden, dass unter optimalen
elektrochemischen Bedingungen selbstorganisierte  pordse  Strukturen
synthetisiert werden koénnen. Die Herstellung von Nanotubeformationen aus
Titanoxid wurde erstmals durch Hoyer et al. 1996 [47] beschrieben. Strukturen
dieser Arbeit wurden durch elektrochemische Abscheidung von TiCls auf einer
vorbestehenden, pordsen Aluminiumoberflache erzeugt. Erst 2001 wurde durch
Varghese et al. [48] ein Verfahren beschrieben, mit dem Nanotubes auf einem
reinen Titanblech synthetisiert werden kdnnen. Grundlage hierfur ist die
Anodisierung in einem flusssaurehaltigen Elektrolyten, welche auch in den
darauf folgenden Jahren durch Publikationen diverser Forschungseinrichtungen
untermauert wurde [49, 50]. Heute sind eine Vielzahl an Methoden bekannt, mit
denen sich erfolgreich Nanotubestrukturen auf Titanoberflachen herstellen
lassen, so zum Beispiel die Sol-Gel-Methode [51], ,template synthesis* [52],
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hydrothermale Prozesse [53] und Anodisierung. Auf Grund der geringen
Kosten, der Madglichkeit, gro3e Oberflachen zu modifizieren, und der
geordneten Ausrichtung entstehender Nanotubeschichten hat insbesondere die
Anodisierung das Interesse der Forscher geweckt. Dabei konnen die
verschiedenen Parameter der Nanotubegeometrie, wie zum Beispiel der innere
Durchmesser, die Wanddicke und die Tubelange durch Anderungen der
Anodisierungsspannung, Anodisierungszeit und Elektrolytzusammensetzung
leicht beeinflusst werden. Ein weiterer entscheidender Vorteil ist die gute
mechanische Haftung auf der Substratoberflache. In den letzten acht Jahren
wurde eine groBe Zahl an moglichen Konstellationen vero6ffentlicht, die
reprasentativ fur entsprechend intensive Forschung in diesem Bereich stehen
(siehe Kapitel 2.4.2).

2.4  Das Prinzip der Anodisierung
2.4.1 Physikalisch-chemische Grundlagen

Der apparative Aufbau fir eine Anodisierung besteht aus zwei gut leitenden
Elektroden, die in Wasser oder eine Elektrolytlésung eingetaucht werden.
Durch eine angelegte Gleichspannung und die damit verbundene
Potentialdifferenz entsteht ein gerichtetes elektrisches Feld zwischen beiden
Elektroden. Hierbei wird die mit dem Pluspol verbundene Elektrode als Anode,
die mit dem Minuspol verbundene Elektrode als Kathode bezeichnet.
Elektrolyte sind im festen, flissigen und gelésten Zustand aus lonen aufgebaut.
Das elektrische Feld fuhrt zu einer Verschiebung der positiv und negativ
geladenen lonen, wobei ein Ladungstransport in Metallen durch Elektronen-, in
Elektrolyten durch lonenverschiebung erfolgt. An der Phasengrenze zwischen
Elektronen- und lonenleitung kommt es zu chemischen Reaktionen. Dabei
missen die an den Elektroden reagierenden Stoffe nicht mit denen identisch
sein, die den Ladungstransport in der Losung bewirken. Zum einen bilden sich
Verbindungen, die dem Elektrolyten nicht zugesetzt waren, zum anderen

kommt es zu einer Abnahme der Elektrolytkonzentration. Zusétzlich tritt ein
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Konzentrationsgefalle der in dem Elektrolyten vorhandenen lonen auf. Diese,
abhangig von dem FlieBen eines Gleichstroms durch eine Elektrolytldsung,

erzwungene chemische Umsetzung wird Elektrolyse genannt.

m t-M-| "
- 1
z-F
1. Faraday’sches Gesetz: m = Masse, t = Zeit, M = molare Masse, | = Strommenge,

z = Ladungszahl, F = Faradaykonstante

Ein quantitativer Zusammenhang zwischen transportierter Ladungsmenge und
chemischem Umsatz lasst sich Uber diesen Grundsatz herstellen. So ist es
moglich, Uber die angelegte Spannung, die Elektrolytkonzentration und die Zeit
Einfluss auf den chemischen Umsatz an den Elektrodenoberflachen zu

nehmen [54].

2.4.2 Anodisierung von Titanoberflachen in fluoridhaltigen Elektrolyten

Die Elemente der chemischen Gruppe der Halogene sind in der Lage,
Oberflachen vieler rostfreier Metalllegierungen anzugreifen, so auch bei Titan.
Eine spannungsabhéangige Konzentration der negativ geladenen Halogenid-
lonen im Bereich der Anode verstarkt diesen Effekt. In der Literatur werden
Lochfrald und Rissbildung als Initiationsprozesse zur Porenbildung in anodisch
erzeugten, geordneten Oxidschichten gesehen [48, 55]. Der Zusatz von
Bromid- und Chloridionen zu Elektrolyten fihrt allerdings ausschlie3lich zu
Gribchenbildung [56]. Ebenso sind auch neutrale Fluoridlésungen per se nicht
in der Lage, pordse Schichten und Nanotubes zu formen [57].

Die zur Porenbildung notwendige Auflésung von Titanoxid tritt gemaf folgender
Reaktionsgleichung auf:

TiO, + 6HF ——[TiF,]” +2H,0+2H" )

10



2. Kenntnisstand

Um Titanoxid aus einer bestehenden Schicht zu Iésen ist es notwendig, dass
Fluoridionen in ihrer chemisch reaktivsten Form HF hydrolysiert vorliegen.
Saure Fluoridldsungen erscheinen daher als eine notwendige Voraussetzung,
um pordse Schichten und geordnete Nanostrukturen in Form von Nanotubes
auf Titanoberflachen zu erhalten [56].

Aktuell sind diverse Elektrolytzusammensetzungen bekannt, die ein geeignetes
chemisches Milieu aufweisen. Die erste Generation durch Anodisierung
erzeugter Titanoxidnanotubes wurde mit flusssdurehaltigen Elektrolyten
synthetisiert. Ihre Schichtdicke war auf wenige hundert Nanometer limitiert
[48, 58]. Unter Verwendung von NaF oder NH4F anstelle von HF unter
Berucksichtigung der Bedeutung des pH-Gradienten innerhalb der Nanotubes
konnten Schichtdicken von tber 2 pm erreicht werden. Durch den niedrigen
pH-Wert der Elektrolytiésungen liegen die Fluoridionen auch hier zum grof3en
Teil in ihrer reaktivsten Form HF vor [59, 60]. Die neuesten Ansatze der dritten
Generation basieren auf fast vollstandig wasserfreien Elektrolyten. Eine
Steigerung der Tubeldnge auf 7 pm wurde mit glycerolhaltigen Elektrolyten
moglich [61]. Mehrfach benutzte Elektrolyte auf Basis von Ethylenglycol mit
einem geringen Anteil an Wasser und Fluoridverbindungen erzielen heute
Nanotubelangen von bis zu 1000 pum bei beinahe idealer, hexagonaler
Anordnung der freistehenden Tubes [62, 63]. Uber die Zusammensetzung der
Elektrolytldsung, die Anodisierungsspannung, die Temperatur und die
Anodisierungszeit lassen sich hierbei Tubedurchmesser, Wandstarke und
Schichtdicke exakt regulieren.

Aber auch in Elektrolyten, die keine Fluoridionen enthalten, lassen sich auf
Titanoberflachen Nanotubeformationen erzeugen. Dieses Verfahren beruht auf
der Entstehung sogenannter lokaler Durchbruchsspannungen. Dieser Effekt
kann durch aggressive Anodisierungsbedingungen erreicht werden.
Entscheidende Faktoren sind eine hohe Anodisierungsspannung bei kleiner
Flache, die Elektrolytzusammensetzung und die Temperatur. Als Ersatz fir
Fluoridionen konnten hierbei zum Beipiel Chloridionen zum Einsatz

kommen [57].
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2. Kenntnisstand

2.4.3 Modellvorstellungen der Nanotubeentstehung

Die anodische Oxidation von Titanoberflachen in fluoridfreien Elektrolyten fuhrt
zu der Ausbildung einer kompakten Titanoxidschicht (Abbildungen 2, 3a).

kompakte
TiO,-Schicht
Spannungsquelle die meisten
(— —j' e” Elektrolyte
Ti
Ti Pt AU
- d=25nmm/VxU
= Ti
Tio, selbstorganisierte
TiO,-Nanotubes
AU
Anode Kathode Elektrolyte mit

F -Ionen unter

Ti + 2H0 -> TiO, + o optimalen Bedingungen

Abbildung 2 links: Versuchsaufbau einer Anodisierung in reinem Wasser unter
Ausbildung einer kompakten Oxidschicht
rechts: Anodisierung von Titanoberfldchen in fluoridfreien Elektrolyten
fiihrt zu kompakten Oxidschichten, in fluoridhaltigen
Elektrolyten unter optimalen Bedingungen zu selbst-
organisierten Titanoxid-Nanotube-Formationen
AU = Spannungsdifferenz, d = Dicke der Oxidschicht [55]

Dabei reagiert das Titan mit Sauerstoffionen O, die sich durch die angelegte
Spannung aus dem Wasser bilden. Das weitere Wachstum wird durch
spannungsunterstiitzten Transport der Sauerstoffionen O? und Titanionen Ti**
durch die wachsende Oxidschicht bestimmt. Bei konstanter Spannung nimmt
mit zunehmender Schichtdicke die Feldstarke in der Oxidschicht ab, der
Prozess ist selbstlimitierend. Unter Bildung einer kompakten Oxidschicht
beschreibt die Stromstarke deshalb einen exponentiell abfallenden Verlauf, die
erreichbare  Schichtdicke ist somit begrenzt. Titanionen, die durch
spannungsabhangigen Transport den Oxid/Elektrolytiibergang erreichen, gehen
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nicht durch Komplexbildung in Lésung, sondern schlagen sich in den
fluoridfreien Elektrolyten als Hydroxidschicht auf der Oberflache nieder und

verzogern dadurch die Diffusion weiterer lonen (Abbildung 3a).

Elektrolyt

H,0 H + Ti(OH),0,

Elektrolyt

S

d 0 T 1o,

Abbildung 3: Oxidschichtentstehung in fluoridfreien (a) und fluoridhaltigen (b)
Elektrolyten [55]

Unter Anwesenheit von Fluoridionen in entsprechenden Elektrolyten bekommt
der Ablauf einen weniger auflagernden Charakter. Hierflr sind zwei Effekte der
Fluoridionen ausschlaggebend. Zum einen sind sie in der Lage wasserlosliche

Komplexe mit Titanionen zu bilden, siehe folgende Reaktionsgleichungen:
TiO, + 6F + 4H"——[TiF,]” +H,0 3)
Ti** +6F ——[TiF,|” )

Zum anderen konnen Fluoridionen auf Grund ihres kleinen Radius in das
wachsende TiO,-Gitterwerk eindringen und mit Hilfe der angelegten Spannung
durch die Oxidschicht transportiert werden. Diese Effekte fuhren dazu, dass
standig Teile des entstehenden TiO, in Lésung gehen. Durch Bildung von
l6slichem [TiFs]> wird eine Ausfallung von Ti**-lonen in der Form Ti(OH)xOy am

Oxid/Elektrolytiibergang verhindert (Abbildungen 3, 4c).
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a 1 1l I
% \ H_SO + HF
:‘lg
|7}
: \/_37
o
A S~ mso,
Zeit o
b _—
kompakte TiO_-Schicht mltlale\i Porenwachstum
2
2 /
(U] Ti| [(D) Ti
selbstorganisierte TiO,- Nanotubeschicht
‘ (my Ti
C

(TiF,]"
}‘ gelostes Titan

Wachstums-
richtung

Abbildung 4: (a) Strom-Zeit-Diagramm
(b) Phasen der Nanotube-
Entstehung
(c) Nanotubewachstum
[55]

Als unterscheiden sich

deshalb Strom-Zeit-Verlaufe

Ergebnis
fluorid-

haltiger  Elektrolyte  von  denen

klassischer Ansatze. So kommt es

nach einem initial  exponentiell

abfallenden Verlauf einem

Q)
Anstieg der

(1,

anhaltenden Plateauphase (lll), die das

ZU

erneuten Strom-Zeit-

Kurven gefolgt von einer

fortschreitende Wachstum der

Titanoxidnanotubes kennzeichnet
(Abbildung 4a).

Nanotubeformationen

Die Bildung dieser
auf Titan-

oberflachen kann in verschiedene

Etappen werden
(Abbildung 4b, 5). Im ersten Schritt

kommt es zu der Ausbildung einer

untergliedert

kompakten Titanoxidschicht, die zu

dem initial exponentiell abfallenden
Stromfluss fuhrt (I). In der néchsten
Phase wird die Oberflache durch
Fluoridionen lokal aktiviert und Poren
beginnen, zufallig verteilt, zu wachsen

(I1). Wéahrend dieses Porenwachstums

nimmt die aktivierte Flache zu und es kommt zu einem Anstieg der Stromstarke.

Nach einer gewissen Zeit schlie3t sich die entscheidende Phase an, in der

unterschiedliche Poren beginnen, miteinander zu interferieren und um den

Stromfluss zu konkurrieren. Das fuhrt

Situation, in der

unter optimalen Bedingungen zu einer

sich der verfugbare Stromfluss gleichmaRig auf die

entstandenen Poren verteilt und in einem stabilen Zustand zu einer Ordnung

der entstehenden Strukturen, den Nanotubes, fuhrt (III).
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Im Verlauf der Anodisierung findet
an der inneren Grenzflache ein
fortwéhrendes  Wachstum  der
Oxidschicht statt, wahrend
gleichzeitig an der A&ul3eren
Grenzflache Titanoxid in Ldsung
geht. Durch die anliegende
Spannung kommt es zu einer
erhodhten Konzentration der
Fluoridionen am Ro6hrengrund.
Allerdings sind Fluoridionen uber
die gesamte Lange der
réhrenférmigen Strukturen
vorhanden und fihren zu einer
Reduktion der Titanoxid-
schichtdicke, woraus eine leicht
v-Form der Nanotubes resultiert.
Ein stabiler Zustand ist erreicht,
wenn die Wachstumsrate der
Poren am Ubergang
Oxidschicht/Titan mit der
dickenreduzierenden Ldsung der
Oxidschicht an der &ufReren
Oberflache identisch ist. Dann
Jrisst® sich die Oxidschicht durch

Abbildung 5: Konfluenz der Poren zu
réhrenformigen Strukturen

[64]

das Titan, ohne eine Zunahme ihrer Dicke (Abbildungen 3b, 4b, 4c). Der Grund

fur die Separierung in freistehende Ro6hren, im Gegensatz zu sonstigen

nanopordsen Strukturen, ist bisher noch nicht vollstandig verstanden. Ursache

konnte die Konfluenz verschiedener rohrenférmiger Strukturen zu einzelnen
Nanotubes sein (Abbildung 5) [55, 64, 65].
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2.5 Experimentelle Anwendung von Titanoxidnanotubes

2.5.1 Wirkung der Titanoxidnanotubes auf die Zellgenese

Zelladhasion an Implantatoberflachen ist eine grundlegende Voraussetzung fur
den Integrationsprozess medizinischer Biomaterialien nach der Implantation
[66]. Im Bereich der biomimetischen Materialen und der Implantattechnologie
sind in den letzten Jahren zunehmend die Oberflachenrauhigkeit und die
Topographie neben der chemischen Zusammensetzung als entscheidende
Faktoren fur Zelluberleben und Gewebeakzeptanz in den Vordergrund geriickt
[4, 67, 68]. Eine der ersten Studien zur Zellgenese auf vertikal ausgerichteten,
geordneten Nanotubeschichten wurde durch Park et al. 2007 [5] veroffentlicht.
Aus den in vitro gewonnen Daten wurde deutlich, dass Zelladhasion,
Zellverteilung, Zellwachstum und Zelldifferenzierung der verwendeten
mesenchymalen Stammzellen von dem Durchmesser einzelner Titannanotubes
abhéngen. Es konnte im Vergleich zu glatten Titanoxidoberflachen gezeigt
werden, dass Nanotubedurchmesser zwischen 15 und 50 nm das
Zellwachstum deutlich begiinstigen, wéhrend Durchmesser zwischen 50 und
70 nm zu einem Rickgang der zellularen  Aktivitat  fahren.
Nanotubedurchmesser von 100 nm hatten sogar die Apoptose der in dieser
Versuchsreihe verwendeten mesenchymalen Stammzellen zur Folge. In einer
Fortsetzung dieser Studie wurde der Einfluss des Benetzungsverhaltens
modifizierter Nanotubeschichten untersucht. Unbehandelte Titannanotube-
oberflachen besitzen super-hydrophile [69], die in dieser Studie organisch
modifizierten Nanotubeschichten dagegen hydrophobe bis super-hydrophobe
Eigenschaften. Diese Modifikation erlaubte eine Zelladhasion unabhangig vom
Tubedurchmesser innerhalb der ersten 24 Stunden. Weitere Untersuchungen
zeigten jedoch, dass es sich um einen kurzzeitigen Effekt handelte, der zu
einem spéateren Zeitpunkt nicht mehr nachweisbar war [70].

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurde die erste in vivo Studie an 25
Hausschweinen durchgefuhrt und im Jahr 2008 veréffentlicht [71]. Verglichen
wurden hierbei Implantate mit einer Nanotubeschicht (Einzeldurchmesser

30 nm) und glatte Titanimplantate hinsichtlich der Osteoblastenfunktion und
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Osteoblastenproliferation wahrend der Einheilphase. Dabei konnten die in vitro
gewonnen Daten der Studie von Park et al. nicht untermauert werden. Wéahrend
die modifizierte Titanoberflache die Osteoblastenfunktion verbesserte, hatte sie
keinen messbaren Einfluss auf die Osteoblastenproliferaton.

Eine weitere in vitro Studie zu Adhasion, Differenzierung und Matrixproduktion
von mesenchymalen Stammzellen auf Nanotubeschichten (Durchmesser
80 nm) wurde durch Popat et al. 2007 veroffentlicht. In ihr konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass eine geordnete Nanotubeschicht die Zelladhasion,
die Zellproliferation und deren Lebensfahigkeit unterstitzt. Weiterhin konnte
eine Uber 50 % hohere Konzentration an Calcium und Phosphor auf der
Probenoberflache nachgewiesen werden, die im Vergleich zu einer
Referenzgruppe vermutlich auf eine erhdhte Matrixproduktion und Zellaktivitat
zurlickzufiihren ist [72, 73].

Aber auch Anwendungsmadglichkeiten in anderen Bereichen der Medizin sind
denkbar, so zum Beispiel in der Gefalichirurgie. In einer Studie von Peng et al.
[74] aus dem Jahr 2009 wurde das Wachstum von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen auf modifizierten Titanoberflachen untersucht. Das Problem
moderner, gefal3erweiternder Endoprothesen, den sogenannten Stents, besteht
darin, dass es durch tberméafige Proliferation und mangelnde Differenzierung
glatter Muskelzellen zu einem erneuten Verschluss des Gefal3lumens kommen
kann. Wichtig ist in diesem Zusammenhang die vollstandige Einscheidung des
Titanimplantates durch Endothelzellen, da eine unversehrte Endothelschicht zur
Ausschuttung wachstumsregulierender Stoffe in der Lage ist und so zu einer
Ausdifferenzierung anstelle einer Wachstumsforderung der  glatten
Muskelzellen  fuhrt. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass
Nanotubeoberflachen auf Titanimplantaten die Proliferation von Endothelzellen
fordern und gleichzeitig zu einer Wachstumshemmung der glatten Muskelzellen
fuhren, unterstitzt durch eine verstarkte Ausschittung von Prostaglandin 1.
Titannanotubes konnten daher die Oberflachen heute bekannter und
verwendeter vaskularer Implantate revolutionieren und die Heilungschancen bei

schweren Gefaldleiden verbessern.
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Weitere Erkenntnisse in diesem Bereich bleiben abzuwarten, die exaktere
Zusammenhange zwischen Oberflachentopographie der Nanotubeschichten

und Zellgenese in vitro und in vivo offenlegen.

2.5.2 Nanotubes als Drug-Release-Systeme

Fortschritte in der Nanostrukturtechnologie haben zu der Entwicklung
verschiedenster Oberflachen gefihrt, bei denen die GréRRe einzelner Strukuren,
die  Grolenverteilung, die Porositdt, die Geometrie und die
Oberflachenfunktionalitdt im Nanobereich modifiziert und dadurch eine
kontrollierte Freisetzungskinetik therapeutisch interessanter Substanzen
erreicht werden kann.

Carbonnanotubes sind in diesem Zusammenhang langer bekannt und besser
erforscht als Titannanotubes. Sie konnen an endstdndigen chemischen
Gruppen mit  bioaktiven Peptiden, Proteinen, Nukleinsduren und
pharmakologischen Wirkstoffen modifiziert werden. Diese Molekile kénnen
dann durch die kleinsten Vertreter, den sogenannten ,single-walled“ Carbon-
nanotubes (SWCNT), Uber die Blutbahn zu Organen und Zellen transportiert
werden. Dabei zeigen sie geringe Toxizitdt und sind nicht immunogen [75].
Insbesondere in der Tumortherapie wird in dieses neue Transportsystem grol3e
Hoffnung gesetzt, da diese kleinsten Nanotube-Wirkstoff-Verbande von
entsprechenden Zellen aufgenommen werden kénnen und vor Ort ihre Wirkung
entfalten [76, 77]. Erste in vivo Studien an Ma&usen zeigen schon jetzt
vielversprechende Ergebnisse [78, 79]. Daneben sind aber auch Carbon-
nanotubes mit zu Titannanotubes vergleichbaren GroéfRenrelationen bekannt.
Diese sogenannten ,multi-walled® Carbonnanotubes (MWCNT) zeigen eine
gute Vertraglichkeit bei Implantation, erlauben Knochenregeneration und
werden unter direktem Kontakt in das Knochengewebe integriert [80]. Zudem
weisen sie ebenfalls endstandige chemische Gruppen auf, die mit Biomolekilen

und pharmakologischen Wirkstoffen modifiziert werden kénnen [81].
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Im Bereich der Titannanotubes beschrankt sich die Forschung bisher auf einige

Beispielsubstanzen. Entsprechende Studien sind nachfolgend aufgelistet:

Studie adsorbierte Substanz Ergebnis
Popat et al. 2007 [7] - Rinderserumalbumin Nanotubes:
- Lysozym @ 80 nm, Lange 400 nm
Kinetik:

Adsorption 2 Stunden, definierte
Substanzmenge 200, 400, 800 pg bei
0,25 cm® Probenoberflache, beinahe
vollstandige Wirkstoffabgabe nach 120

Minuten
Yao et al. 2007 [82] - Penicillin/Streptomycin | Nanotubes:
- TGF-B @ 40 - 100 Nm, Lange einige hundert nm
- Immunglobulin G Kinetik:

Adsorption 24 Stunden, deutlich
gesteigerte Gesamtbeladungsmenge fur
kleine Molekile Penicillin/Streptomycin
und TGF-[3, reduzierte Gesamt-
beladungsmenge fur Immunglobulin G,
vollstandige Abgabe aller Substanzen
innerhalb weniger Tage

Popat et al. 2007 [83] - Gentamycin Nanotubes:

@ ca. 80 nm, Lange ca. 400 nm

Kinetik:

Adsorption 2 Stunden, definierte
Gentamycinmengen 200/400/ 600 pg bei
0,25 cm® Probenoberflache, Gentamycin
verhindert initiale Anlagerung und
Proliferation von Staph. epidermidis

Aninwene et al. 2008 - Penicillin/Streptomycin | Nanotubes:

[84] - Dexamethason @ ca. 60 nm, Lange unbekannt
(Anodisierungszeit 10 Minuten bei 20 V
in 1,5 %-iger HF-LOsuNQ)

Kinetik:

Adsorption 72 Stunden, gesteigerte
Gesamtmenge und vollstéandige Abgabe
innerhalb von 3 Tagen fur alle
Testsubstanzen

Tabelle 2: Studien Ttiber Adsorption und Desorption von Wirkstoffen auf
Oberfldchen mit Titanoxidnanotubes

Diese Substanzen wurden in mit Nanotubes modifizierte Titanoberflachen
eingelagert und ihre Freisetzung gemessen. Die Adsorption erfolgte in allen
Studien rein physikalisch und ohne Verwendung eines Vakuums direkt bei der

Einlagerung. Allerdings wurden die Probenoberflachen in den Studien von
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Popat et al. nach der Wirkstoffbeladung bei Raumtemperatur und angelegtem
Vakuum getrocknet.

Bei diesen vier Studien konnte ein grol3es Potential dieser
Oberflachenstrukturen hinsichtlich Wirkstoffbeladung und Wirkstofffreisetzung
aufgezeigt werden. Titanoxidnanotubes bieten allerdings keine endsté&ndigen
chemischen Gruppen, die gezielt modifiziert werden kdnnen. Statt dessen wird
die Kinetik der Wirkstoffbeladung und Wirkstofffreisetzung zum grof3ten Teil
durch physikalische Wechselwirkungen beeinflusst. Diese Wechselwirkungen
sind zum grof3en Teil auf die Ladung endstandiger funktioneller Gruppen vieler
Wirkstoffe, sowie Gitterliicken und die Bildung einer Hydroxidschicht auf der
Titanoxidoberflache zurickzufuhren. Dadurch sind Titanoxidschichten meist
schwach negativ geladen, was die Adsorption positiv geladener Molekile
begunstigt und ihre Desorptionsgeschwindigkeit reduziert [7, 84].

Unbehandelte Titanoxidnanotubes weisen super-hydrophile Eigenschaften auf,
ihr Kontaktwinkel zu Wasser betragt annahernd 0" [69]. Auf die unkontrollierte
Freisetzung hydrophiler Wirkstoffe aus Titanoxidnanotubes kann durch eine
Modifikation mit einer hydrophoben Deckschicht Einfluss genommen werden.
Der resultierende amphiphile Charakter fuhrt zu einer verlangsamten
Freisetzungskinetik in wassriger Umgebung [85].

2.5.3 Weitere Anwendungen der Titanoxidnanotubes im Uberblick

Der spezielle Vorteil gleichmafiiger Nanotubeschichten ist in der erheblich
vergrofRerten Oberflache und der klar begrenzten Geometrie zu sehen. Diese
Geometrie resultiert in engen Diffusionswegen, nicht nur beim Eintritt in die
Tiefe der RoOhren, zum Beispiel um Edukte an den RoOhrenboden zu
transportieren, sondern auch fur den Transport von Elektronen und lonen durch
die Rohrenwénde. Eine der vielversprechendsten Anwendungen von Titanoxid
sind heute mit Farbemitteln sensitivierte Solarzellen, ein Verfahren, das von
Gratzel et al. entwickelt wurde [86]. Die klassische Solarzelle dieser Art arbeitet

mit gesintertem oder komprimiertem nanopartikularem Titanoxid als Elektronen
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einfangendes  Material.  Optimierte  Nanotubeschichten  kénnen  die
Umsatzeffizienz der durch dieses Verfahren aus Sonne gewonnenen Energie
erheblich steigern [87, 88].

Nachdem Fujishima und Honda das erste Mal tber lichtinduzierte Spaltung von
Wasser auf Titanoxidoberflachen berichtet haben, wurde das Potential dieses
Materials bei verschiedenartigen Katalysen untersucht [89]. Seit diesem
Zeitpunkt hat sich Titanoxid als exzellenter Photokatalysator erwiesen [90, 91].
Herausragend sind die langfristige Stabilitdt, geringe Herstellungskosten und
die ausreichende Oxidationskraft, um bei dem Abbau unerwinschter
organischer Verbindungen erfolgreich eingesetzt zu werden [92, 93]. Die
erheblich vergrolRerte Oberflache der Nanotubeschichten fuhrt auch hier bei
vergleichbaren Bedingungen zu einer hoheren Umsatzeffizienz [94, 95].

Eine weitere besondere Eigenschaft von Titanoxid und einigen anderen
Ubergangsmetalloxiden besteht in der Fahigkeit, als Trager flr
Wasserstoffionen oder fur Lithiumioneneinlagerung zu dienen [96]. Die
Bewegung der lonen, das Ausmal’ ihrer Einlagerung, sowie die elektrochrome
Reaktion, also der Kontrast, sind stark von dem Diffusionsweg, der durch die
Geometrie der Elektrodenoberflache bedingt wird, abhangig. Auf Grund der
speziellen geometrischen Eigenschaften der Titanoxidnanotubes kdnnen auch
hier deutlich bessere Ergebnisse erreicht werden [97].

Grimes et al. konnten zeigen, dass die elektrische Leitfahigkeit von Titanoxid-
nanotubeschichten in einem Umfeld mit erhéhtem Wasserstoffgehalt deutlich

zunimmt. Diese Tatsache macht sie als Wasserstoffsensoren einsetzbar [98].
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3. Material und Methode
3.1  Vorbereitung der Titanproben

Als Substrat fur die Anodisierung wurde Titanblech (Typ Grade 2, Reinheit
99,6 %) der Firma Zapp Materials Engineering, Deutschland, mit einer Dicke
von 1 mm verwendet. Aus diesem Blech wurden kleine viereckige Plattchen
herausgestanzt, die gestapelt und so eingespannt zu Scheiben mit einem
Durchmesser von 15,5 mm rund gedreht wurden. Zusatzlich wurden die runden
Titanplattchen nahe dem Rand mit einer Bohrung von 1 mm Durchmesser
versehen, um sie mittels Titanschrauben an dem Probenhalter positionssicher
und leitend zu befestigen.

Die unpolierten Titanplattchen wurden dann in einem Ultraschallbad mit Aceton,
einer Mischung Ethanol/Wasser und Isopropanol jeweils 15 Minuten gereinigt.
Danach wurden die so gereinigten Titanplattchen an der Luft bei
Raumtemperatur getrocknet und bis zu ihrer Verwendung in abgedeckten

Petrischalen, vor erneuter Verschmutzung geschutzt, gelagert.

3.2 Die Herstellung der Titanoxidnanotubes
3.2.1 Elektrolyt auf Wasserbasis

Fur dieses Anodisierungsverfahren wurde mit einem Hochleistungspotentiostat
Wenking HP 96 der Firma Bank Elektronik Intelligent Controls GmbH,
Deutschland, gearbeitet. Dieser war mit einem PC verbunden (Abbildung 6
oben). Dadurch war es mdglich, einen exakten Spannungsverlauf vor
Anodisierungsbeginn zu programmieren. So wurde die Spannung Uber eine
Rampe mit gleichmé&Rigen Schritten von 50 mVs™ innerhalb von 400 s auf die
Anodisierungsspannung von 20 V angehoben. Diese Spannung wurde dann fir

3 bzw. 18 Stunden gehalten.
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Arbeitselektrode (Anode)

Fas s
. “l:}“ : 4 e
Elektrolyt \ d \
Gegenelektrode (Kathode) Potentiostat

Abbildung 6: Versuchsanordnung zur Anodisierung der Titanproben in
flusssdurehaltigen Elektrolyten

Der Probentrager bestand aus einem leitenden Titangrundgerist, das im
Bereich des Elektrolyten mit Technovit 2060 isoliert war. Vier Kkleine
Aussparungen fir einen leitenden Verbund zu den Gewinden der Schrauben
waren unbedeckt. Fir die Anodisierung wurden an diesem Probentrager jeweils
vier Titanplattchen mit Titanschrauben befestigt. Der so vorbereitete
Probentrager stellte die Anode, ein zylindrisches Platinnetz mit einem
Durchmesser von 55 mm und einer Héhe von 42 mm, die Kathode dar

(Abbildung 6 unten). Gearbeitet wurde bei diesem Versuchsansatz mit einem
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Elektrolyten aus 1M H,SO, + 0,15 Gew. % HF [99]. Fur jede Anodisierung
wurden 500 ml des frischen Elektrolyten in ein Kunststoffbecherglas gefullt.
Sowohl der Probentrager als Anode, als auch das Platinnetz als Kathode,
wurden Uber Kabel leitend mit dem Hochleistungspotentiostat verbunden.
Danach wurde der Probentrdger mittels einer Haltevorrichtung so tUber dem
Elektrolyten fixiert, dass lediglich die Titanplattchen bis etwa zu der Mitte der
Isolierung und das Platinnetz in den Elektrolyten eintauchten. Der am PC
programmierte Verlauf des Anodisierungsvorganges wurde schnellstmdglich
gestartet. Nach abgelaufener Anodisierungszeit von 3 bzw. 18 Stunden wurde
der Probentrager aus dem Elektrolyten entnommen und fir 20 Sekunden
vorsichtig in bidestilliertem Wasser geschwenkt. Danach wurden die
Titanplattchen abgeschraubt und jeweils fur weitere 15 Sekunden mit
bidestilliertem Wasser abgespult. Von den so gereinigten Titanproben wurde
Uberschissiges Wasser abgetropft. AnschlieBRend wurden sie bei

Raumtemperatur getrocknet.

3.2.2 Elektrolyt auf Ethylenglycolbasis

Fur die Anodisierung von Titanproben in einem Elektrolyten auf
Ethylenglycolbasis wurde der in Kapitel 3.2.1 beschriebene Versuchsaufbau
modifiziert. Um die Oberflache der Titanplattchen von der Passivierungsschicht
zu befreien, wurden sie vor Befestigung am Probenhalter in einer
flusssaurehaltigen Losung gebeizt. Dazu wurden sie jeweils fur zirka 15
Sekunden in ein Gemisch aus 83 % H,0, 12,5 % H,0, und 4,5 % HF getaucht
und anschlieBend sorgféltig mit bidestilliertem Wasser abgespiilt. Anstelle eines
Hochleistungspotentiostaten wurde ein Spannungsgeréat DC Power Supply der
Firma Voltcraft, Deutschland, verwendet. Die Anodisierungsspannung lag ab
Anodisierungsbeginn in voller Hohe von 70 Volt an. Der Elektrolyt bestand aus
98 Vol. % Ethylenglycol, 2 Vol. % H,O und 0,25 Gew. % NH4HF, [100]. Fir den
Anodisierungsvorgang wurden jeweils 250 ml Elektrolyt bendtigt, allerdings
wurde der Elektrolyt fir mehrere aufeinanderfolgende Anodisierungsvorgange
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verwendet. Nach Ablauf der Anodisierungszeiten von 8, 18 und 30 Stunden
wurden die Titanplatichen ebenfalls 20 Sekunden in bidestilliertem Wasser
geschwenkt und jeweils fur weitere 15 Sekunden mit bidestilliertem Wasser
abgespilt. Durch Abtropfen wurde Uberschissige Flissigkeit entfernt und die
Titanproben anschliel3end bei Raumtemperatur getrocknet.

3.2.3 Warmenachbehandlung

Um die Kristallinitat in den Nanotubeschichten der Titanproben zu steigern,
wurden die bei der Anodisierung entstandenen offenporigen Titanoxidstrukturen
in einem Hochleistungsofen Programm Controller C 19 der Firma Nabertherm,
Deutschland, erhitzt. Zu diesem Zweck wurde die Temperatur der
Titanplattchen, die gemaR Kapitel 3.2.1 anodisiert wurden, in Schritten von
30 °CMin™® angehoben und an ihrem Zielwert von 550 °C fur 3 Stunden
gehalten [99]. Bei den gemal Kapitel 3.2.2 anodisierten Titanplattchen wurde
die Temperatur in Schritten von 1 °CMin™ angehoben und an ihrem Zielwert
von 580 °C fur 4 Stunden gehalten [101]. Auf langsame Abkihlung der Proben
wurde geachtet, um zusatzlichen Spannungsaufbau in den empfindlichen
Schichten zu vermeiden. Die Atome einer amorphen Titanoxidschicht lagern
sich durch dieses Erhitzungsverfahren zu geordneten Kristallstrukturen
zusammen [48]. XRD-Untersuchungen konnten zeigen, in welchem Verhaltnis

die Kristallformen Anatas und Rutil innerhalb der Oxidschicht vorlagen.

Abbildung 7: Kristallstrukturen der Titanoxide
Anatas (a) und Rutil (b) [3]
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Diese beiden Kristallformen besitzen eine tetragonale Struktur, bei der jeweils
ein Titanatom mit sechs Sauerstoffatomen koordiniert ist. Sie zeichnen sich
durch eine hohere Dichte und eine deutlich erhéhte Héarte gegenlber der
unerhitzten amorphen Titanoxidschicht aus. Zudem weisen sie flir die Technik
interessante elektrochemische Eigenschaften auf, die zum Beispiel in

Solarzellen Anwendung finden [3].

3.3 Oberflachenanalyse

3.3.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die REM-Bilder fir diese Arbeit wurden mit einem Digital Scanning Microscope
940 (DSM) der Firma Zeiss, Deutschland, aufgenommen. Als
Rasterelektronenmikroskopie wird ein Verfahren bezeichnet, bei dem ein
Elektronenstrahl unter Hochvakuum in einem bestimmten Muster Uber das
vergroRert abzubildende Objekt gefuhrt (gerastert) wird und die
Wechselwirkungen der Elektronen mit dem Objekt zur Erzeugung eines Bildes
genutzt werden. Elektronen des Primarstrahls treten hierbei in Wechselwirkung
mit den Atomen der Oberflache und erzeugen Sekundarelektronen. Diese
haben eine deutlich geringere Energie als die Elektronen des Primarstrahls und
konnen von einem Everhart-Thornley-Detektor registriert werden. Auf Grund
ihrer niedrigen Energie stammen sie aus den obersten Nanometern der
Oberflache. lhre Gesamtintensitat ist dabei charakteristisch fir die Topografie
der Oberflache, aus der ein Bild mit Graustufenskalierung berechnet werden
kann [102].

Um eine notwendige, gleichmaRige Leitfahigkeit der Oberflache sicherzustellen
und auftretende, lokale Ladungseffekte der isolierenden Oberflache zu
vermeiden, wurden die Titanproben vor den Oberflachenaufnahmen mit einer
dunnen Goldschicht bedampft. Als Anodenspannung der Réntgenréhre wurde
bei allen Aufnahmen 10 kV gewahlt. Durch dieses Verfahren waren bis zu

5000-fache Vergrol3erungen moglich.
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3.3.2 Rontgendiffraktometrie (XRD)

Fir die Untersuchungen zu dieser Arbeit wurde mit einem D 5005 X-Ray
Diffraktometer der Firma Siemens, Deutschland, gearbeitet. Die
Rontgendiffraktometrie (XRD) ist ein Verfahren, das Informationen Uber die
Kristallstruktur, kristalline Defekte und mechanische Spannungen liefert. Dazu
wird die zu untersuchende Substanz mit Roéntgenstrahlung bestrahlt, deren
Wellenldnge in etwa der GrofRenordnung interatomarer Abstédnde entspricht.
Abhangig von der Kristallstruktur wird die Réntgenstrahlung gebeugt. Beugung
tritt auf, wenn der Abstand der Gitterlinien des Beugungsgitters in der
GroRRenordnung der Wellenlange der auftreffenden Wellen liegt. So lassen sich
uber die Bragg-Gleichung Korrelationen zwischen Wellenlange, Abstand der
Netzebenen und dem Winkel der Beugung herstellen:

nA=2d-sind (5)

n = Grad des untersuchten Maximums, A = Wellenlange des monochromatischen

Rontgenstrahls, d = Abstand der Netzebenen, " = Winkel zur Netzebene

Die so von den einzelnen Atomen ausgehenden gebeugten Wellen interferieren
miteinander. Je nach Abstand der Atome untereinander ergeben sich fur die
gebeugten Wellen unterschiedliche Gangunterschiede, die strukturspezifisch zu
konstruktiver und destruktiver Interferenz fihren. Ein Detektor misst den
Beugungswinkel und die Rontgenstrahlintensitat. Aus diesen Daten konnen
dann die oben genannten Werte errechnet werden [103].

Dieses Verfahren gab Aufschluss tUber die Kristallstruktur der Titanoxidschicht
der anodisierten Titanproben. So war es mdglich nachzuweisen, in welchem
Verhéltnis diese nach der Erhitzung auf 550 °C bzw. 580 °C in der Kristallform

Anatas oder Rutil vorlag.
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3.3.3 Bestimmung der Nanotubeschichtdicke

Die Schichtdicke der Titannanotubes wurde Uber elektronenmikroskopische
Aufnahmen der Schnittkante bestimmt. Dazu wurden die anodisierten Plattchen
in ein etwa 3 mm tiefes Wasserbecken gelegt, um die initiale Hitzeentwicklung
wahrend des Sagevorgangs zu reduzieren. Gesagt wurde mit Septi
Trennscheiben der Firma Girrbach Dental GmbH, Deutschland, mit einem
Durchmesser von 22 mm und einer Dicke von 0,19 mm. Diese bieten den
entscheidenden Vorteil, dass sie nur an der Kante schneidend belegt sind,
wahrend ihre Flache absolut glatt ist. Dadurch kommt es zu keiner zusétzlichen
Zerstorung der empfindlichen Oxidschicht durch tangentialen Abrieb. Uber ein
Mandrell HST Zwischenstiick wurden die Trennscheiben an einem Intra 15 CN
Technikhandstiick der Firma Kavo, Deutschland, befestigt, das von einem MF
Perfecta Mikromotor Typ 9970 der Firma W&H, Osterreich, mit bis zu
35 000 UMint angetrieben wurde. Die so erhaltenen Teilstiicke der
Titanplattchen wurden mit einer dinnen Goldschicht bedampft und an dem

Elektronenmikroskop vermessen.

3.4 Wirkstoffmodifikation
3.4.1 Auswahl der Wirkstoffe

Vancomycin Hydrochlorid

Vancomycin ist ein trizyklisches Glykopeptid mit einem Molekulargewicht von
etwa 1500. Es ist sehr gut wasserldslich (> 100 mg/ml) und in wassriger Losung
bei 37 °C bei pH-Werten von 3 - 7 stabil, denaturiert allerdings bei hoheren
Temperaturen [104, 105].

Vancomycin hemmt den Aufbau der Bakterienzellwand, indem es mit dem
transmembranalen Auswartstransporter der Zellwandbausteine interferiert. Es
wirkt nur auf gram-positive Kokken. Dabei stellt es heute noch ein
Reserveantibiotikum dar, das bei schweren Erkrankungen durch Problemkeime
wie Staphylokokken und Streptokokken mit Penicillin- und Oxacillin-Resistenz
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oder bei Penicillinallergie zum Einsatz kommt. Es wird oral nicht resorbiert,
weswegen es nur parenteral oder lokal appliziert werden kann [106]. Schwere
Wundinfektionen werden immer wieder von resistenten Problemkeimen wie
dem Methicillin-resistenten  Staphylokokkus aureus und multiresistenten
Enterokokkenspezies verursacht. Hervorzuheben sind hierbei schwer zu
therapierende Osteomyelitiden nach ausgepragten Operationen oder
Implantationen, sowie Katheter-assoziierte Infektionen bis hin zur Sepsis. Hier
stellt Vancomycin parenteral oder lokal appliziert, vor allem bei resistenten
Keimformen, haufig den rettenden Therapieversuch dar. Allerdings wurden
1996 aus einer therapieresistenten Wundinfektion eines japanischen Patienten
die ersten MRSA-Keime isoliert, die eine erheblich reduzierte Empfindlichkeit
gegeniiber Vancomycin aufwiesen (MIC > 8 pg/ml) [107, 108]. Auch
Vancomycin-resistente Enterokokkenarten wurden schon bei
therapieresistenten Wundinfektionen nachgewiesen [109]. Die minimale
Hemmkonzentration (MIC) fiur Staphylokokkus aureus Stamme liegt
normalerweise zwischen 1 pg/ml [110] und 3,12 pg/ml [111]. Der MIC-Wert
variiert abhéngig von der Art des Erregers, in vivo sollte allerdings eine

minimale toxische Konzentration von 50 pg/ml [110] nicht Gberschritten werden.

Silbernitrat

Einfach positiv geladene Silberionen als antimikrobieller Wirkstoff sind erneut in
den Fokus geraten, als eine Toxizitat gegenuber menschlichen Zellen in
diversen Studien nicht aufgezeigt werden konnte [112, 113]. Es konnten zudem
nur wenige Bakterienspezies nachgewiesen werden, die auf Grund von
plasmidabhangigen Resistenzmechanismen an sich gegenuber Silberionen
weitestgehend unempfindlich sind [114, 115].

Silberionen sind schon seit der Antike fur ihre Wirkung gegen ein grol3es
Spektrum an Mikroorganismen bekannt. Sie haben ihre Wirksamkeit zum
Beispiel bei der Therapie von Verbrennungen bewiesen [116]. Auch die
antimikrobielle Wirkung von silberbeschichtetem medizinischem
Instrumentarium wurde schon in diversen Studien nachgewiesen [117, 118]. So

werden heutzutage Vvielfach Harnwegs- und Zentralvenenkatheter mit
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Silberummantelung verwendet, um die Gefahr einer durch sie fortgeleiteten
Infektion zu reduzieren. Auch viele kinstliche Herzklappen und
Dialyseeinheiten profitieren von dem Einsatz silberbeschichteter Oberflachen
[11, 119, 120, 121]. Silberionen sind in der Lage, an entscheidende funktionelle
Gruppen zu binden und deren Funktion zu beeinflussen. Dabei spielt die
Wechselwirkung von Ag*-lonen mit Thiol-Gruppen an Enzymen und Proteinen
eine wichtige Rolle. So ist die Zytoplasmamembran, in der sich wichtige
Enzyme des Bakterienstoffwechsels befinden, ein Ziel der Silberionen. 1 mol
Ag*-lonen sind in der Lage, 2 mol Adenosin zu binden, wodurch das
Bakterienwachstum und die Zellteilung signifikant gehemmt werden [122]. Bei
Studien mit geléstem Silbernitrat an Bakterienkulturen von Escherichia coli und
Staphylococcus aureus haben sich Anhaltspunkte fur das bis heute noch nicht
vollstandig verstandene Wirkprinzip ergeben. So l6ste sich die Zellmembran
von der Zellwand und die DNA lag nur noch in der kondensierten, nicht
replikationsfahigen Form vor. Dabei war Escherichia coli auf Grund seiner
dunneren Zellwand deutlich anfalliger fir Silbernitrat als Staphylococcus aureus
[123, 124].

3.4.2 Vakuumimpréagnierung

Um eine Wirkstoffoeladung bis tief in die einzelnen Nanotubes der
Titanoxidschicht zu ermoglichen, wurde mit einem Vakuum gearbeitet. Die
Adsorption der Wirkstoffe erfolgte dabei in Anlehnung an die Methode nach
Byrne [125]. Hierfir wurde jeweils ein Prufkorper in ein 15 ml Rollrandglas
gegeben und durch einen Polyethylendeckel mit Bohrung (3 - 5 mm)
verschlossen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die anodisierte Seite der
Titanplattchen auf und mit Ausrichtung zur Offnung zu liegen kam. So wurde
sichergestellt, dass die einstromende Vancomycin- bzw. Silbernitratldsung
zuerst auf die anodisierte Schicht traf und die Proben optimal mit diesen
Wirkstoffen beschickt wurden. Drei dieser praparierten Probengefal3e wurden
mit der Offnung nach unten auf ein 8 cm groRes, rundes Metallgitter gestellt,
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das vorher in einen 250 ml Dreihalsrundkolben aus Duranglas eingebracht
worden war. Um die Lage der drei Probengefal3e zu sichern, wurden sie noch
jeweils mit einem ca. 10 cm langen Draht versehen, der als Widerlager bis in
die mittlere Offnung des Rundkolbens reichte. Zudem wurden diese drei Drahte
noch mit einer Drahtschlinge verbunden, um zuséatzliche Standsicherheit zu

gewabhrleisten (Abbildung 8 A).

A)

Tropftrichter mit Ventile

Wirkstoff-Losung

Vakuum

Drahte mit
Sicherungsring

250 ml

Rundkolben Metallgitter

Abbildung 8: Adsorption der Wirkstoffe unter Vakuum in einem 250 ml
Rundkolben. Nach erfolgtem Aufbau eines Vakuums (A) wird die
Wirkstofflosung durch einen zweites Ventil eingebracht (B).
Sobald der Fliissigkeitsspiegel den mit einer Bohrung versehenen
Deckel erreicht, schiefst die Fliissigkeit in die 15 ml Rollrandgldser
ein.. Die Wirkstoffe werden hierdurch bis tief in die
Nanotubeformationen gedriickt.

Der so vorbereitete Rundkolben wurde fir 45 min mit einer Membranpumpe
evakuiert. Dabei konnte der Druck im Dreihalsrundkolben auf unter 100 mPa
gesenkt werden. Unter Vakuum wurden 75 ml entweder einer 10 %-igen
Vancomycinlésung oder einer 10 %-igen Silbernitratidsung eingelassen, in der

die Proben fir 24 h verweilten (Abbildung 8 B). Danach wurden sie aus der
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entsprechenden Losung entnommen, Uberschiisse abgetropft und weitere 24 h

bei Raumtemperatur getrocknet.

3.5 Desorption der Wirkstoffe

3.5.1 Statische Freisetzung in einem Auslagerungssystem aus Teflon®

Teflon® als Handelsname steht fur Polytetrafluorethylen (PTFE). Es handelt sich
hierbei um ein vollfluoriertes Polymer. PTFE ist extrem reaktionstrdge und sehr
bestéandig gegen viele reaktive Reagenzien, wie zum Beispiel Basen, Alkohole,
Ketone, Benzine und Ole. Auf Grund seiner extrem niedrigen
Oberflachenspannung existieren nahezu keine Substanzen, die an PTFE haften
bleiben [126].

Das Problem der Auslagerung bestand darin, dass lediglich eine Seite der
Titanplattchen optimal anodisiert war und Nanotubes aufwies. Diesem Problem
wurde durch die Verwendung von Zylindern aus Teflon® Rechnung getragen
(Abbildung 9).

Zylinder aus
Teflon

Auslagerungs-
L—+—  medium

Titanplattchen
_—" anodisierte Seite

Sockel aus
Teflon

Abbildung 9: Lingsschnitt durch ein Teflon®-Auslagerungssystem
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Auf diesen Zylindern wurden die Titanplattchen mittels Schraubvorrichtung so
befestigt, dass das Lumen des Zylinders eine exakt bekannte, kreisrunde
Flache von 0,64 cm? unbedeckt lieB. Durch den aufgebauten Druck des
Schraubvorgangs wurde das Zylindervolumen gegeniber dem Restplattchen
vollstandig abgedichtet. Die Zylinder wurden mit steriler, physiologischer
Pufferlosung PBS (8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,11 g NazHPO,, 0,2 g KH;PO4 in
einem Liter Reinstwasser) gefullt und mit einem Deckel gegen Verdunstung
geschuitzt. Das Volumen betrug bei der Vancomycinauslagerung 2 ml, bei der
Silberauslagerung 2,5 ml. Zur Auslagerung wurden die praparierten Zylinder in
einem Brutschrank (37°C) aufbewahrt. Durch Platzierung der Proben auf einem
Kreisschittler bei mafiger Rotationsgeschwindigkeit wurde eine permanente
Durchmischung der Flussigkeit und des ausdiffundierten  Wirkstoffs
gewahrleistet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Rotationsgeschwindigkeit

des Kreisschiuttlers wahrend der gesamten Auslagerungszeit unverandert blieb.

3.5.2 Messung der Antibiotikakonzentration durch UV/Vis-Spektroskopie

Die Wirkstoffkonzentration wurde mit Hilfe eines Zweistrahl-UV/Vis-
Spektralphotometers Cary 1 der Firma Varian, Australien, durch
Absorptionsmessung an flissiger Phase bei Antibiotika-spezifischer
Wellenlange ermittelt. Die Absorptionswellenlange fir Vancomycin wurde durch
Messung der Absorption an 1 %-iger Wirkstofflosung dber einen
Wellenlangenbereich von 200 — 800 nm ermittelt. Als Absorptionswellenléange
wurde diejenige Wellenlange gewahlt, die eine Absorption proportional zur
Wirkstoffkonzentration aufwies. Dabei misst das UV-Spektrometer die
Extinktion, d.h. die Abschwéchung der Strahlungsintensitdt beim Durchgang
durch eine absorbierende Substanz. Diese Kkorreliert Uber das Lambert-

Beersche Gesetz mit der vorliegenden Vancomycinkonzentration.
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AE=¢_ -C-d (6)

AE =  Extinktionsdifferenz, enw = molarer  Extinktionskoeffizient (I-mol'l-cm'l),

¢ = Konzentration (moI-I'l), d = Durchmesser der Kivette

Fur Vancomycin wurde A = 237 nm als optimale Absorptionswellenlange
bestimmt. Mit Hilfe von Standardldsungen mit Antibiotikagehalt von 0 — 40 mg/I
wurde fur Vancomycin eine Eichgerade erstellt. Der Korrelationskoeffizient der
Eichgerade betrug 0,99 (Abbildung 10).

Abbildung 10: Eichgerade zur Messung der Vancomycinkonzentrationen durch
Absorption

Anhand der Geradengleichung wurde die Konzentration der Messlosung
bestimmt. Die Wirkstoffmenge wurde durch Messung der Wirkstoffkonzentration
in den Auslagerungsmedien und dem konstanten Volumen ermittelt. Lag der
unbekannte Wert oberhalb des linearen Bereichs, wurden die Ldsungen
entsprechend verdunnt. Als Referenz diente bei jeder Messung sterile,

physiologische Pufferlosung PBS.
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Die Wirkstoffmenge wurde durch Messung der Wirkstoffkonzentration in dem
Auslagerungsmedium PBS  ermittelt. Dazu wurde das Gemisch
PBS/Vancomycin aus den Teflonkolben in 1,5 ml UV-Kiuvetten halbmikro mit
den Abmessungen 12,5 x 12,5 x, 4,5 mm der Firma Plastibrand, Deutschland,
pipettiert und in 30 Minuten Ruhezeit auf Raumtemperatur abgekihlt. Durch
diese standardisierte Abkuhlzeit konnte ein auftretender Temperaturfehler
vernachlassigt werden. Danach erfolgte die Messung der

Vancomycinkonzentration in den Auslagerungsmedien der einzelnen Proben.

3.5.3 Messung der Silberkonzentration durch ICP-Massenspektrometrie

Zur Bestimmung der Silberkonzentration wurde ein Inductively Coupled
Plasma — Mass Spectrometry (ICP-MS) Gerat der Firma Varian, Australien,
verwendet. Es handelt sich hierbei um ein Verfahren zur Element- und
Isotopenanalyse. Die ICP-MS beruht auf der lonisierung des zu analysierenden
Materials in einem Plasma bei etwa 6 000 — 10 000 K. Zur Erzeugung des
Plasmas wird ein hochfrequenter Strom in ionisiertem Argongas induziert. Aus
diesem Plasma werden die lonen durch zwei Blenden, die als Sampler und
Skimmer bezeichnet werden, in das Vakuumsystem des Massenspektrometers
uberfihrt. Nach dem Fokussieren in der sogenannten lonenoptik wird der
lonenstrahl im eigentlichen Massenspekirometer in lonen unterschiedlicher
Masse getrennt und detektiert. Hierbei wird die Masse zum qualitativen und
guantitativen Nachweis genutzt [127].

Gemessen wurden die Konzentration der Silberisotope Ag 107 und Ag 109.
Zum Nachweis wurde etwa 1 ml des zu untersuchenden Mediums durch einen
dinnen Schlauch angesaugt und in der Plasmakammer verdampft. Die
gualitative und quantitative massenspektrometrische Auswertung wurde mittels
der Software ICP-MS Expert der Firma Varian durchgefiihrt. Als Standard
wurde ,ICP Multi Element Standard Solution VI CertiPUR®™ der Firma Merk,
Deutschland, mit einer Silberkonzentration von 20,1 +/- 0,5 mgl™ in der
Verdiinnung 1:50, 1:100 und 1:200 verwendet.
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3.6 Das Korsmeyer-Peppas-Modell

Ausgehend von dem 2. Fickschen Diffusionsgesetz entwickelten Korsmeyer et
al. (1983) und Peppas et al. (1985) ein semiempirisches Modell zur
Wirkstofffreisetzung. Das Modell geht von perfekten Sinkbedingungen, einer
homogenen initialen Wirkstoffbeladung und einer im Vergleich zu
Wirkstoffdiffusion schnellen Wirkstofflésung aus. Als Ursache liegt der Diffusion
ein Konzentrationsgradient zu Grunde. Es ergibt sich folgende Korsmeyer-
Peppers-Gleichung:

ﬂ:k{n @)
M

0

M; = kumulativ freigesetzte Masse zur Zeit t, M =kumulativ freigesetzte Masse zur Zeit t—oo,

k = Kinetikkonstante, n = Freisetzungsexponent

Diese Gleichung stellt den verallgemeinerten Fall dar und schlief3t anomale und
nicht-Ficksche Diffusion in der Freisetzungskinetik mit ein. Der Freisetzungs-
exponent n charakterisiert die verschiedenen Freisetzungsmechanismen, wobei
zwischen Fickscher Diffusion (Case I-Transport, diffusions-kontrolliert), nicht-
Fickscher Diffusion (Case lI-Transport, Quellungs/Degradations-kontrolliert) und
anomaler Diffusion (Uberlagerung von Case | und Case Il) unterschieden

werden kann (Tabelle 3).

Freisetzungsexponent n . .
Freisetzungsmechanismus
Dunner Film Zylinder Kugel
0,5=2n 0,45 = n 0,43 = n Ficksche Diffusion
05<n<10]045<n<0,89 | 0,43 <n <0,85 | Anomaler Transport
1=n 0,89 < n 0,85 <n Case-Il1-Transport

Tabelle 3:  Einteilung der Transportmechanismen in Abhdngigkeit des
Freisetzungsexponenten fiir verschiedene Geometrien [128]

R? (in %) ist dabei ein MaR fiir die Ubereinstimmung der gemessenen Werte mit

der aus diesen Daten errechneten Freisetzung nach Peppa.
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3.7 Verwendete Chemikalien und Wirkstoffe

Ammoniumhydrogenfluorid NH4HF, der Firma Merck, Darmstadt,
Bstnr.: 1.01164

Ethylenglycol HOCH,CH,OH der Firma Merck, Darmstadt,
Bstnr.: 1.09621

Flusssaure HF 40 % der Firma Merck, Darmstadt,
Bstnr.: 1.00338

Schwefelsaure H>S0,4 95-97 % der Firma Merck, Darmstadt,
Bstnr.: 1.00731

Silbernitrat AgNO3 der Firma Merck, Darmstadt,
Bstnr.: 1.01512

Vancomycin Vancomycin CP 500 mg in Durchstech-
flaschen der Firma Hikma Pharma GmbH,
Portugal
512,6 mg Vancomycinhydrochlorid
entsprechend 500 mg Vancomycin
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4. Ergebnisse
4.1 Strom-Zeit-Diagramm einer Anodisierung in einem Elektrolyten auf

Wasserbasis

Zu Beginn der jeweiligen Anodisierung wurde die Spannung in gleichmafigen
Schritten von 50 mVs™ auf die Anodisierungsspannung von 20 Volt angehoben.
Die anodisch aktive Titanoberfliche hatte eine Gesamtgrof3e von circa
7,55 cm?. Dabei stieg die Stromstarke innerhalb der ersten 300 Sekunden sehr
langsam auf Werte von 5 — 9 mA an. Nach einem Zeitraum von 300 - 400
Sekunden kam es sehr haufig zu einem sprunghaften Anstieg des
Anodisierungstromes um 200 — 300 % (Abbildung 11 oben).
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Abbildung 11: Strom-Spannungs-Zeit-Diagramm einer Anodisierung in einem
Elektrolyten auf Wasserbasis in den ersten 400 Sekunden (oben)
und nach einer Anodisierungszeit von 3 Stunden (unten). Die
Gerade entspricht hierbei der gleichmdfSig ansteigenden und nach
dem Zeitraum von 400 Sekunden konstant gehaltenen
Anodisierungsspannung (Spannung zusdtzlich 10:1 verstdrkt).
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4. Ergebnisse

Nach der anfanglichen Phase mit gleichmaRigem Spannungsanstieg wurde die
erreichte Anodisierungsspannung in Héhe von 20 Volt Gber einen Zeitraum von
3 bzw. 18 Stunden gehalten. Die Stromstarke zeigte hierbei einen initial
exponentiell abfallenden Verlauf und néherte sich dann asymptotisch
Stromwerten an, die zwischen 18 und 28 mA lagen (Abbildung 11 unten).

4.2  Herstellung von vier gleichwertigen Titanproben

Pro Anodisierungszyklus wurden mit dem in Kapitel 3.2.1 beschriebenen
Versuchsaufbau vier Titanplattchen mit Nanotubeoberflachen modifiziert. In den
Vorversuchen konnte hierbei gezeigt werden, dass die Anordnung von vier
Titanproben im 90° Winkel zueinander, mit umgebender zylindrischer
Platinnetzgegenelektrode, zu vier gleichwertigen  Titanoxidnanotube-
oberflachen fihrt (Abbildung 12). Jeweils ein Titanplattchen wurde bei der
spateren Versuchsdurchfihrung unter dem Elektronenmikroskop auf seine
Oberflachenstruktur hin untersucht und stand exemplarisch fur die anderen drei
Titanproben dieses Anodisierungsvorgangs. Diese drei Titanproben wurden
dann ohne weitere elektronenmikroskopische Untersuchungen fir die

Auslagerungsversuche verwendet.

Abbildung 12: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der 4 Titanproben eines
Anodisierungsvorganges. Erkennbar ist die weitestgehend
einheitliche Oberfldchenstruktur der 4 Proben im Vergleich.
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4. Ergebnisse

4.3 Definierte Versuchsoberflache — Abdichtung des Probenzylinders

Das entscheidende Problem der Versuchsdurchfiihrung bestand darin, dass die
Titanproben nur auf einer Seite mit Nanotubeformationen modifiziert waren.
Durch die Verwendung von PTFE-Zylinder musste sichergestellt werden, dass
nur eine definierte Flache zur Auslagerung der Wirkstoffe unbedeckt blieb. Die
Schraubverbindung sorgte fiir einen erheblichen Druck des PTFE-Randes auf
die Titanoxidoberflache, der in diesem Bereich zu einer Deformation und somit
zu einer Abdichtung des Probenzylinders gegen die restliche Oberflache der
Titanprobe sorgte (Abbildung 13).

Abbildung 13: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Impression, die der
PTFE-Zylinder nach Versuchsdurchfiihrung auf der Titan-
oberfldche hinterlassen hat. Dieser Bereich erscheint fiir die nétige
Abdichtung des Probenzylinders gegeniiber der librigen
Probenoberfliche ausreichend.

40
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4.4

Oberflachenanalyse — Elektrolyt auf Wasserbasis

Abbildung 14: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer Titanprobe nach 3

Impulse pro Sekunde

Stunden Anodisierung in einem Elektrolyten auf Wasserbasis, die
Aufsichtsaufnahme (links) und das Schnittbild durch die
Titanoxidschicht (rechts).
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Abbildung 15: XRD-Diagramm einer Titanprobe nach 3 Stunden Anodisierung in

einem Elektrolyten auf Wasserbasis. Anteile von NaCl sind auf
Reste der PBS-Lésung zurtickzufiihren. Deutlich erhéhte Impulse
bei Titan in Reinform sprechen fiir die geringe Dicke der
Oxidschicht. Diese besteht zu grofsen Anteilen aus Anatas, zu
kleinen Anteilen aus Rutil und Ti30s.

A — Titan Reinform, B — Anatas, C — Rutil, D — NaCl, E — Ti305
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Abbildung 16:

Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer Titanprobe nach 18
Stunden Anodisierung in einem Elektrolyten auf Wasserbasis, die
Aufsichtsaufnahme (links) und das Schnittbild durch die
Titanoxidschicht (rechts).
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Abbildung 17:

XRD-Diagramm einer Titanprobe nach 18 Stunden Anodisierung
in einem Elektrolyten auf Wasserbasis. Anteile von NaCl sind auf
Reste der PBS-Losung zurltickzufiihren. Geringere Impulse bei
Titan in Reinform sprechen im Gegensatz zu der 3 Stunden
Anodisierungszeit fiir eine grofdere Dicke der Oxidschicht. Diese
besteht zu grofden Anteilen aus Anatas, zu einem kleinen Anteil aus
Rutil.

A — Titan Reinform, B — Anatas, C — Rutil, D — NaCl
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4.5 Oberflachenanalyse — Elektrolyt auf Ethylenglycolbasis

Abbildung 18:
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|

Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer Titanprobe nach 8
Stunden  Anodisierung in einem Elektrolyten auf
Ethylenglycolbasis, die Aufsichtsaufnahme (links) und das
Schnittbild durch die Titanoxidschicht (rechts).
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Abbildung 19:

XRD-Diagramm einer Titanprobe nach 8 Stunden Anodisierung
in einem Elektrolyten auf Ethylenglycolbasis. Auf Grund der relativ
grofsen Dicke der Titanoxidschicht ist Titan in Reinform kaum
nachweisbar. Die Oxidschicht besteht zu grofden Anteilen aus
Anatas, zu einem kleinen Anteilen aus Rutil.
A — Titan Reinform, B — Anatas, C — Rutil
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Abbildung 20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer Titanprobe nach 18
Stunden  Anodisierung in einem Elektrolyten auf
Ethylenglycolbasis, die Aufsichtsaufnahme (links) und das
Schnittbild durch die Titanoxidschicht (rechts).
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Abbildung 21: XRD-Diagramm einer Titanprobe nach 18 Stunden Anodisierung
in einem Elektrolyten auf Ethylenglycolbasis. Auf Grund der relativ
grofsen Dicke der Titanoxidschicht ist Titan in Reinform kaum
nachweisbar. Die Oxidschicht besteht zu grofden Anteilen aus
Anatas, zu einem kleinen Anteilen aus Rutil.

A — Titan Reinform, B — Anatas, C — Rutil
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Abbildung 22: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer Titanprobe nach 30
Stunden  Anodisierung in einem Elektrolyten auf
Ethylenglycolbasis, die Aufsichtsaufnahme (links) und das
Schnittbild durch die Titanoxidschicht (rechts).

Abbildung 23: XRD-Diagramm einer Titanprobe nach 30 Stunden Anodisierung
in einem Elektrolyten auf Ethylenglycolbasis. Auf Grund der relativ
grofsen Dicke der Titanoxidschicht, ist Titan in Reinform kaum
nachweisbar. Diese besteht zu grofsen Anteilen aus Anatas, zu
einem kleinen Anteil aus Rutil.

A — Titan Reinform, B — Anatas, C — Rutil, D — NaCl
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4. Ergebnisse

Der Elektrolyt auf Ethylenglycolbasis wurde zur Anodisierung der
Probenoberflachen mehrfach verwendet. Bei der Herstellung der 18 Stunden
Proben wurde der Elektrolyt vorher schon einmal zur Anodisierung einer
8 Stunden Probe verwendet, vor der Herstellung der 30 Stunden Probe
zweimal, zur Anodierung einer 8 Stunden Probe und zur Anodisierung einer
18 Stunden Probe.

4.6 Vancomycinauslagerung
4.6.1 Auslagerungsergebnisse der Oberflachen aus einem Elektrolyten

auf Wasserbasis

Verglichen werden in diesem Kapitel Proben mit 3 und 18 Stunden
Anodisierungszeit in einem wassrigen Elektrolyten auf ihre fraktionierte Abgabe
von adsorbiertem Vancomycin. Als Referenz dienen wirkstoffbeladene
Titanproben, die keinen Anodisierungszyklus durchlaufen haben. Die
versuchsrelevante Probenoberfliche betragt 0,64 cm? (Offnung des

Teflonzylinders).

3 h Anodisierung 18 h Anodisierung Referenz
_ 136,16 ug 146,85 pg 32,43 g
Abgabe Stunde 1-6 53,97 % (1) 45,3 % (1) 41,31 % (1)

(initialer burst)

319,9 % (2)

352,8 % (2)

Abgabe bis Tag 14

194,05 pg
76,92 % (1)
290,2 % (2)

217,61 pg
67,13 % (1)
337,6 % (2)

49,73 ug
63,36 % (1)

252,29 g 324,15 pg 78,5 pg
Gesamte Wirkstoffmenge 100 % (1) 100 % (1) 100 % (1)
221,4 % (2) 312,9 % (2)
Auslagerungszeitraum 145 Tage 80 Tage

Tabelle 6: Vancomycinabgabe der Titanoberfldichen nach 3 bzw. 18 Stunden
Anodisierung in einem widssrigen Elektrolyten. Eingetragen sind
zudem die prozentuale Abgabe hinsichtlich der Gesamtabgabe (1)
und die prozentuale Steigerung im Vergleich zu der Referenz (2).
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4. Ergebnisse

3 Stunden Anodisierung
18 Stunden Anodisierung
Referenz (nicht anodisiert)
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Abbildung 24: Vancomycinauslagerung der Titanproben nach 3 bzw. 18 Stunden
Anodisierung im Vergleich zu der Referenz. Graphen gefittet nach
Peppas: 3 Stunden Probe: n =0,1; k =153,07; R?=99,43%
18 Stunden Probe: n = 0,13; k =164,04; R2=97,35%
Referenz: n = 0,16; k = 34,42; R? = 94,85%

3 Stunden Anodisierung
18 Stunden Anodisierung
Referenz (nicht anodisiert)
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Abbildung 25: Vancomycinauslagerung der Titanproben prozentual nach 3 bzw.
18 Stunden Anodisierung im Vergleich zu der Referenz. Graphen

gefittet nach Peppas: 3 Stunden Probe: n= 0,1; k= 60,67; R*= 99,43%

18 Stunden Probe: n=0,13; k= 50,61; R?=97,35%

Referenz: n= 0,16, k= 43,85; R?= 94,85%
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4. Ergebnisse

Wie aus Abbildung 24 und Tabelle 6 ersichtlich, konnten in die modifizierten
Titanoxidoberflachen deutlich groRere Vancomycinmengen eingelagert werden
als in die Referenzoberflache. Verglichen mit der Referenz war sie bei den
3 Stunden Proben um 221,4 % und bei den 18 Stunden Proben um 312,9 %
vergroRert. Aus den Auslagerungsdaten lasst sich schliel3en, dass durch die
Vakuumimprégnierung auch eine deutliche Menge Vancomycin in die
Nanotubes eingelagert werden konnte.

Bei einer Betrachtung der prozentualen Vancomycinabgabe der Proben mit
3 bzw. 18 Stunden Anodisierungszeit an den therapeutisch interessanten
Zeitpunkten nach 6 Stunden bzw. 14 Tagen (Abb. 25 und Tab. 6) wird deutlich,
dass die Anodisierung in einem  wassrigen Elektrolyten als
Oberflachenmodifikation  hinsichtlich  der  Freisetzungskinetik  keinen
signifikanten Vorteil bietet. Die Auslagerung erfolgte bis Tag 14 schneller als bei

der Referenzprobe.

4.6.2 Auslagerungsergebnisse der Oberflachen aus einem Elektrolyten

auf Ethylenglycolbasis

Verglichen werden in diesem Kapitel Proben mit 8, 18 und 30 Stunden
Anodisierungszeit in Ethylenglycol auf ihre fraktionierte Abgabe von
adsorbiertem Vancomycin. Als Referenz dienen wirkstoffbeladene Titanproben,
die keinen Anodisierungszyklus durchlaufen haben. Die versuchsrelevante

Probenoberflache betragt 0,64 cm? (Offnung des Teflonzylinders).
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Abbildung 26: Vancomycinauslagerung der Titanproben nach 8, 18 bzw. 30
Stunden Anodisierung im Vergleich zu der Referenz. Graphen gefittet
nach Peppas: 3 Stunden Probe: n= 0,28; k= 37,08; R?= 97,38%
18 Stunden Probe: n=0,23; k=121,76; R?= 99,14%
30 Stunden Probe: n=0,27; k= 51,52; R?= 98,85%
Referenz: n=0,16; k= 34,43; R?= 95,95%
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Abbildung 27: Vancomycinauslagerung der Titanproben nach 8, 18 bzw. 30 Stunden
Anodisierung prozentual im Vergleich zu der Referenz. Graphen
gefittet nach Peppas: 3 Stunden Probe: n= 0,28; k= 22,23; R?= 97,38%
18 Stunden Probe: n= 0,23; k= 28,36; R?= 99,14%
30 Stunden Probe: n=0,27; k=22,27; R?= 98,73%
Referenz: n= 0,16, k= 43,86, R?= 95,95%
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8 Stunden 18 Stunden 30 Stunden Referenz
Anodisierung | Anodisierung | Anodisierung
_ 38,3 ug 103,2 ug 49,4 ug 32,4 ug
Ab(?ra]‘i?; Iitrul?:rest:; 6 22,9 % (1) 24 % (1) 21,4 % (1) |41,3%(1)
18,2 % (2) 218,5 % (2) 52,5 % (2)
69,3 ug 219,7 ug 100,1 pg 49,7 ug
Abgabe bis Tag 14 41,6 % (1) 51,2 % (1) 43,3 % (1) |63,4%(1)
39,4 % (2) 342,1 %(2) 101,4 % (2)
166,8 ug 429,4 ug 231,3 pg 78,5 ug
Gesamte Abgabemenge 100 % (1) 100 % (1) 100 % (1) |100 %(1)
112,5 % (2) 447 % (2) 194,7 % (2)
Auslagerungszeitraum 305 Tage 80 Tage

Tabelle 7: Vancomycinabgabe der Titanoberfldchen nach 8, 18 bzw. 30 Stunden
Anodisierung in einem Elektrolyten auf Ethylenglycolbasis.
Eingetragen sind zudem die prozentuale Abgabe hinsichtlich der
Gesamtmenge (1) und die prozentuale Steigerung im Vergleich zu der
Referenz (2).

Zur Herstellung der Probenoberflachen dieses Ansatzes wurde der Elektrolyt
Daher bei
Oberflachenstrukturen sehr grof3e Unterschiede. Diese Tatsache spiegelt sich

mehrfach  verwendet. zeigten sich den resultierenden

auch in der Gesamtmenge des eingelagerten Vancomycins (Abb. 26 und
Tab. 7) und der Freisetzungskinetik (Abb. 27 und Tab. 7) wider. Verglichen mit
der Referenz konnten in alle Oberflachen, die in einem Elektrolyten auf
erheblich
Vancomycinmengen eingelagert werden. So war bei der 18 Stunden Probe eine

Ethylenglycolbasis  anodisiert ~ worden  waren, gréRRere
Steigerung der Gesamtvancomycinmenge um bis zu 447 % madglich. Ob eine
Wirkstoffbeladung bis an den Boden der Nanotubes erfolgt ist, konnte mit den
zur Verfugung stehenden Messmethoden nicht geklart werden. Sicher ist, dass
das angelegte Vakuum eine Wirkstoffbeladung bis tief in die
Nanotubestrukturen unterstutzt hat.

Bei einer Betrachtung der prozentualen Wirkstoffabgabe der Proben dieses
Ansatzes zu den therapeutisch interessanten Zeitpunkten nach 6 Stunden bzw.
14 Tagen wird bei allen Proben eine im Vergleich mit der Referenz starke

Retardierung der Wirkstoffabgabe deutlich.
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4.6.3 Vergleich der Oberflachen

450
400 B 3h wassriger

Elektrolyt
350

¥ 18h wassriger
300 Elektrolyt
250 8h Ehtylenglykol
0 18h Ethylenglykol
150
100 30 h Ehtylenglykol
>0 I I W Referenz

0 _

Stunde 1-6 14 Tage Gesamtabgabe

Abbildung 28: Vergleich aller Probenoberfldchen. Vancomycinabgabe nach 6
Stunden und nach 14 Tagen, sowie Abgabemenge nach
vollstdndiger Auslagerung.
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Abbildung 29: Vergleich aller Probenoberfldchen. Vancomycinabgabe prozentual
nach 6 Stunden und nach 14 Tagen im Vergleich zu der Referenz.
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Bei einem prozentualen Vergleich der 18 Stunden Proben hinsichtlich der
Vancomycinabgabe zu den therapeutisch interessanten Zeitpunkten nach
6 Stunden bzw. 14 Tagen (Abb. 29) wird eine starke Retardierung der
Wirkstoffabgabe bei den Ethylenglycolproben im Vergleich zu den Proben aus
wassrigen Elektrolyten deutlich. Verglichen mit der Referenz und den Proben,
die in einem wassrigen Elektrolyten anodisiert worden waren, kam es bei den
Ethylenglycolproben nach dem 14. Tag bis zum Ende der Messzeit zudem zu
der Auslagerung einer weiteren groflen Menge Vancomycin aus den
Nanotubestrukturen (Abb. 28). Auch bei dem Vergleich der Ubrigen Proben
(Abb. 29) ist eine retardierte Wirkstofffreisetzung der Ethylenglycolproben im
Vergleich zu den Proben aus dem wassrigen Elektrolyten und der Referenz
erkennbar. Der Grund fir die Verlangsamung der Freisetzungskinetik konnte in
der geringeren  Nanotubeanzahl bei den Proben aus einem
Ethylenglycolelektrolyten  und den  damit  verbundenen  grof3eren
Tubedurchmessern liegen. Hierdurch erfolgte wahrscheinlich eine tiefere
Wirkstoffeinlagerung in die Tubeformationen und damit eine deutliche
Verlangerung der Diffusionsstrecke. Die relativ grolle Gesamtmenge
adsorbierten Vancomycins der Oberflachen, die in einem wassrigen
Elektrolyten anodisiert worden waren (Abb. 28), lasst sich wahrscheinlich mit
der hohen Nanotubeanzahl erklaren. Sie fihrt zu einer erheblichen
VergréRerung der Gesamtoberfliche und ermoglicht eine  hohe

Adsorptionsmenge trotz geringerer Schichtdicke der Nanotubeformationen.

4.7 Ergebnisse der Silberauslagerung

Verglichen werden in diesem Kapitel Proben mit 3 und 18 Stunden
Anodisierungszeit in einem Elektrolyten auf Wasserbasis (Kapitel 3.2.1) auf ihre
fraktionierte Abgabe von adsorbiertem Silber (aus Silbernitrat). Als Referenz
dienen wirkstoffbeladene Titanproben, die keinen Anodisierungszyklus
durchlaufen haben. Die versuchsrelevante Probenoberflache betragt 0,64 cm?
(Offnung des Teflonzylinders).
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Abbildung 30: Silberauslagerung der Titanproben nach 3 bzw. 18 Stunden
Anodisierung im Vergleich zu der Referenz. Graphen gefittet nach

Peppas:
3 Stunden Probe: n=0,2; k=1552; RZ2=93,79%
18 Stunden Probe: n = 0,23; k=14,91; R?=93,77%
Referenz: n=0,17; k = 6,1; R?=93,94%
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Abbildung 31: Silberauslagerung der Titanproben nach 3 bzw. 18 Stunden
Anodisierung prozentual im Vergleich zu der Referenz. Graphen

gefittet nach Peppas:
3 Stunden Probe: n= 0,2; k= 42,64; R?=93,79%
18 Stunden Probe: n= 0,23; k= 37,98; R?=93,77%
Referenz: n= 0,01; k= 51,3; R?= 93,94%
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3 h Anodisierung 18 h Anodisierung Referenz
wassriger Elektrolyt | wassriger Elektrolyt
_ 11,51 pg 9,27 ug 5,13 ug
Ab(?si?; Iztr“gfzs 6 31,62 % (1) 23,63 % (1) 43,13 %(1)
125,5 % (2) 82,4 % (2)
28,04 ug 29,07 g 10,05 ug
Abgabe bis Tag 14 77,02 % (1) 74,09 % (1) 84,49 %(1)
177,2 % (2) 188,1 % (2)
36,4 ug 39,24 ug 11,9 pg
Gesamte Wirkstoffmenge 100 % (1) 100 % (1) 100 % (1)
205,9 % (2) 229,4 % (2)
Auslagerungszeitraum 144 Tage 44 Tage

Tabelle 8: Silberabgabe der Titanoberflichen nach 3 bzw. 18 Stunden
Anodisierung in einem Elektrolyten auf Wasserbasis. Eingetragen sind
zudem die prozentuale Abgabe hinsichtlich der Gesamtabgabe (1) und
die prozentuale Steigerung im Vergleich zu der Referenz (2).

Aus der Abbildung 30 und der Tabelle 8 geht hervor, dass in die modifizierten
Titanoxidoberflachen offensichtlich eine erheblich gréRere Menge Silber
eingelagert werden konnte als in die Referenzoberflache. Der Grund ist auch
bei dieser Versuchsreihe in der Oberflachenstruktur und der durch die grof3e
Anzahl zylindrischer Poren erheblich vergroRerten Gesamtoberflache zu sehen.
Bei einer Betrachtung der prozentualen Abgabe des adsorbierten Silbers an
den therapeutisch interessanten Zeitpunkten nach 6 Stunden bzw. 14 Tagen
(Abb. 31, Tab. 8) wird deutlich, dass die Freisetzung dieses Wirkstoffes
verglichen mit der Referenz retardiert erfolgt. Das kdnnte maoglicherweise auf
eine, verglichen mit der Vancomycinversuchsreihe, tiefere Einlagerung der
Silberionen in die Nanotubeformationen zuriickzufihren sein. Eine weitere
mogliche Ursache konnte auch in der anodischen Oxidation der
Titanoberflachen liegen. Durch wahrend der Anodisierung in der Gitterstruktur
der Titanoxide auftretenden Fehler entstehen Ladungsphanomene, die fiir eine

zusatzliche Retention des eingelagerten Silbers verantwortlich sein kénnen [7].
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5. Diskussion

Titanimplantate kommen heute in zunehmender Zahl als funktioneller Ersatz
degenerierter Gelenke und kinstliche Zahnwurzeln zum Einsatz. Nach
offiziellen Schatzungen wurden in Deutschland im Jahr 2008 circa 180 000
Huft-, 125 000 Knieprothesen, sowie 700 000 Zahnimplantate eingesetzt und
funktionell belastet [1, 130]. Ein entscheidendes Problem dieser chirurgischen
Interventionen sind periimplantére Infektionen, deren Haufigkeit mit 1,2 % [131]
bis 4,3 % [132], bei Revisionsoperationen sogar mit bis zu 17 % [133]
angegeben werden. Die Infektionsrate kardiovaskularer Implantate liegt bei bis
zu 7,4 % [132]. Es wird davon ausgegangen, dass in erster Linie der operative
Eingriff zu einer Kontamination der Implantatoberflache fuhrt [134]. Eine
hamatogene oder lymphogene Besiedelung des Implantates im Rahmen
transitorischer Bakteriamien, die von Infektionsherden alio loco ausgehen, ist
vergleichsweise seltener, aber ebenfalls moglich [134, 135, 136]. Standardisiert
wird versucht, diesem Problem postoperativ mit hochdosierten, systemischen
Antibiosen zu begegnen [137]. Anders als bei nicht mit Fremdkoérperoberflachen
assoziierten Infektionen gehen die Bakterien in Anwesenheit einer
Implantatoberflache allerdings von der planktonischen in eine sessile
Lebensform Uber. Nach der initialen Adhasion an der entsprechenden
Oberflache beginnen sie mit der Produktion neuer, extrazellularer
Matrixbestandteile, ein komplex strukturierter Biofilm entsteht. Ab diesem
Stadium wird der kérpereigene Wirkmechanismus der Bakterienabwehr, die
Phagozytose, wirkungslos und auch die Widerstandsfahigkeit der Bakterien im
Biofilm gegen Antibiotika steigt um ein Vielfaches [138, 139]. Zudem ist die
Funktion der Leukozyten in direkter Fremdkorperumgebung gestort [140, 141].
Das ist die Erklarungsgrundlage dafir, dass schon eine sehr geringe Anzahl an
Bakterien in der Lage ist, diese Art der Infektion auszuldsen und zu unterhalten
[142]. Phasenweise kommt es dann zu einer bakteriellen Ausschwemmung aus
dem Biofilm, die zu einer Besiedelung weiterer Areale fiihren kann, h&ufig
begleitet durch akute klinische Symptome [130]. Dieser Wettlauf zwischen

Gewebeanlagerung und bakterieller Besiedelung wird als ,race for the surface”
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bezeichnet [143]. Je nach Abwehrlage des Wirtsorganismus fuhrt das zu einem
sofortigen oder zu einem bis um Jahre verzdgerten Implantatverlust. Eine
vollstandige Keimeradikation ist dann in der Regel nicht mehr durch
antibiotische Therapie, sondern nur noch durch den kompletten Austausch der
infizierten Implantatbestandteile moglich [135, 143, 144]. Diese Tatsachen
erfordern heute neue antimikrobielle Strategien, die praventiv vor einer Infektion
der Implantatoberflache schitzen. Es gilt dabei auch, der rasanten
Resistenzentwicklung durch unbedachten systemischen Antibiotikaeinsatz
entgegenzuwirken. Ein moglicher Weg wird in der lokalen Wirkstofffreisetzung
aus Oberflachenmodifikationen gesehen. Sie ermdglicht vor Ort hohe
Wirkstoffdosen ohne das erhdhte Risiko systemischer Nebenwirkungen und,
bei entsprechender Freisetzungsmenge und -kinetik, mit einem verminderten
Risiko der Resistenzentstehung [145].

Medizinische Titanoberflichen wurden in dieser Arbeit durch Anodisierung in
fluoridhaltigen Elektrolyten modifiziert. In die dadurch entstandenen
nanotubeférmigen  Strukturen  wurden die antimikrobiell ~ wirksamen
Modellsubstanzen Vancomycin und Silber unter Vakuum eingelagert. Ziel war
es, ein oberflachennahes Wirkstoffdepot mit kontrollierter Freisetzungskinetik zu
schaffen, das es ermdoglicht, die initiale Bakterienadhésion und damit die

Infektion der Implantatoberflache wirksam zu verhindern.
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5.1 Herstellung der Nanotubeoberflachen

Ansatz 1: Ansatz 2:
Elektrolyt auf Wasserbasis Elektrolyt auf Ethylenglycolbasis
Zusammensetzung: Zusammensetzung:
1 M H2S04 98 Vol. % Ethylenglycol
0,15 Gew. % HF 2 Vol. % Hz0

0,25 Gew. % NH4HF;
Wdrmenachbehandlung: Wdrmenachbehandlung:
Temperaturanstieg von 30 °CMin-! Temperaturanstieg von 1 °CMin-!
3 Stunden bei 550°C 4 Stunden bei 580 °C

Abbildung 32: Ubersicht iiber die verwendeten Elektrolytzusammensetzungen
sowie die Zeiten der Wdrmenachbehandlung

In der vorliegenden Arbeit wurden Titanoxidnanotubeoberflachen in zwei sehr
unterschiedlichen Elektrolyten durch Anodisierung erzeugt (Abb. 32). Dieses
Verfahren ist kostenginstig und ermdglicht eine relativ einfache Steuerung der
Oberflachenmorphologie, wie zum Beispiel dem Tubedurchmesser, der
Tubelange, der Wanddicke und dem Abstand zwischen den einzelnen
Nanotubes. Die entstehende Oxidschicht weist eine starke Haftung an der
Substratoberflache auf, die durch die Warmenachbehandlung noch gesteigert
werden kann. Dadurch eignet sie sich auch als Kontaktzone fir eine spéatere
funktionelle Knochenanlagerung. lhre Ro6hrenstrukturen sind die ideale
Grundlage fur eine tiefe Wirkstoffeinlagerung mit gerichtetem Wirkstofftransport
bei der Desorption, wobei die Tiefe der Wirkstoffeinlagerung wahrscheinlich von
dem Durchmesser der einzelnen Nanotubes abhéngt. Die Dicke der Schicht,
entsprechend dem maximalen Diffusionsweg, aber auch die Anzahl der
Nanotubes pro Zentimeter und der Nanotubedurchmesser, nehmen dabei
EinfluR auf die Freisetzungskinetik der Wirkstoffe. Weitere Faktoren sind die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Oxidschicht, wie zum Beispiel der
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isoelektrische Punkt und der pH-Wert, die nach der Anodisierung in
verschiedenen Elektrolyten variieren [146]. Ein Mald fur die mdgliche
Gesamtbeladungsmenge  scheint die Zahl der Nanotubes pro
Quadratzentimeter zu sein, die neben der Tubelange entscheidenden Einflul3
auf den Faktor der Oberflachenvergréf3erung hat.

Anodisierung in einem Elektrolyten auf Wasserbasis (Ansatz 1)

Bei der Verwendung eines Elektrolyten auf Wasserbasis konnte wahrend des
Spannungsanstieges meistens ein sprunghafter Anstieg des
Anodisierunsstromes  beobachtet werden. Dieser Anstieg resultiert
wahrscheinlich aus dem Spannungsdurchbruch durch die naturliche
Passivierungsschicht, die bei diesem Ansatz nicht durch vorheriges Beizen
entfernt worden war. Die Morphologie der resultierenden
Nanotubebeschichtung war gepragt von rohrenférmigen Poren in einer
kompakten Oberflache. Aus Anodisierungszeiten von 3 bzw. 18 Stunden
resultierten Dicken der Oxidschicht von 0,87 bzw. 1,45 pm. Eine um 500 %
langere Anodisierungszeit fuhrte in der Versuchsreihe also zu einer Steigerung
der Nanotubeldnge um 66,7 %. Dabei nahm der Nanotubedurchmesser um
42,9 % von 70 auf 100 nm zu. Eine lineare Korrelation ist bei beiden Werten
nicht erkennbar. Das Tiefenwachstum der Nanotubes scheint bei diesem
Ansatz auch bei einer deutlichen Verlangerung der Anodisierungszeit begrenzt.
Diese Erkenntnis deckt sich mit Veroffentlichungen verschiedener
Forschungsgruppen, aus denen hervorgeht, dass auch sie die Dicke der
resultierenden nanotubeférmigen Oxidschicht bei dieser Art Elektrolyt mit

einigen hundert Nanometern als begrenzt ansehen [48, 58, 129].

Anodisierung in einem Elektrolyten auf Ethylenglycolbasis (Ansatz 2)

Im Gegensatz zu dem Ansatz auf Wasserbasis wurde der Elektrolyt auf
Ethylenglycolbasis, wie durch Prakasam et al. [101] beschrieben, mehrfach
verwendet. Erkennbar waren hierbei eine deutliche Verbesserung der
Schichtqualitat bei der zweiten, sowie eine Verschlechterung der Schichtqualitat
bei der dritten Anodisierung. Wéhrend der erste Anodisierungsdurchgang mit
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8 Stunden Dauer lediglich zu porenformigen Strukturen in einer kompakten
Oberflache fuhrte, konnten im zweiten Durchgang mit 18 Stunden Dauer
freistehende Rohrenstrukturen mit gleichmaRiger Verteilung erzeugt werden.
Eine um 125 % verlangerte Anodisierungszeit fuhrte hierbei zu einer um 184 %
gesteigerten Nanotubelange (2,3 um => 6,54 um), sowie zu deutlich
einheitlicheren Tubedurchmessern. Bei der dritten Anodisierung kam es trotz
Steigerung der Anodisierungszeit um weitere 67 % zu einem Rickgang der
Nanotubeldange um 50 %. So konnte bei dem dritten Anodisierungsdurchgang
nur eine Schichtdicke von 3,27 um erreicht werden. Es resultierten teilweise
freistehende Nanotubestrukturen mit deutlich ungleichmaRigerer Verteilung. Die
Verbesserung der Schichtqualitat von der ersten zu der zweiten Anodisierung
ist wahrscheinlich auf geldstes Titan im Elektrolyten zurtickzufiihren, das den
initialen  Bildungsprozess der Nanotubestrukturen unterstutzt. Mit jeder
Anodisierung werden allerdings auch Fluoridionen und Wasseranteile aus dem
Elektrolyten entfernt, was vermutlich der Grund fir die Verschlechterung der
Schichtqualtitéat von dem zweiten zu dem dritten Durchgang ist. Bei der vierten
Anodisierung mit dem gleichen Elektrolyten konnten keine Nanotubestrukturen
mehr generiert werden. Die notigen Fluorid- und Wasseranteile scheinen unter
das erforderliche Mal3 gesunken zu sein. Der Elektrolyt auf Ethylenglycolbasis
weist also abhangig von seinem Volumen und der Probenoberflache eine

eindeutige Leistungsgrenze auf.

5.2 Adsorption und Desorption von Vancomycin

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde Vancomycin unter Vakuum in die
Probenoberflachen aus dem Elektrolyten auf Wasserbasis (Ansatz 1) und dem
Ethylenglycolelektrolyten (Ansatz 2) eingelagert und dessen Auslagerung in
PBS bei 37°C zeitbezogen gemessen.

Grundsatzlich lassen sich drei Arten von Oberflachenmodifikationen
unterscheiden, die zu einer Abgabe von antibakteriellen Wirkstoffen geeignet
sind. Biokompatible Polymere, wie zum Beispiel manche Polyurethane,
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Silikone, Polyhydroxyalkanoide und Polymethylmethacrylate (PMMA) werden
durch den Kérper nicht abgebaut [147]. Sie eignen sich fir den Einsatz auf
Medizinprodukten, die nicht fir den funktionellen Ersatz von Hartgewebe
gedacht sind. Mogliche Einsatzgebiete sind Katheter und andere temporéare
Medizinprodukte [148, 149]. Schierholz et al. [150] fanden heraus, dass die
Freisetzungskinetik hierbei von der Hydrophilie der Stoffe abhangt, die bei
ahnlichen Eigenschaften zu einer relativ gleichmaRigen Abgabe, bei
entgegengesetzten Eigenschaften zu einem initalen ,Freisetzungsburst” fihren.
Daneben nimmt aber auch die Porositdt der Tragerstruktur einen
entscheidenden EinfluB. Zu der zweiten Gruppe gehdren neben
biodegradierbaren Polymeren, wie zum Beispiel Beschichtungen auf der Basis
von Polylactiden, auch degradierbare CaP-Schichten aus Bruschit [151]. Diese
Oberflachenbeschichtungen haben in der Orthopadie schon seit Jahren auf
Implantaten flr den kinstlichen Gelenkersatz an Bedeutung gewonnen. Sie
setzen bei ihrer Degradation eingelagerte antimikrobielle Wirkstoffe in grof3en
Mengen frei. Dadurch werden lokal hohe Wirkstoffkonzentrationen ermdglicht,
ohne die bekannten Risiken der systemischen Toxizitat. Diese kombinierten
Oberflachen basieren auf dem Prinzip lokal kontrollierter Wirkstofffreisetzung
von einer implantierten Titanprothese, deren priméares Ziel der strukturelle und
funktionelle Ersatz von Eigengewebe darstellt. Idealerweise sind beide Ablaufe
koordiniert und arbeiten Hand in Hand. Beschichtungen auf der Basis von
Hydroxylapatiten wirken osteokonduktiv und unterstiitzen dadurch die
Anlagerung des vitalen Knochens. Allerdings sind auch einige
Oberflachenmodifikationen dieser Gruppe mit biologischen Méngeln behatftet.
So beinflussen zum Beispiel manche Abbauprodukte der Tréagerschichten das
umliegende Gewebe nachteilig und auch der Titan-Gewebe-Kontakt,
entscheidend fur die primare und die Langzeitstabilitdt eines Implantates, ist
nicht direkt nach der Implantation gegeben, sondern wird erst nach Abbau der
aufgebrachten Tragerschicht erreicht. Dieser Tatsache muss Rechenschaft
getragen werden, wenn eine maoglichst lange Wirkstofffreisetzung angestrebt
wird. Durch die Dicke der Schicht und die Konzentration der eingelagerten
Wirkstoffe lasst sich allerdings sehr genau EinfluR auf die Freisetzungskinetik
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und die insgesamt freigesetzte Wirkstoffmenge nehmen. Nach der initialen
Freisetzungsphase, die bei diesen Oberflachen meist einen burstférmigen
Verlauf aufweist, ist dadurch auch Uber langere Zeit hinweg ein ausreichend
hoher Wirkspiegel um das Implantat realisierbar [152, 153, 154]. Die dritte
Maoglichkeit besteht darin, den gewlnschten Wirkstoff direkt in die
Titanoberflache einzulagern. So konnen Implantatoberflichen, zum Beispiel
durch Tauchbeschichtung, unmittelbar vor Implantation mit einem Wirkstoff
versehen werden. Hierfur wird das Implantat einige Sekunden in eine
Wirkstofflosung gelegt. Dies fuhrt unmittelbar nach der Implantation zu einem
ausreichenden Wirkspiegel um das Implantat, der allerdings innerhalb weniger
Stunden abnimmt und die minimale Hemmkonzentration (MIC) unterschreitet
[155]. Der Vorteil dieser Methode liegt in dem unmittelbaren Kontakt des
durchbluteten Knochens und der Implantatoberflache, der den Ubergang von
der priméaren zu der sekundéren StabilitAt beglnstigt. In einer einzigen
prospektiv randomisierten klinischen Studie konnte mit diesem Verfahren trotz
der geringen Wirkdauer eine um 4,1 % reduzierte Rate der Endokarditisféalle
nach prothetischem Herzklappenersatz nachgewiesen werden [137, 156].

Die Anforderung hinsichtlich der Freisetzungskinetik  antimikrobieller
Substanzen an alle diese Oberflachen ist gleich. Eingelagerte Wirkstoffe sollen
zu Beginn in einem inititalen ,burst* freigesetzt werden, um dem erheblichen
Infektionsrisiko direkt nach dem chirurgischen Eingriff, beziehungsweise nach
der Implantation, entgegenzuwirken [157]. In den ersten zwei Stunden nach
erfolgtem Eingriff beginnen Bakterien Uber physikalische und chemische
Wechselwirkungen unspezifisch an der Implantatoberflache zu binden. Die
darauf folgenden zwei bis drei Stunden sind gekennzeichnet durch festere
Adhéasion der Bakterien an der Implantatoberflache, vermittelt durch spezifische
chemische Reaktionen, die irreversible molekulare Briicken schaffen [158].
Schon nach 24 Stunden sind einige Bakterienarten in der Lage, extrazellulare
Matrixproteine und Polysaccharide zZu synthetisieren. Diese
Strukturbestandteile stellen die Grundlage fir einen Biofilm dar, der die

Bakterien gegen die korpereigene Immunabwehr schitzt und die wirksame
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Antibiotikakonzentration bis auf das 1000-fache ihrer urspringlich wirksamen
Konzentration heraufsetzt [159, 160]. Daher wurde der Zeitraum unmittelbar bis
sechs Stunden nach der Implantation als entscheidende Phase identifiziert, die
fur den Langzeiterfolg der Implantation entscheidend zu sein scheint [161]. In
dem Zeitraum bis zur vollstandigen Gewebeanlagerung sollen die Wirkstoffe
deutlich oberhalb der nétigen minimalen Hemmkonzentration (MIC) der
pathogenen Keimflora freigesetzt werden, um auch spaterer Keimadhasion an
der Implantatoberflache entgegenzuwirken [157, 162, 163]. Eine langer
Abgabezeitraum unterhalb der MIC soll vermieden werden, da dieser
Abgabemodus Resistenzentstehungen fordert [141, 152, 164].

Die gram-positiven Keime Staphylococcus aureus und Staphylococcus
epidermidis sind die haufigsten Pathogene, die zu einem Implantatverlust
fuhren. So waren sie fur bis zu 60 % aller Infektionen implantierter Huftgelenke
seit dem Jahr 1980 verantwortlich [165]. Sie sollen bei der nachfolgenden
Diskussion der Auslagerungsdaten exemplarisch betrachtet werden. Die
bekannten Stamme des nicht multiresistenten Staphylococcus aureus sind bei
minimaler Hemmkonzentration (MIC) von 0,5 pg-ml™ [166] — 4 ug-ml™* [167]
gegen Vancomycin empfindlich, die MIC der nicht multiresistenten Stamme des
Bakteriums Staphyloccus epidermidis bewegen sich in einer vergleichbaren
GroRRenordnung [168]. Eine Steigerung der Vancomycinmenge auf ein
Vielfaches der MIC erhoht die bakterizide Wirkung kaum. Allerdings ist ein
sogenannter ,postantibiotischer sub-MIC Effekt“ (PA SME) nachgewiesen. Lag
die urspriingliche Vancomycindosis oberhalb der MIC, so kann ein daran
angeschlossenes Intervall mit Werten unterhalb der MIC ebenfalls eine
ausreichend bakterizide Wirkung erzielen [169]. Nach der Ausbildung eines
manifesten Biofilmes allerdings sind beide Keimarten beinahe vollstandig

unempfindlich gegeniiber Vancomycin [170, 171].
Die Vancomycinauslagerung der in dieser Arbeit verwendeten Nanotube-

oberflachen lasst sich in drei Phasen unterteilen. Die erste Phase ist

gekennzeichnet durch einen initialen ,burst* der freigesetzten Vancomycin-
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menge. Sie ist wahrscheinlich abhangig von der Oberflachenrauhigkeit und
dominiert die Auslagerung in den ersten 6 Stunden. In diesem Zeitraum wurden
von den Probenoberflachen des Ansatzes 1 zwischen 45,30 % und 53,97 %,
von den Probenoberflachen des Ansatzes 2 zwischen 21,36 % und 24,04 %,
des adsorbierten Vancomycins freigesetzt. An sie schlie3t sich eine
Ubergangsphase an, in der die abnehmende Oberflachenabgabe durch eine
Auslagerung aus den Nanotubes tberlagert wird. Auch in dieser Phase werden
noch deutlich messbare Mengen Vancomycin freigesetzt. In der dritten Phase
ist die Auslagerung von der &uf3eren Titanoberflache beinahe abgeschlossen,
das nun freigesetzte Vancomycin stammt mit hoher Wahrscheinlichkeit fast
vollstdndig aus den Nanotubes. Allerdings wurde die Freisetzungskinetik durch
die Anodisierung der Probenoberflachen sehr unterschiedlich beeinflusst. Die
Vancomycinauslagerung nahm bei den Proben des Ansatzes 1 (Elektrolyt auf
Wasserbasis) Uber einen Zeitraum von 145 Tagen, bei den Proben des
Ansatzes 2 (Elektrolyt auf Ethylenglycolbasis) Uber einen Zeitraum von
305 Tagen ab. Alle Probenoberflachen beider Ansatze erfiillen durch den
Verlauf der Vancomycinauslagerung grundsatzlich die Charakteristika der
erforderlichen Freisetzungskinetik. Nach dem Korsemeyer-Peppas-Modell
handelte es sich um einen rein diffusion-gesteuerten Abgabemodus.

In Studien von Popat et al. [83] und Dunn et al. [146] wurde Gentamycin durch
einfache Adsorption in Titanoxidoberflachen eingelagert, die zuvor durch
Anodisierung modifiziert worden waren. Wie bei Vancomycin handelt es sich
auch bei Gentamycin um ein Aminoglykosid, daher sind die physikalisch-
chemischen Eigenschaften vergleichbar. Die Auslagerungszeitraume dieser
Studien waren, verglichen mit den gemessenen Daten dieser Arbeit, erheblich
kirzer. Sie lagen bei 2,5 Stunden beziehungsweise 18 Tagen. Der
entscheidende Unterschied scheint in dem bei der Wirkstoffadsorption
verwendeten Vakuum zu liegen. Dadurch war es moglich, das Vancomycin bis
tief in die Nanotubeformationen einzulagern und im Vergleich sowohl den
Auslagerungszeitraum, als auch die eingelagerte Wirkstoffmenge deutlich zu

steigern.
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Ansatz 1 Ansatz 2

Abgabe Vancomycin | 3 h Probe 18 h Probe| 8 h Probe 18 h Probe 30 h Probe
1. Std. 183,92 202,84 49,66 139,08 61,80
2. Std. 12,84 8,57 2,63 12,91 4,31
3. Std. 6,34 6,82 3,16 2,97 2,34
4. Std. 3,65 5,55 1,39 1,75 5,55
5. Std. 3,63 3,66 1,59 1,98 1,68
6. Std. 3,65 3,41 1,59 3,57 2,00
Summe 1. - 6. Std. 214,04 230,85 60,10 162,25 77,67

6. - 24. Std. 27,12 24,85 5,61 17,70 12,94
24. - 48. Std. 12,31 14,65 4,61 22,43 10,64
48. - 72. Std. 8,28 10,00 3,55 21,10 7,58

Tabelle 9: Vancomycinabgabe der Probenoberfidchen in [ig/cm?

Die in der ersten Phase der Auslagerung abgegebenen Vancomycinmengen
(Tab. 9) Uberschreiten die minimale Hemmkonzentration (MIC) der Keime
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis um etwa den Faktor
15 bis Faktor 50. Die Abgabemengen sind also fiur eine direkte und vollstandige
Keimeradikation in unmittelbarer Implantatumgebung als ausreichend
einzuschétzen. In dem Zeitraum 6. bis 24. Stunde wurden von den
Probenoberflachen beider Ansatze stiindlich zwischen 0,31 pg-cm? und
1,51 pg-cm Vancomycin abgegeben. Bereits diese Werte bewegen sich an der
Untergrenze der therapeutisch geforderten Konzentrationen. Allerdings ist
durch die intital ,burstformige® Vancomycinabgabe ein Wirkspiegel im direkten
Implantatumfeld erreicht, der auch durch niedrigere Abgabewerte Uber eine
langere Zeit oberhalb der notigen MIC gehalten werden kann. Ein Faktor, der
die Vorhersagbarkeit fur den in vivo Einsatz erheblich einschrankt, ist die
Knochendurchblutung. lhr Wert liegt in etwa bei 7,5 mI-min™ pro 100 g
Kompakta und 21,3 mI'min™ pro 100 g Spongiosa, bestimmt bei 20 Wochen
alten Schweinen. Sie ist zudem abhéngig von der Knochenlokalisation und der
Knochenzusammensetzung, so dass die gemessenen Werte ortsabhangig
varileren [172]. Es ist davon auszugehen, dass sich nach einer initialen
Minderdurchblutung am Implantat-Gewebe-Ubergang, bedingt durch das
chirurgische Trauma und die Hamostase [145], eine Zone der sterilen
Entzindung um das Implantat bildet, die erheblich besser durchblutet wird, als
der normale Knochen. In diesem Bereich findet der, fur die endgiltige Stabilitat

66



5. Diskussion

des Implantates so wichtige, Umbau des Knochens und die Anlagerung der
Knochenstruktur an die Implantatoberflache statt. Der Abtransport des geldsten
Vancomycins wird dadurch in den ersten Stunden bis wenigen Tagen
gehemmt, danach allerdings gefordert und seine Konzentration im umliegenden
Gewebe herabgesetzt. Bei dieser Betrachtung missen aber auch die mdgliche
Prothesenoberflache, Prothesengeometrie und das umliegende Verteilungs-
volumen bedacht werden, so dass eine auf den ersten Blick als insuffizient
scheinende Abgabemenge in vivo zu einem ausreichenden Wirkspiegel fihren
kann. Hinsichtlich der zu Beginn der Auslagerung hohen Vancomycinabgabe,
des ,postantibiotischen sub-MIC Effektes* und der initial herabgesetzten
Durchblutung im direkten Implantatumfeld kann auch die Vancomycinabgabe
bis Tage nach dem Auslagerungsbeginn als therapeutisch sinnvoll bezeichnet
werden. Allerdings bewegen sich die Werte schon nach einigen Tagen deutlich
in der GrolRenordnung subtherapeutischer Konzentrationen. Zwar konnte im
Vergleich zu einem reinen Tauchverfahren Abgabezeitraum und Abgabemenge
erheblich gesteigert werden, allerdings resultierten dadurch im Anschluss an
die initiale Phase wochenlange Abgabewerte unterhalb der nétigen minimalen
Hemmkonzentration, die fir eine effektive Keimreduktion als unzureichend zu
bewerten sind. Abgabemengen dieser GrofRenordnung neigen dazu,
Resistenzentwicklungen zu férdern. Der medizinische Nutzen dieser
Oberflachen als Trager fur eine kontrollierte Vancomycinfreisetzung zur
effektiven und insbesondere langfristigen Infektionskontrolle ist daher, trotz des
aufgezeigten grof3en Potentials, mit den fur diese Versuchsreihen gewahlten
Parametern nicht eindeutig zu belegen.

5.3 Adsorption und Desorption von Silber

Fur den dritten Teil dieser Arbeit wurden Probenoberflachen nach Anodisierung

in einem Elektrolyten auf Wasserbasis (Ansatz 1) ebenfalls unter Vakuum mit

einer 10 %e-igen Silbernitratldsung impragniert und die Abgabemenge des
Silbers bei 37°C in PBS zeitbezogen gemessen.
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Silbernitrat wurde im Jahr 1884 erstmalig zur Pravention vor Ophtalmia
neonatorum eingefuhrt. Nach der Entdeckung des Penicillins gewannen
Silbernitratlésungen erst in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts bei der
Behandlung von Brandwunden wieder an Bedeutung [173, 174]. Das
Besondere an Silberionen ist ihre konzentrationsabhéngige Wirksamkeit gegen
ein auRerst breites Keimspektrum. Dabei interferieren Silberionen mit dem
transmembranalen Energietransfer und dem Elektronentransport des
bakteriellen Mikroorganismus [175]. Sie blockieren die Atmungskette durch eine
Anlagerung an Cytochrome und verursachen so den Ausfluss wichtiger lonen
und Protonen, der schlie3lich den Zelltod zur Folge hat [176, 177]. Ein weiterer
Effekt ist die Bindung der Silberionen an die DNA-Doppelhelix, deren
dreidimensionale Struktur verstarkt und eine fir die Replikation vorausgesetzte
Teilung der DNA-Doppelstrange unmoglich gemacht wird [114, 123]. Wahrend
hohe Silberkonzentrationen diese intrazellulare Wirkung induzieren, nehmen
auch geringe Konzentrationen der Silberionen Einfluss auf das Murein der
Bakterienzellwand. Daraus erklart sich die zum Teil unterschiedliche Sensitivitat
gram-positiver und gram-negativer Keime [178]. Heute sind nur wenige
Bakterienarten bekannt, die auf Grund plasmidabhangiger
Resistenzmechanismen gegen Silberionen unempfindlich sind. Daneben
besteht auch bei niedrigen Abgabemengen nicht die Gefahr von
Resistenzentstehungen [115, 179]. Silber wird heute als Wirkstoff
antibakterieller Oberflachenbeschichtungen herangezogen. Dazu werden
sowohl metallisches Silber als auch Silberionen in Biomaterialien zum Beispiel
auf Basis von Polyurethanen [180], bioaktiven Glasern [181] und
Hydroxylapatiten [182] eingelagert. Aber auch zentrale Venenkatheter und
Herzklappen mit Beschichtungen aus silberimpragnierten Polymeren finden
heute zur Infektionsprophylaxe erfolgreich Anwendung [11, 119]. Derzeit ist
allerdings keine Implantatoberflache aus Titan verfugbar, die Silber als
antimikrobiellen Wirkstoff freisetzt [117].

An die Freisetzungskinetik des Silbers aus Oberflachenbeschichtungen werden
die gleichen Anforderungen gestellt, wie an das Reserveantibiotikum
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Vancomycin. So ist auch bei diesem Wirkstoff ein initialer ,Freisetzungsburst*
zur Keimeradikation winschenswert. Daran sollte sich ein mdglichst langer
Auslagerungszeitraum mit hohen Silbermengen anschlie3en, um bei ,the race
for the surface” eine mdogliche Keimbesiedelung der Implantatoberflache zu
verhindern. In der aktuellen Literatur finden sich sehr unterschiedliche Angaben
zu den erforderlichen Wirkkonzentrationen. Fur eine bakterienabweisende
Oberflache wird eine langfristige Silberabgabe iiber 1 ug-ml™* gefordert [183].
Wirksam sind dabei nur freie Silberionen [184]. Da diese aber mit Chlorid- und
Sulfidionen unldsliche Salze bilden, wird ihre antibakterielle Wirksamkeit in den
Gewebe- und Zellflissigkeiten herabgesetzt. So entspricht die bei der
Freisetzung gemessene Silbermenge nicht der tatséachlich antibakteriell in
Wirkung tretenden Menge Silberionen [117]. Unterschieden wird auf Grund der
konzentrationsabhangigen  Wirkungsweise auch  zwischen  minimaler
Hemmkonzentration (MIC) und minimaler bakterizider Konzentration (MBC). Bei
Staphylococcus aureus liegen die Werte fir die MIC im Bereich 0,03 —
0,25 pg-mi* und fir die MBC im Bereich 0,26 — 8,25 pg-mli* [113]. Bei
Staphylococcus epidermidis liegt der Wert fir einen antimikrobiellen Effekt
(MIC+MBC) bei 0,5 — 2,3 ug-ml™* [117]. Eine Wirkung auf orale parodontale
Pathogene wird mit einem MIC von 0,5 pg-ml™ angegeben [185]. Es muss
davon ausgegangen werden, dass hohe Silberkonzentrationen neben einer
antibakteriellen Wirkung auch Einfluss auf den Zellumsatz und das Wachstum
eukaryontischer Zellen austiben. Gosheger et al. [186] konnten allerdings in
einer in vivo Studie an Hasen nachweisen, dass erst ab Konzentrationen von

circa 35 pg-ml™ mit Nebenwirkungen zu rechnen ist.

Auch die Freisetzungskinetik adsorbierten Silbers lasst sich offensichtlich in drei
Phasen unterteilen. Die erste Phase, mit einer Dauer von ca. 6 Stunden, ist
dominiert durch einen initialen ,burst”. Die Silberabgabe erfolgt wahrscheinlich
aus oberflachennahen Bereichen der Titanoxidschicht. In diesem Zeitraum
wurden bei der 3 Stunden Probe 31,62 % und bei der 18 Stunden Probe
23,63 % der eingelagerten Silbermenge freigesetzt. An sie schliel3t sich eine

Ubergangsphase an, in der die Oberflachenabgabe durch die Freisetzung
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eingelagerten Silbers aus den Nanotubes Uberlagert wird. In der dritten Phase
ist das oberflaichennah adsorbierte Silber beinahe vollstandig freigesetzt, das
nun abgegebene Silber stammt mit hoher Wahrscheinlichkeit fast vollstandig
aus den Nanotubeformationen. Der Abgabezeitraum betrug bei der
Silberauslagerung 144 Tage. Der entscheidende Faktor fur den langen
Abgabezeitraum und die relativ hohe Abgabemenge scheint auch hier das bei
der Adsorption angelegte Vakuum zu sein. Aber auch eine positive Ladung der
Silberionen bei einer in der Regel negativ geladenen Titanoxidschicht
beeinflusst die Freisetzungskinetik [7]. Nach dem Korsemeyer-Peppas-Modell

handelte es sich auch hier um einen rein Diffusions-gesteuerten Abgabemodus.

Oberflachen des Ansatzes 1
Silberabgabe 3 Std. Probe 18 Std. Probe

1. Std. 3,14 2,59

2. Std. 3,36 2,89

3. Std. 3,27 2,86

4. Std. 3,24 1,01

5. Std. 2,58 2,20

6. Std. 2,50 3,02
Summe 1. - 6. Std. 18,09 14,57
6. - 24. Std. 3,24 4,59
24. - 48. Std. 3,58 4,43
48. - 72. Std. 4,84 4,24
72. - 96. Std. 3,22 4,12
96. - 120. Std. 4,20 4,54

Tabelle 10: Silberabgabe der Probenoberfldchen in Lg/cm?

In den ersten 6 Stunden der Auslagerung wurden von den 3 Stunden Proben
18,09 pg-cm™ und von den 18 Stunden Proben 14,57 pg-cm™ Silber freigesetzt
(Tab. 10). Diese Werte liegen tber der minimalen Hemmkonzentration und im
Bereich der minimalen bakteriziden Konzentration der exemplarisch
betrachteten Bakterienarten. Es ist davon auszugehen, dass diese Werte fur
eine initiale Keimkontrolle im direkten Implantatumfeld ausreichend sind. Daran
schlie3t sich ein 5 Tage andauerndes Intervall an, in dem stindlich beinahe
einheitliche Silbermengen im Bereich zwischen 0,13 ug-cm™ und 0,20 pg-cm™
abgegeben werden. Diese Werte liegen an der Untergrenze der fir das
Bakterium Staphylococcus aureus bestimmten MIC und unterhalb der MIC flr
Staphylococcus epidermidis. Sie liegen aber oberhalb der von Kumar et al.
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[182] geforderten 1 ug-ml*, die fiir eine bakterienabweisende Oberflache
erforderlich sind. Die Auslagerung erreicht anschlieRend nach wenigen Tagen
subtherapeutische Konzentrationen und nimmt Uber einen Zeitraum von etwa
144 Tagen weiter ab. Zwei Faktoren, die bei Abschétzung einer in vivo
Wirksamkeit der Silberauslagerung eine Rolle spielen, sind die Komplexbildung
der Silberionen mit anderen lonen und die Durchblutung des Knochens
(Kapitel 5.2). Sie reduzieren die tatsachlich wirkende Menge Silberionen, wobei
der Faktor Durchblutung erst einige Tage nach Implantatinsertion zum Tragen
kommt. Sicherlich lieBe sich die Abgabemenge durch eine hoéher dosierte
Silbernitratlésung bei der Impréagnierung steigern. Zwar besteht bei Silber trotz
niedrigen Konzentrationen nicht die Gefahr der Resistenzentstehung, allerdings
ist eine effektive und langfristige Keimkontrolle bei diesen Abgabewerten nicht

gesichert.
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6. Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit war die Modifikation medizinischer Titanoberflachen
mittels Anodisierung in fluoridhaltigen Elektrolyten und die Abschatzung ihres
Potentials hinsichtlich der Einlagerung und der Freisetzung ausgewahlter
antibakteriell ~wirksamer Substanzen. Durch die Anodisierung der
Titanoberflachen konnten Titannanotubes aus Titanoxiden mit Réhrenlangen
von bis zu 6,54 pm und RoOhrendurchmessern von bis zu 160 nm erzeugt
werden. Als Modellwirkstoffe wurden das noch heute als Reserveantibiotikum
gegen manche Problemkeime geltende Chemotherapeutikum Vancomycin,
sowie Silber als Element mit breiter antibakterieller Wirkung, verwendet. Es
konnte gezeigt werden, dass durch die Oberflachenvergrof3erung, die sich aus
der Entstehung von nanotubeférmigem Titanoxid ergab, im Vergleich zu nicht
anodisierten Referenzproben um bis zu 447 % mehr Wirkstoff eingelagert
werden konnte. In der Freisetzungskinetik von Vancomycin zeigten sich
oberflachenabhéngig deutliche Unterschiede. Dabei setzten Titanoberflachen,
die in einem Elektrolyten auf Wasserbasis anodisiert worden waren, den
adsorbierten Wirkstoff schneller frei als die Referenzproben, wahrend das
Vancomycin auf Oberflachen, die in einem Elektrolyten auf Ethylenglycolbasis
modifiziert worden waren, deutlich retardiert Gber einen Zeitraum von circa
305 Tagen freigesetzt wurde. Des weiteren wurde Silber in Proben eingelagert,
die in einem Elektrolyten auf Wasserbasis anodisiert worden waren. Auch far
Silber resultierte eine deutliche Steigerung der Gesamtmenge des adsorbierten
Wirkstoffs um bis zu 229 %. Dabei war seine Freisetzung, verglichen mit der
Referenzprobe, deutlich verzogert.

Durch die Anodisierung der Titanproben in fluoridhaltigen Elektrolyten konnten
Oberflachen erzeugt werden, die entsprechend ihrer Morphologie verschiedene
Wirkstoffbeladungen und Freisetzungskinetiken ermoglichen. Hinsichtlich der
unterschiedlichen Anforderungen in der klinischen Medizin nach Abgabemenge
und Abgabekinetik antibakteriell wirksamer Substanzen zur postoperativen
Infektionspravention offerieren diese Oberflachenmodifikationen ein hohes
Potential fur die Erzeugung schnell verfigbarer und kostenglnstiger
Drug-Release-Systeme.
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