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1 Einleitung

1 Einleitung

Biomaterialien werden in der Medizin und Zahnmedizin unteranderem dafur
verwendet verloren gegangene anatomische Strukturen zu ersetzen. Neben rein
mechanischen und physikalischen Eigenschaften der Materialien sind fur deren
Lebensdauer ebenfalls die Wechselbeziehungen mit dem Biotop Mundhdhle und den
sich dort befindlichen Mikroorganismen von Bedeutung. Jede Oberflache wird im
Mund innerhalb von wenigen Sekunden von einem Proteinfilm, dem sogenannten
Schmelzoberhautchen oder ,acquired pellicle* iberzogen, welcher die Grundlage fur
die Anheftung von Bakterien bildet.

Zahlreiche Studien haben sich mit dem Adhé&sionsverhalten von Bakterien auf
dentalen Werkstoffen beschéftigt. Die Ergebnisse belegen, dass zahnéarztliche
Materialien, abhangig von ihren spezifischen Oberflachencharakteristika (Rauigkeit,
Polaritat, Hydrophobizitat) eine unterschiedliche Tendenz zur Anlagerung von
Mikroorganismen aufweisen. Komposite und Prothesenkunststoffe neigen im
héheren Ausmal3 zu mikrobieller Anlagerung als Goldlegierungen oder Keramiken.
Aus dieser Erkenntnis kann gefolgert werden, dass bei diesen Materialien mit einem
erhohten Risiko der Entstehung von Sekundarkaries, gingivalen Entziindungen bis
hinzu parodontalen Erkrankungen sowie Prothesenstomatitis zu rechnen ist. Die
haufigste Ursache fir den Austausch direkter Kompositrestaurationen ist die
Entstehung von Sekundarkaries am Ubergang zwischen Zahnhartsubstanz und
Fiullungsrand. Sekundarkaries wiederum entsteht durch die Anlagerung
kariespathogener Keime und die Bildung dentaler Plaque auf dem Zahn und dem
Fullungsmaterial.

Bei den heutigen adhasiven Befestigungs- und Flugetechniken kommt den Silanen
eine grol3e Bedeutung zu. Sie stellen einen wichtigen Bestandteil der Komposite dar.
Silanhaftvermittler bilden die kovalenten Bindungen indem sie mit dem organischen
Molekulanteil an die Matrix polymerisieren und Uber die Alkoholgruppe an den
anorganischen Fullkérper binden. Von Interesse ist dabei die Betrachtung der durch
die Silanisierung verdnderten Oberflachencharakteristika der Fullkorper und der
maoglichen Auswirkungen auf werkstoffkundliche Parameter, die Bestandigkeit in der
Mundhohle sowie insbesondere dem  Adh&sionsverhalten von  oralen

Mikroorganismen.
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Die vorliegende in vitro-Arbeit beschéftigt sich mit der quantitativen Ermittlung der
Adhasion von Streptococcus mutans (S. mutans) an 9 chemisch unterschiedlichen

Silanhaftvermittlern.



2 Literaturtbersicht

2 Literaturubersicht

2.1 Bioadhasionsprozesse in der Mundhdhle

Dentale Plaque ist ein weiche, strukturierte, nicht mineralisierte, mikrobielle
Biopolymerschicht aus Speichelbestandteilen, bakteriellen Stoffwechselprodukten,
Bakterienresten und Nahrungsbestandteilen, die der Zahnoberflache sowie
zahnarztlichen Restaurationen zah anhaftet [Hasty 1992, Norde 1984].

Die Entwicklung der Zahnplaque erfolgt in unterschiedlichen Stadien [Marsh 1992,
Marsh 1995, Peyton 1995]. Dazu zahlen die Adsorption von Speichelbestandteilen
zur Bildung des aquired pellicle [Lendenmann 2000, Muller 2001], Transport von
Mikroorganismen an die mit dem Pellikel Uberzogenen Oberflachen [Busscher 2006,
Marsh 1999], eine initiale reversible Anheftung durch Van der Waals-Kraften und
elektrostatischen Abstol3ungen [Diaz 2006, Marsh 1999], eine irreversible Adhasion
durch spezifischen Wechselwirkungen zwischen den Molekilen von bakteriellen
Adhasinen und Rezeptoren des Pellikel [Hasty 1992, Marsh 1999], Koaggregation
von Bakterien mit bereits adharenten Mikroorganismen [Bos 1996, Ellen 1997,
Kolenbrander 1990, Palmer 2003] und Zellteilung [Marsh 1999], die zu konfluenten

Wachstum und Biofilmbildung fuhren.

2.1.1 Mechanismen der Plaquebildung

Die Entwicklung eines Biofilms lasst sich in verschiedene Stadien einteilen. Mit dem
Zeitpunkt der Anndherung eines Mikroorganismus an eine Oberflache, bestehen
spezifische und unspezifische Wechselwirkungen, die entscheidend fir die
Anheftung und Besiedlung der Oberflache sind. BOS et al., QUIRYNEN et al. und
MARSH et al. zeigten, dass die Anheftung von Mikroorganismen prinzipiell in
folgenden Schritten ablauft [Bos 1999, Marsh 1999, Quirynen 1995] :

1. Adsorption des Pellikels an der Zahnoberflache

2. Transport von Mikroorganismen an die mit einem Pellikel Uberzogene

Zahnoberflache
3. Physikalisch-chemische Wechselwirkungen zwischen der Zelloberflache des

Mikroorganismus und dem Pellikel ermdglichen eine reversible Anheftung
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durch das Zusammenwirken von Van der Waals-Kréaften und elektrostatischen
Abstol3ung in einem Bereich mit schwacher Nettoanziehung.

4. Zu einer irreversiblen Adhasion fihren dagegen utber Kurzstrecken wirksame
Wechselwirkungen. Zu diesen Interaktionen gehéren  spezifische
stereochemische Wechselwirkungen zwischen Adhasinen der mikrobiellen
Zelloberflache und den Rezeptoren des erworbenen Pellikel.

5. Zu einer zunehmenden Vielfalt der Mikroflora der Plaque fuhrt die
Koaggregation von Mikroorganismen. Die Vervielfaltigung der adharenten
Organismen fuhrt zu einem konfluenten Wachstum und einem Biofilm.

6. Die Besiedlung von weiteren Standorten wird durch das Ablésen von Zellen
aus dem Biofilm in den Speichel ermdglicht.

2.1.1.1 Pellikelbildung

Innerhalb von wenigen Sekunden adsorbiert auf einer grindlich gereinigten
Zahnoberflache ein unstrukturierter azellularer Film, das dentale Pellikel, auch
aquired pellicle genannt [Hellwig 2003, Lendenmann 2000, Mduller 2001]. Dieses
Zahnoberhautchen weist nach mehreren Stunden eine Filmstarke von 0,1- 1um
[Gibbons 1973, Hellwig 2003, Marsh 1999] auf. Es besteht in erster Linie aus
Speichelproteinen, zu denen die sauren prolinreichen Proteine, Statherin,
Speichelamylase, sekretorisches IgA, Lysozym, Laktoferrin, Histatin, Cystatin, Lipide
sowie die Muzine MG1 und MG2 gehéren [Lendenmann 2000, Liljiemark 1997, Yao
2003], aber auch aus Sulkusflussigkeit und aus bakteriellen
Ausscheidungsprodukten. Nicht alle Bestandteile des Speichels werden im Pellikel
wieder gefunden, was darauf hinweist, dass die Adsorption selektiv erfolgt [Yao
2001, Yao 2003] und verschiedene Speichelkomponenten auch eine
unterschiedliche  Affinitdt fur Hydroxylapatit aufweisen [Elangovan 2007,
Lendenmann 2000]. Pellikel bilden sich auf allen intraoralen Oberflachen, sind aber
nicht identisch. Die Bestandteile, die auf Schmelz adsorbieren, unterscheiden sich
von denen auf Zement [Fisher 1987], und beide unterscheiden sich deutlich von auf
der Mundschleimhaut adsorbierten Pellikel [Bradway, Edgerton 1996, Marsh 1999,
Yoo 2003]. HORBETT et al. beschrieb, dass Proteine wegen ihrer polaren und
apolaren Gruppen sowie verschiedener Seitenketten ein stark ausgepragtes

amiphiles Verhalten haben, das ihnen die F&ahigkeit verleiht, an Grenzflachen

4
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konzentriert und adsorbiert zu werden [Horbett 1982]. Das Adsorptionsverhalten wird
primar durch entgegengesetzt geladene Gruppen der Makromolekile sowie der
Eigenladung der Proteine bestimmt, welche eine elektrostatische Bindung an die
Kalzium- und Phosphatgruppen des Hydroxylapatits der Zahnoberflache ermoglichen
[Bennick 1979, Moreno 1984]. Elektrostatische Interaktionen sind nicht allein
determinierender Faktor, Konformationsanderungen der Proteine und Desorption von
Wasser spielen ebenfalls eine wichtige Rolle [Moreno 1984]. Es gibt prinzipiell
Moglichkeiten fur anziehende und repulsive ionische Wechselwirkungen,
Wasserstoffbriickenbindungen, Van der Waals-Krafte, Hydrationseffekte, S&ure-
Basen-Wechselwirkungen und  hydrophobe Interaktionen  zwischen den

Makromolekilen und der Schmelzoberflache [Blomberg 1995, Hannig 1998].

2.1.1.2 Transport von Mikroorganismen

Der Transport der Mikroorganismen zu den jeweiligen Oberflachen erfolgt
Untersuchungen zu Folge durch Anziehungskrafte in Form von Van der Waals-
Wechselwirkungen und elektrostatischen Anziehungen. Uberwiegend werden
Mikroorganismen durch den Speichelfluss passiv zur Zahnoberflache transportiert.
Wenige orale Bakterienarten sind dagegen beweglich und der Transport erfolgt durch
Brown’sche Bewegung und aktive Eigenbewegung der Mikroorganismen [An 1998,

Bos 1999, Van Loosdrecht 1990].

2.1.1.3 Reversible Adhasion

Die initiale reversible Anheftung der Zelloberflache des Mikroorganismus an das
Pellikel ist auf physikochemische Interaktionen zurick zu fihren. Mikroorganismen
sind aufgrund der Molekule auf ihrer Zelloberflache negativ geladen und saure
Proteine des erworbenen Pellikel zeigen ebenfalls eine negative Nettoladung.
BUSSCHER et al. unterschied dabei Langstrecken- und Kurzstrecken-
Wechselwirkungen [Busscher 1997]. Unspezifische Langstrecken Wechselwirkungen
werden bei Distanzen > 50 nm wirksam, wobei das Ausmal’ von der Entfernung und
der freien Oberflachenenergie abhangt [Busscher 1997, Marsh 1999]. Man hat
versucht das physikochemische Geschehen unter anderem mit der sogenannten

Theorie von DERJAGUIN & LANDAU zu erklaren [Marsh 1999]. Demnach erfahrt



2 Literaturtbersicht

der Partikel der sich der Oberflache nahert, eine schwache Van der Waals-
Anziehung, die durch die fluktuierenden Dipole innerhalb der Molekile auf den
beiden sich anndhernden Oberflachen hervorgerufen wird [Marsh 1999]. Es werden
aber auch so genannte Adhasionsphanomene zwischen Mikroorganismen und
Substratoberflache diskutiert, zu denen BUSSCHER und VAN DER MEI Van der
Waals-, Hydrophobe und Elektrostatische Wechselwirkungen zahlen [Bos 1996a,
Busscher 1997, Ellen 1997]. Desweiteren erfolgt eine passive Retention in

Oberflachenvertiefungen und —rauigkeiten.

2.1.1.4 Irreversible Adhasion

Zu den Uber Kurzstrecken wirksamen Kréaften gehdren spezifische stereochemische
Wechselwirkungen zwischen der Zelloberflache der Bakterien und den Rezeptoren
des Pellikel, durch direkten Kontakt der extrazellularen Proteinkomponenten
(Adhésine) und der komplementaren Rezeptoren der Oberflache [Busscher 1997,
Glantz 1999, Quirynen 1995]. Bei engen Kontakt, d.h. bei Distanzen < 5nm zwischen
Substratoberflache und Bakterien wirken Kurzstrecken Wechselwirkungen, zu denen
lonen- bzw. Dipol-Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbrickenbindungen zéahlen
[An 1998, Glantz 1999, Quirynen 1989]. Damit diese Wechselwirkungen stattfinden
kénnen, ist es notig, dass Wasserfilme zwischen den interagierenden Oberflachen
entfernt werden. Der dehydratisierende Effekt der Zellhydrophobizitat und
hydrophober Bestandteile von Zelloberflachen auf diesen Wasserfilm spielt eine
wichtige Rolle, da die Oberflachen sich einander so weit anndhern kdnnen, dass
Uber Kurzstrecken wirksame Wechselwirkungen stattfinden kénnen. Ein direkter
Zusammenhang zwischen dem Grad der Hydrophobizitat der Zelloberflachen und
der Anheftung von Bakterien an pellikelbedeckte Oberflachen ist nachgewiesen
[Marsh 1999, Van Loosdrecht 1990, Weerkamp 1985]. Aufgrund von spezifischen
Wechselwirkungen zwischen der Substratoberflache und bakteriellen Zellstrukturen
kommt es zu einer irreversiblen Adhasion [Van Loosdrecht 1990]. Unter solchen
Wechselwirkungen sind lonenbindungen, Wasserstoffbrickenbindungen und
kovalente Bindungen zu verstehen [Busscher 1997, Glantz 1999, Quirynen 1989].
Von untergeordneter Rolle sind dagegen Van der Waals- und elektrostatische
Interaktionen [Busscher 1997, Quirynen 1995].
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2.1.1.5 Koaggregation und Biofilmbildung

Koaggregation bezeichnet die gegenseitige Erkennung von Zellen, die genetisch
unterschiedliche Typen von Partnerzellen angehoren [Kolenbrander 1993, Lillemark
1986]. Die meisten oralen Bakterien weisen diese Eigenschaften auf [Kolenbrander
1988, Kolenbrander 1992, Kolenbrander 1993]. Durch intragenerische
Koaggregation zwischen Streptokokken und zwischen Actinomyces sowie
intergenerische Koaggregation zwischen Streptokokken und Actinomyces wird eine
frihe Ansammlung von dentaler Plaque erleichtert. Bei der nachfolgenden
Plaqueprogression werden weitere intergenerische Koaggregationen zwischen
anderen Bakteriengattungen und Erstbesiedlern beobachtet. Bei diesem Vorgang
erkennen Mikroorganismen Molekile, in Form von lektinartigen Adhasinen des einen
Bakteriums, welche mit entsprechenden Oligo- oder Polysaccharidrezeptoren an der
Oberflache des anderen Bakteriums wechselwirken und eine Bindung ermdéglichen
[Kolenbrander 1988]. Es wird vermutet, dass die lektinvermittelte Koaggregation ein
wichtiger Mechanismus bei der strukturellen Organisation der Zahnplaque darstellt.
Durch Koaggreagtion wird madglicherweise auch die Entwicklung von
Nahrungsketten, wie zwischen Veillonellen und Streptokokken, und die Bildung von
sogenannten Maiskolbenstrukturen erleichtert [Muller 2001].

Biofilme bezeichnen Bakterienpopulation, die in eine durch die Bakterien selbst
produzierte, extrazellulare Matrix polymerer Molekiile eingebettet sind und fest auf
einer Unterlage haften [Costerton 1994, Folwaczny 2003]. Zudem zeigen Bakterien
eines Biofilms eine veranderte phanotypische Auspragung und ein verdndertes
Wachstumsverhalten, als Bakterien des Speichels [Folwaczny 2003, Yoshida 2002].

Mit dem Zeitpunkt der Anheftung von Pionierbakterien, kommt es zum Wachstum
und der Bildung von Mikrokolonien. Zu den Erstbesiedlern zahlen Mitglieder der
Streptococcus mitis- Gruppe. Die Entwicklung eines reifen Biofilms beinhaltet
unterschiedliche Prozesse, die von den am Aufbau beteiligten Bakterienzellen initiert
und getragen werden [Folwaczny 2003]. Die dabei ablaufenden Vorgange sind
bisher nicht im Detail geklart. Es existiert ein allgemein anerkanntes Modell, auf der
Basis der bisher zur Verfigung stehenden Daten, das unabhangig von Art des
Biofilms, den formierenden Bakterien sowie dem Umgebungsmedium gultig ist
[Folwaczny 2003, Hall-Stoodley 2002]. Die Etablierung von mikrobiellen Biofilmen

erfolgt durch primare Adhasion von Bakterien des Speichels auf der besiedelten
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Oberflache, gefolgt von der Formation und Entwicklung von Mikrokolonien
einschlie3lich der Ausbildung der charakteristischen Biofilmarchitektur und der
Freisetzung von Tochterkolonien [Costerton 1995a, Costerton 1995b, Folwaczny
2003]. Ein wichtiges Stadium bei der Entwicklung der Plaque stellt dabei die Bildung
von extrazellularen Polymeren durch angeheftete Bakterien dar. S. mutans tragt
durch Bildung von wasserunlgslichen Muzinen zur strukturellen Integritdt von
dentaler Plaque bei und unterstitzt auf diese Weise die Bildung und
Aufrechterhaltung von Kanalen in der Plaque [Marsh 1999].

Ein klassisches Beispiel fir einen Biofilm wird in der dentalen Plaque gesehen
[Wilson 1999], welcher eine komplexe mikrobielle Gemeinschaft enthalt [Kinniment

1996, Muller 2001].

2.1.2 Bakterielle Adhasion und Oberflacheneigenschaften

2.1.2.1 Physikalisch-chemische Faktoren der mikrobiellen Adhasion an Oberflachen

Von essentieller Bedeutung fur die mikrobielle Akkumulation und Proliferation des
Zahnbelages ist die Fahigkeit oraler Mikroorganismen, an spezifischen Oberflachen
unter den hydrodynamischen Bedingungen des oralen Milieus irreversibel zu
adhérieren [Gibbons 1975, Marsh 1995b].

Innerhalb weniger Stunden heften sich selektiv zuerst grampositive Kokken, wie
Streptococcus sanguis (S. sanguis), im geringen Umfang Streptococcus mitis (S.
mitis) sowie S. mutans und Aktinomyzeten, wie Actinomyces viscosus (A. Viscosus)
sowie Actinomyces naeslundii (A. naeslundii) an die pellikelbdeckte
Schmelzoberflache [Liljemark 1986]. Die Pellikelbildung verandert die physikalischen
und chemischen Eigenschaften der Oberflache und beeinflusst somit die bakterielle
Adharenz an der Zahnoberflache sowie an zahnéarztlichen Restaurationen [Levine
1985, Pratt-Terpstra 1987, Pratt-Terpstra 1989].

In der ersten Phase der bakteriellen Adhésion kommt die anfangliche
Wechselwirkung zwischen Mikroorganismus und Substrat zum Tragen. Diese
Wechselwirkung wird mit Begriffen der physikochemischen Wechselwirkungen von
Anziehung und Abstol3ung prazis beschrieben und wird durch Faktoren wie
Oberflachenrauigkeit, Hydrophobie, freie Oberflachenenergie und Zeta Potential

bestimmt.
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2.1.2.1.1 Oberflachenrauigkeit

Die Rauigkeit ist ein Begriff aus der Oberflachenphysik, der die Unebenheiten der
Oberflachenhthe bezeichnet [Trautwein 2004]. Zur quantitativen Beschreibung der
Rauheit werden der arithmetische Mittenrauhwert R, und die gemittelte Rautiefe R,
verwendet, die in der Einheit um angegeben werden [Eichner 1996]. Die gemittelte
Rautiefe R, ist das arithmetische Mittel aus den Einzelrautiefen funf
aneinandergrenzender Einzelmessstrecken le [Eichner 1996, Deutsches Institut fur
Normung DIN4768, 1990]. Die Einzelrautiefe Z; ist der Abstand zweier Parallelen zur
mittleren Linie, die innerhalb der Einzelmessstrecke |l das Rauheitsprofil am
hdchsten bzw. tiefsten Punkt berthren [Eichner 1996]. Es ergibt sich rechnerisch:
R,= (1/5)#(Z1+Z,+Z3+Z4+Zs5) [Eichner 1996 (39), Deutsches Institut fir Normung
DIN4768, 1990]. R, gibt somit Auskunft Uber die durchschnittliche vertikale
Oberflachenzerkliftung.

Nach DIN 4768 des Deutschen Institutes fir Normung, entspricht die mittlere Rauheit
Ra der Hohe eines Rechtecks, das die Lange I, hat, sowie dessen Flache gleich der
Summe der zwischen Rauheitsprofil und mittlerer Linie eingeschlossenen Flachen ist
[Deutsches Institut fir Normung DIN4768, 1990]. Die mittlere Rauheit R,, entspricht
dem arithmetischen Mittel der Abweichung von der Mittellinie. In zwei Dimensionen
berechnet sie sich aus: Ra= (1/1m) ((ZAai+2A). Dabei entspricht A, der Flache uber
der mittleren Linie und Ay der Flache unter der mittleren Linie [Eichner 1996,
Deutsches Institut fur Normung DIN4768, 1990]. Durch die Flachenintegration
bleiben einzelne Profilausreifer weitgehend unbericksichtigt. Die Messwerte fir R,
bleiben bei Abtastung des Priflings an unterschiedlichen Flachenausschnitten
gegenuber R, relativ konstant [Eichner 1996].

Die Erfassung der sogenannten Feingestaltabweichung erfolgt durch

Tastschnittverfahren, optische Messverfahren und pneumatische Messverfahren.

Zahlreiche Untersuchungen belegen den begtinstigenden Einfluss rauer Oberflachen
auf die Bildung und Reifung von Plaque, was auf einen beschleunigten und
leichteren Ubergang vom initialen reversiblen zum irreversiblen Stadium der
mikrobiellen Adhéasion zurtckzufuhren ist [Quirynen 1995, Taylor 1998a]. Die
Elektronenmikroskopie zeigte, dass in vivo die initiale bakterielle Kolonisation auf der

Schmelzoberflache in OberflachenunregelméanRigkeiten wie Perikymatien, Abrasions-



2 Literaturtbersicht

defekten und Rissen von wenigen Mikrometern beginnt [Hannig 1999]. Die initiale
Adhéasion in vivo beginnt vor allem supragingival, an Bereichen, wo die
Mikroorganismen gegen abscherende Krafte geschitzt sind. Zudem kdnnen auf
unregelméiigen Oberflachen und anderen Nischen anhaftende Bakterien langer
Uberleben, da sie gegen die physiologische Reinigung [Newman 1974] sowie gegen
die Mundhygiene geschutzt sind [Quirynen 1995]. QUIRYNEN et al. untersuchten mit
Hilfe von Polymerstreifen, die Bedeutung der freien Oberflachenenergie und der
Oberflachenrauigkeit auf die supragingivale Plaguebildung in vivo. Dabei war eine
Halfte des Streifens glatt (R,=0,1 um) und die andere angeraut (R,=2,0 um). Auf den
rauen Oberflachen der beiden Polymere war die Ausdehnung und Dicke der Plaque
viermal gréRer als auf den polierten Oberflachen [Quirynen 1990].

In vitro- Untersuchungen weisen auf die Bedeutung der Oberflachenrauigkeit und der
freien Oberflachenenergie bei der Anlagerung supragingivaler Plaque hin. EINWAG
et al. zeigten, dass die Adhasion von S. mutans an rauen Fillungsmaterialien starker
war, als an hochglanzpolierten Oberflachen [Einwag 1990]. Untersuchungen tber die
bakterielle Adhé&sion von Gold, Amalgam, Komposit und drei Keramiken, wiesen bei
allen rauen Proben bis auf die Keramiken eine deutlich hohere bakterielle Adh&asion
auf, die sich durch Politur der Oberflachen reduzieren liel3 [Kawai 2001b]. BOLLEN
et al. ermittelten in ihren Studien einen Schwellenwert fur die mittlere Rauheit R, von
0,2 um. Rauigkeitswerte die unter 0,2 um liegen, haben somit unter Fliel3-
kammerkonditionen keinen Einfluss auf die bakterielle Adhéasion [Bollen 1997].

Die Faktoren Oberflachenrauigkeit und freie Oberflachenenergie interagieren
miteinander, der Oberflachenrauhigkeit wird aber ein groRerer Einfluss

zugeschrieben.

2.1.2.1.2 Hydrophobie

Ein weiterer wesentlicher Faktor stellt die Hydrophobie dar [Nesbitt 1982, Rosenberg
1983]. Das Mald fur den Auspragungsgrad der Hydrophobie von Stoffen ist die
Hydrophobizitat. Mit dieser Bezeichnung aus der Chemie werden Substanzen

charakterisiert, die sich nicht mit Wasser mischen und es auf Oberflachen meist

,<abperlen® lassen [Atkins 2001].

Zu Beginn des letzten Jahrhunderts gewann YOUNG die Erkenntnis, dass sich das

Kraftegleichgewicht am Rande eines liegenden Tropfens durch die
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Grenzflachenenergie der jeweiligen Grenzflachen beschreiben lasst. Die
Oberflachenspannung ist die an der Oberflache von Flissigkeiten auftretende
physikalische Erscheinung, die aufgrund der zwischenmolekularen Krafte der
Flussigkeit bewirkt, dass deren Oberflache moglichst klein wird [Shaw 1980, Gopel
1996]. Als Oberflachenspannung bezeichnet man auch die Grenzflachenspannung,
die auf die Grenzflache zweier Stoffe in beliebiger Phase wirkt. Gemessen wird sie in

den SI-Einheiten Newton Meter™ oder Joule Meter? [Atkins 2001].

Die Gleichung nach YOUNG stellt eine Beziehung zwischen folgenden
Spannungsparametern dar:

e der Oberflachenspannung zwischen Festkorper und dem gesattigten Dampf der

Flussigkeit (os),
e der Grenzflachenspannung zwischen Tropfen und Festkorper (ojs) sowie
e der Oberflachenspannung des Tropfens gegeniiber dem geséttigten Dampf (o).

Aus dem Gleichgewicht der Kréfte ergibt sich nach YOUNG fir die jeweiligen Ober-
und Grenzflachenspannungen: os=cisto*cos® [Atkins 2001]. Aus theoretischen
Uberlegungen folgt zudem die Aufteilung der jeweiligen Oberflachenspannungen in

einen dispersen (%) und einen polaren (°) Anteil: 6s=cs"+cs” [Atkins 2001].

Die einzelnen Anteile sind jeweils auf verschiedene atomare Kréfte zurlickzufiihren,
die Uber die Grenzflache hinweg zwischen den Atomen der Flussigkeit und den des
Feststoffes wirken [Atkins 2001].

Um die Oberflachenspannung von Festkorpern untersuchen zu kdénnen, bedient man
sich der Methode des liegenden Tropfens, der sogenannten Sessile Drop-Methode
[Mabboux 2004]. Zumeist ist die Oberflachenenergie des Festkérpers zu ermitteln,
wobei zunéchst auch die Grenzflachenspannung zwischen Flussigkeit und
Festkdrper unbekannt ist. Die Oberflachenenergie des Festkdrpers kann aufgrund
der Starrheit von Festkorpern mit seiner Oberflachenspannung gleichgesetzt werden.
Die Oberflachenspannung der Flussigkeit wird als bekannt vorausgesetzt [Atkins
2001]. Je nach angewandten Verfahren missen zudem die Komponenten der
Oberflachenspannung (polar und dispers) der verwendeten Flissigkeiten bekannt
sein [Atkins 2001].

11
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Mikrobielle Hydrophobie wird bestimmt durch die Energie der Anziehung zwischen
apolaren oder geringfuigig polaren Zellen in einer wassrigen Phase. Die Fimbrien, die
Lipoteichonsaure sowie die hydrophoben Seitenketten der Zellwandaminosauren
werden mit Hydrophobie der bakteriellen Zelloberflache assoziiert. Die hydrophoben
Eigenschaften der Bakterienoberflache sind abhangig von der Bakterienspezies
[Grivet 2000, Scheie 1994]. Die Anziehung von hydrophoben Bakterien zu festen
Oberflachen erfolgt durch die AbstoRung aus der wassrigen Phase. Es wird zudem
vermutet, dass die lonen-, lon-Dipol- und Wasserstoffbrickenbindungen durch
hydrophobe Bindungen verstarkt werden [Nesbitt 1982]. BUSSCHER et al. beschrieb
ein Verfahren zur Messung der freien Oberflachenenergie von bakteriellen
Zelloberflachen mittels Kontaktwinkelmessung mit der sogenannten sessile drop-
Methode [Busscher 1984].

2.1.2.1.3 Freie Oberflachenenergie

Die treibende Kraft der initialen Phase der bakteriellen Adhasion wird der freien
Oberflachenenergie zugeschrieben. Die Oberflachenenergie ist ein Mal3 fur die
Energie, die zum Aufbrechen von chemischen Bindungen notwendig ist, wenn eine
neue Oberflache eines Festkorpers oder einer Flussigkeit erzeugt wird. Sie ist
definiert als die Energie, die zum Erzeugen der Oberflaiche je Flacheneinheit
aufgewendet werden muss [Meschede 2006]. Freie Oberflachenenergie entsteht

aufgrund einseitiger Krafteinwirkung auf oberflachennahe Molekiile [Scheie 1994].

Der Grund fur das Verhalten der Oberflachen und Bakterien liegt in ihrem
molekularen Aufbau. Jedes Molekil besteht aus einer hydrophilen polaren Gruppe
und einem hydrophoben Molekilrest. Hydrophobe Molekiile bestehen aus
Kohlenwasserstoffketten mit unterschiedlicher Anzahl an C-Atomen. Zu den
hydrophilen Gruppen zahlen Carbonyl- und Carboxylgruppen. Aufgrund der
Reaktionsfreudigkeit von hydrophilen Gruppen besitzen hydrophilere Oberflachen

eine hohere freie Oberflachenenergie [Atkins 2001].

Die Bedeutung der freien Oberflachenenergie (csy) des Subtrates fur die bakterielle
Adhésion kann anhand der Formel fir die freie Oberflachenenergie AGa4h=0sp-Gsi-Cpi
abgeleitet werden [Absolom 1983]. Die freie Energie der Adhasion AGgqn wird als

Funktion der freien Oberflachenenergie des Substrates (cs,) berechnet [Absolom
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1983]. Der Wert der Oberflaichenenergie wird in J/m*=Nm/m?=N/m oder in

Bruchteilen davon in mN/m gemessen [Atkins 2001].

Aus dieser Funktion kann man ableiten, dass es zu einer erhéhten Adhasion auf
niedrigenergetischen (hydrophoben) Substraten kommt, wenn oy>cy,, ist. Wenn
allerdings oy<oyy ist, zeigt sich ein entgegengesetztes Verhalten, d. h. eine erhohte
Adhasion auf hochenergetischen (hydrophilen) Substraten. Fir den Fall, dass
o=0py ISt, wird AG,4n=0 unabhangig vom Wert der freien Oberflachenenergie (os)

des Substrates [Quirynen 1995].

QUIRYNEN & BOLLEN konstatierten, dass Plaque sich zu einem hoheren MaR3 auf
hochenergetischen Oberflachen ansammelt und fester bindet [Quirynen 1995]. Dies
beglnstigt die bakterielle Anheftung besonders der meisten oralen Mikroorganismen,
die eine hohe freie Energie besitzen [Quirynen 1995, Weerkamp 1985]. Beeinflusst
wird die freie Oberflachenenergie durch die Pellikelbildung. Eine Reduktion der freien
Oberflachenenergie auf Oberflaichen der Mundhdhle fuhrt demnach zu einer
Verringerung der bakteriellen Adh&sion und zu einer verlangsamten Plaquebildung
[Pratt-Terpstra 1989, Scheie 1994].

2.1.2.1.4 Zeta-Potential

Ein weiteres Kriterium der bakteriellen Adhé&sion ist das Zeta-Potential, das die
elektrokinetischen Eigenschaften bestimmt. Darunter ist das nach aul3en wirksame
Potential von Teilchen an der Grenzflache zweier nicht mischbarer Phasen zu
verstehen [Olsson 1976b]. Das Zeta-Potential (auch {-Potential) ist das elektrische
Potential an der Abscherschicht eines bewegten Partikels in einer Suspension. Das
elektrische Potential beschreibt die Fahigkeit eines Feldes, Kraft auf andere
Ladungen auszuiiben [Atkins 2001].

Das Zeta-Potential hangt von den Charakteristika der lonengruppen auf der
Oberflache sowie dem pH-Wert des suspendierenden Mediums ab.

Die Faktoren Hydrophobie, freie Oberflachenenergie und Zeta-Potential beeinflussen
sich gegenseitig. VAN LOOSDRECHT et al. beschreibt, dass das Zeta-Potential der
Mikroorganismen mit abnehmender Hydrophobie steigt sowie eine geringe
Oberflachenenergie und damit verbundene hohe Hydrophobie eine bakterielle

Anheftung fordert [Van Loosdrecht 1990].
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2.1.2.2 Spezifische Faktoren der mikrobiellen Adhasion an Oberflachen

Die irreversible Adhasion wird durch spezifische Wechselwirkungen zwischen
komplementaren Molekllen auf der Oberflache des Mikroorganismus bzw. des
Pellikel bestimmt. Die molekularen Bestandteile der Bakterien, die bei der Adhasion
eine Rolle spielen, werden Adhasine genannt, wahrend die des Wirtes als
Rezeptoren bezeichnet werden. Auf einer Bakterienzelle kénnen verschiedene
Adhasine exprimiert sein, die stereochemisch an komplementaren Rezeptoren der
Oberflache des Wirtes binden kénnen [Scheie 1994]. Den Bakterien ist es auch
maoglich Rezeptoren fur Adhasine fir mikrobielle Zelltypen zu exprimieren, die fur die
Anheftung zwischen Zellen verwendet werden. Eine grol3e Anzahl der Adhasine sind
Lektine, die sich an kohlenhydrathaltige Rezeptoren auf Oberflachen binden. Diese
bakteriellen Adhasine befinden sich haufig auf Oberflachenstrukturen wie Fimbrien
oder Fibrillen, die meist hydrophobe, unpolare Aminosaureseitenketten aufweisen
[Bos 1999, Hultgren 1993, Scheie 1994]. Bei den meisten oralen Streptokokken
kommen zudem Adhasine der Antigen-I/ll-Familie der Polypeptide vor, die in der
Zelloberflache verankert sind. Diese multifunktionellen Adhasine besitzen
verschiedene Bindungsstellen fiur Rezeptoren und koénnen an menschliche
Glykoproteine im Speichel, an Calcium und an andere Mikroorganismen binden.
Glukosyltransferasen stellen eine weitere Gruppe bakterieller Adh&asine dar und
kénnen mit Rezeptoren im Pellikel, wie blutgruppenspezifischen Proteinen, oder mit
adsorbierten Glukanen und Dextranen wechselwirken [Marsh 1999]. Einige
grampositive orale Bakterien besitzen eine Lipoteichonsaure und es konnte gezeigt
werden, dass Lipoteichonsaure mit blutgruppenspezifischen Substanzen im Pellikel
interagieren. Da im Pellikel Antikbrper nachweisbar sind, wirken eine Reihe von
Antigenen unter Umstanden indirekt auch als Adhasine [Marsh 1999]. Es ist bekannt,
dass einige Adhasine ein lipidhaltiges Ende besitzen und auf diese Weise in der
Zellmembran verankert sind. Diesen Lipoproteine konnten an immobilisierte
Substanzen im Pellikel und andere bakterielle Zelloberflachen binden [Marsh 1999].
Studien haben gezeigt, dass besonders saure, prolinreiche Speichelproteine die
mikrobielle Adh&sion an der Schmelzoberflache férdern [Gibbons 1989]. Der
Bindung des Proteins an die Hydroxylapatitkristalle des Zahnschmelzes dient das
saure N-terminale Segment des Molekils [Bennick 1979, Bennick 1987], wéahrend
das C-terminale Segment die spezifische Adhérenz der Mikroorganismen
gewéhrleistet [Hannig 1998]. Die sauren, prolinreichen Proteine durchlaufen
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wahrend der Adsorption an mineralischen Oberflachen Konformationsdnderungen
oder auch enzymatisch bedingten Modifikationen. Auf diese Weise werden
spezifische molekulare Segmente freigelegt, die von oralen Mikroorganismen als
Rezeptoren genutzt werden koénnen und als ,Kryptitope“ bezeichnet werden,
allerdings bei gelosten Proteinen im Molekulinneren verborgen bleiben [Gibbons
1989].

2.1.3 Bakterielle Adhasion auf zahnéarztlichen Restaurationsmaterialien

Klinische Untersuchungen konnten bisher nicht eindeutig klaren ob die Adsorption
von Proteinen und die anschlieBende  bakterielle  Adhasion  auf
Restaurationsoberflachen mit den Adhasionsprozessen auf der Zahnoberflache
Ubereinstimmen oder anderen GesetzméaRigkeiten unterliegen. In zahlreichen
Studien wurden die gebrauchlichsten dentalen Materialien auf ihre Tendenz zur
bakteriellen Adhéasion untersucht [Grivet 2000, Kawai 2001a, Satou 1988, Carlén
2001, Montanaro 2004, Radford 1998, Suljak 1995, Svanberg 1990, Tanner 2000,
Taylor 1998b] und konnten zeigen, dass die verschiedenen zahnéarztlichen
Restaurationsmaterialien nicht im gleichen MalRe zur Auspragung mikrobieller
Belage neigen [Hahn 1992, Hahn 1993, Kramer 1989, Kramer 1990, Van Dijk 1987].
Wahrend keramische Massen oder Glaskeramiken in geringerem Umfang als
Zahnhartsubstanz besiedelt werden, weisen Kunststoffe und Kompositmaterialien
eine starke Tendenz zur Akkumulation der bakteriellen Plaque auf [Chan 1986, Hahn
1993, Kramer 1990, Lundin 1989, Savitt 1987, Shahal 1998]. Hydrophile
Oberflachen, wie Zahnschmelz oder Keramik weisen eine reversible Protein-
adsorption auf, wogegen sie auf unpolaren Oberflachen irreversibel ist. Moderne
Dentalkomposite enthalten relativ hydrophobe Monomere, wie Bisphenol-A-Glycidyl-
Methacrylat und Urethandimethacrylat, die eine geringe Wasseraufnahme und eine
geringe Quellung ermdglichen. Die wissenschaftlichen Aussagen bezuglich der
Plaqueformation und der Hydrophobizitdt von Substratoberflachen sind
widersprichlich. Einige Studien berichten das vermehrte Auftreten dentaler Plaque
auf hydrophilen Restaurationsmaterialien, wie Porzellan und Metall im Vergleich zu
hydrophoben Oberflachen wie Amalgam und Komposite [Quirynen 1995, Olsson
1992]. SULJAK et al. untersuchten die Adhasion von Bakterien zu Amalgam und

Kompositen in vitro. Es konnte eine Korrelation zwischen steigender Hydrophobizitét
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der Bakterienoberflache und erhohter Retention dieser auf den hydrophoben
Substratoberflachen nachgewiesen werden. Ein statistischer Unterschied der
Adhasion zu Amalgam gegentuber Komposite bestand nicht [Suljak 1995].
MONTANARO et al. betrachteten das Adhasionsverhalten von S. mutans an
Restaurationsmaterialien wie Komposite, Glasionomerzemente, Compomere und
Ormocere. Mit Ausnahme der Ormocere und des Glasionomerzementes Fuji IX,
welche in einem hoheren Mald zur Adh&sion neigten, zeigten die untersuchten
Materialien eine ahnliche Neigung zur bakteriellen Adhasion [Montanaro 2004]. VAN
LOOSDRECHT et al. sprechen von einer erhdhten Plaguebildung auf hydrophoben
Materialien [Van Loosdrecht 1987b]. Weitere Studien haben gezeigt, dass
konvergierende Werte der Hydrophobizitat fur bakterielle und Substratoberflachen
die mikrobielle Adhésion erleichtern [Grivet 2000, Satou 1988, Satou 1991,
Weerkamp 1985]. Untersuchungen von GRIVET et al. zur Auswirkung der
Hydrophobizitat auf die Adhasion von Streptokokken auf dentalen Legierungen in
vitro unterstreichen die signifikante Korrelation zwischen bakterieller Adhasion und
Hydrophobizitat der Substratoberflache. Streptococcus oralis (S. oralis), S. sanguis,
S. mutans waren hydrophob, S. mitis war hydrophil. S. oralis, der hydrophobere
Stamm zeigte die groRte Adhasion auf den untersuchten Materialien, dagegen
wurden fiur S. mitis die geringsten Adhasionswerte auf hydrophoben Oberflachen
gefunden [Grivet 2000]. SATOU et al. kamen aufgrund ihrer Untersuchungen zu
dem Schlu3, dass die Hydrophobizitat der Restaurationmaterialien Komposite,
Amalgam und Au-Ag-Pd-Legierung einen Zusammenhang zur Menge der
adharenten Zellen von S. sanguis zeigten. Es wurde vermutet, dass hydrophobe
Wechselwirkungen einen Einfluss auf die Adh&sion dieser Bakterienspezies haben.
Im Gegensatz dazu zeigte die Zahl der adherenten Zellen von S. mutans eine
Korrelation zum Zeta-Potential der Materialoberflache. Das lasst auf die Bedeutung
der elektrostatischen Wechselwirkungen fir das Adhéasionsverhalten dieser
Bakterienspezies schlief3en [Satou 1988].

Kunststoffe unterliegen in der Mundhéhle durch thermische, chemische und
mechanische Einfliisse einem Alterungsprozess, wodurch Risse und mechanische
Lasionen entstehen kénnen [Kramer 1989]. Dies erklart zum einen ein vermehrtes
Auftreten gingivaler Entziindungen an Randern von Kompositfullungen [Hammer
1979, Van Dijk 1987, Van Dijken 1987], zum anderen belegen zahlreiche klinische

prospektive und retrospektive Studien, dass Sekundarkaries die haufigste Ursache
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fur die Erneuerung von Fullungen im bleibenden Gebiss und bei Restaurationen mit
weniger als vier Flachen ist [Deligeorgi 2001, Friedl 1994]. Zur Erklarung der
unterschiedlichen bakteriellen Besiedlung der Materialien werden einerseits
Differenzen im Oberflachenprofil der verschiedenen Werkstoffe [Adamczyk 1990],
andererseits materialspezifische Charakteristika der Werkstoffoberflachen heran-
gezogen [Pratt-Terpstra 1987, Pratt-Terpstra 1989, Van Dijk 1987, Weerkamp 1989].
CARLEN et al. untersuchten den Einfluss der Politur auf die Rauigkeit und die
chemische Zusammensetzung von Glasionomerzement-und Kompositoberflachen.
Bei unpolierten Glasionomerzementen traten hohere Oberflachenrauigkeiten auf und
es wurden auf deren Oberflachen mehr anorganische, positiv geladene
Komponenten gefunden. Die Politur der Kompositoberflachen fiihrte bei dieser
Untersuchung zu einer Zunahme der Biofilmbildung [Carlén 2001]. Die
Auswirkungen der Oberflachenbearbeitung von dentalen Materialien auf die
Retention oraler Mikroorganismen wurden von TAYLOR et al. untersucht. Es wurde
die Adhasion von S. oralis, A. viscosus und Candida albicans (C. albicans) auf
polierten, sandgestrahlten und elektropolierten Kobalt-Chrom-Legierungen und Acryl-
Kunststoffen ermittelt. TAYLOR et al. kamen zu dem Ergebnis, dass die Zellgrol3e
und die Art der Rauigkeit einen signifikanten Einfluss auf die Retention von
Mikroorganismen auf Oberflachen hat [Taylor 1998b].

RADFORD et al. beschéftigten sich bei ihren Untersuchungen mit der Adhé&sion von
C. albicans auf Prothesenmaterialien. Sie kamen zu dem Schluss, dass raue
Oberflachen die Adhasion von C. albicans in vitro fordern, jedoch Speichel einen
reduzierenden Effekt auf die Adhasion hat [Radford 1998].

Diskutiert werden auch mdogliche antibakterielle Effekte der Fullungsmaterialien, die
beispielsweise bei metallischen Restaurationen [Augthun 1988], bei Fluorid
freisetzenden Materialien [Kawai 2001a, Friedl 1997] sowie bei Werkstoffen mit
sogenannten antibakteriellen Zusatzen [Ebi 2001] von Bedeutung sind. FRIEDL et al.
untersuchten den Einfluss der Fluoridfreisetzung auf das Wachstum von S. mutans.
Die untersuchten Glasionomerzemente zeigten eine gute Korrelation zwischen
Fluoridfreisetzung und den Einfluss auf das Bakterienwachstum, wobei die
Wirksamkeit nach 180 Tagen deutlich abnahm [Friedl 1997]. KAWAI et al.
betrachteten in ihrer Studie die Inhibition der Bakterien- und Glukanadh&sion an

lichthartenden fluoridfreisetzenden Fullungsmaterialien. Nach 24 Stunden zeigten
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Glasionomerzemente und Compomere signifikant geringere Mengen adharenter

Bakterien und Glukane als Kompomere [Kawai 2001a].

2.2 Testverfahren

Die Durchfihrung von Bakterienanlagerungstests auf unterschiedlischen dentalen
Materialien hat zum Ziel, eine realistische Wiedergabe sowohl physiologischer als
auch pathogener Bedingungen zu simulieren. Grundsatzlich werden zwei

Versuchsaufbauten unterschieden: in vivo und in vitro Versuchsverfahren.

2.2.1 In vivo Testverfahren

Bei in vivo Versuchsaufbauten werden die Probekdrper in der Mundhéhle befestigt
um sie den physiologischen Gegebenheiten dieses Milieus auszusetzen. Es besteht
die Mdglichkeit die zu untersuchenden Materialien entweder dauerhaft in den Zahn
als Fullung bzw. Einlagerestauration einzubringen oder temporar Uber heraus-
nehmbare Apparaturen dem oralen Milieu auszusetzen. KRAMER et al. integrierten
bei ihren Untersuchungen die Proben in einer Oberkiefertiefziehschiene und belieRen
sie dort verschiedene Tragezeiten lang [Kramer 1990]. KREKELER et al.
verwendeten bei lhren Untersuchungen Uber die Affinitdt von Plaque zu ver-
schiedenen Werkstoffen individuell gegossene Unterkieferbligel mit den Proben an
der lingualen Schleimhautseite [Krekeler 1984]. GRIMM dagegen arbeitete mit einer
experimentellen Briicke, die mit Geschieben fur die Probekoérper versehen war
[Grimm 1989]. HANNIG verwendete zur Befestigung der Probekdrper entfernbare
Splints an den oberen 1. Molaren bukkal und palatinal [Hannig 1997].

Die Ergebnisse von in vivo Versuchsaufbauten sind interindividuell und auch
intraindividuell (z. B. orale und bukkale Unterschiede) verschieden und sind somit

nicht standardisierbar und vergleichbar [Hannig 1997].

2.2.2 In vitro Testverfahren

In vitro-Testverfahren versuchen, die natlrlichen Gegebenheiten im Labor zu
imitieren. Man unterscheidet zum Einen zwischen statischen Versuchsaufbauten
sowie Fliesskammerkonditionen [An 2001, Busscher 1995b, Roosjen 2005,

Rosentritt 2008] und zum Anderen zwischen reinen Bakterienanlagerungstests
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[Birgers 2007, Faltermeier 2007] und Versuchsaufbauten bei denen kinstliche
Pellikel auf die Proben aufgebracht werden [Hahnel 2008, Carlén 2001].

Maf3geblich fur die Versuchsbedingungen der in vitro Adh&sion von Mikroorganismen
sind die zu unterrsuchenden Parametern sowie die Bakterienspezies. Zur
Untersuchung der initialen Adhasionvorgédnge werden kurzere Inkubationszeiten der
Proben von wenigen Stunden mit der jeweiligen Bakterienlosung [Satou 1988]
beschrieben. Wogegen zur Untersuchung einer ausgereiften Plague eine weitaus
langere Inkubationszeit nétig ist, die zwischen ein bis drei Tagen betragen kann
[Kawai 2001b].

In in-vitro Untersuchungen betrug die Inkubationszeit der zu untersuchenden Proben
mit der Bakterienlésung, weniger als zwei Stunden [Olsson 1992, Carlén 2001]. Bei
den Studien von SATOU et al. [Satou 1988] erfolgte die Inkubation Uber Zeitraume
von zwei und bei MONTANARO et al. von vier Stunden [Montanaro 2004]. In vivo
konnte eine signifikante Besiedlung der Oberflachen durch Kokken friihestens vier
Stunden nach Exposition der Proben mit der Bakterienlésung nachgewiesen werden
[Marsh 1999, Klimek 1999].

2.2.3 Streptococcus mutans

In Studien werden je nach Fokus der Untersuchungen unterschiedliche Keime
getestet. So bieten sich S. mutans, S.sanguis sowie S. mitis neben A, viscosus und
A. naeslundii fir Untersuchungen zum Kariesrisiko an [Kayser 2001]. S. mitis
[Palenik 1992], S. oralis [Olsson 1992], S. sanguis [Satou 1988, Suljak 1995, Palenik
1992], S. goordinii sind von besonderem Interesse, wenn das Augenmerk auf die
sogenannten Fruhbesiedler der Plaque gerichtet ist [Kawai 200l1a, Kolenbrander
1993, Li 2004, Morgan 2001]. SULJAK et al. untersuchten die bakterielle Adhasion
auf Amalgam und Komposit mit dem Fokus der unterschiedlichen Hydrophobizitat
von S. sanguis, Streptococcus salivarius (S. salvarius) und A. viscosus. Es zeigte
sich ein Zusammenhang zwischen der steigenden Hydrophobizitat der Bakterien und
der Retentionsneigung auf hydrophoben Oberflachen [Suljak 1995]. PALENIK et al.
befassten sich mit dem positiven Einfluss von fluoridfreisetzenden Glasionomer-

zementen auf die in vitro Inhibiton des Bakterienwachstums und des
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Adhasionsverhaltens von A. viscosus, S. mitis, S. mutans, Lactobacillus casei (L.
casei) und S. sanguis [Palenik 1992]. S. mutans spielt aufgrund seiner Stoffwechsel-
und Adhasionsleistung neben Lactobazillen und Aktinomyzeten eine besondere Rolle
bei der Entstehung von Karies [Marsh 1995a]. Das hohe kariogene Potential konnte
in zahlreichen Untersuchungen an tierischer und menschlicher dentaler Plaque
nachgewiesen werden, so ergaben sich eine enge Korrelation zwischen der
Anwesenheit von S. mutans und einer hohen Kariesaktivitat [Englander 1972, Krasse
1968]. S. mutans ist fahig extrazellulare Glukane und Fruktane in Anwesenheit von
Saccharose mittels spezifischer Glukosyl- und Fructosyltransferasen zu
synthetisieren [Hellwig 2003, Kayser 2001]. Auf diese Weise wird eine Adhasion
dieser gram positiven fakultativ anaeroben Kokke an der Schmelzoberflache sowie
die Etablierung einer adhasiven und hochgradig kariogenen Plaque mdglich. Eine
weitere Fahigkeit stellt die Bildung organischer Sauren in Form von Laktat und
Pyruvat Gber anaerobe Glykolyse dar, die bei entsprechender Expositionsdauer die
Zahnhartsubstanz demineralisieren. Zudem ist dieser Mikroorganismus in der Lage
intrazellulare Polysaccharide zu bilden, die ihm erméglichen seinen Stoffwechsel
auch bei mangelnder Substratzufuhr aufrechtzuerhalten [Hellwig 2003]. Im
Gegensatz zu anderen oralen Bakterien ist S. mutans sauretolerant, d.h. er ist in der
Lage in auch in saurer Umgebung, bei pH < 5,5 in der dentalen Plaque zu existieren
sowie organische Sauren zu synthetisieren und diese entgegen den
Konzentrationsgradienten aus dem Zellinneren aktiv zu transportieren [Hellwig

2003].

2.2.4 Quantifizierung von Bakterienanlagerung

Fur die Quantifizierung von adharenten Bakterien werden eine Reihe von
verschiedenen Techniken verwendet, unter anderem die situ Visualisierung durch
Epifluoreszenzmikroskopie, Konfokale Laser- Raster- Mikroskopie, Raster-
Elektronen- Mikroskopie und Rasterkraftmikroskopie [Ahimou 2007, Fang 2000,
Hannig 2007, Mller 2007, Shahal 1998]. Zudem gibt es Mdglichkeiten der indirekten
Technik der Quantifizierung von Mikroorganismen nach der Entfernung von
Oberflachen, zu denen zahlen die Zahlung per Szintillation von radioaktiv markierten
Organismen [Kawai 200la, Steinberg 1999] sowie die Quantifizierung von

Metaboliten (5-cyano-2,3-ditolyltetrazoliumchlorid) [An 1997, Kawai 2001a] und die
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Zahlung mit Hilfe des sogenannten Coulter Counter, der Zytofluorometrie [Logan
1998, Pils 2006] oder der Spektrophotometrie [An 1997]. Eine simple Methode fir
die Bestimmung des Wachstums von Bakterienkolonien besteht in der kulturellen
Anzichtung auf Agar Platten. Die Bakterien werden von den Proben abgeldst, auf
dem Agar ausgestrichen und die nach einer bestimmten Zeit entstandenen Kulturen
visuell ausgewertet [Fijan 2005, Olsson 1976a]. Weniger haufig finden
Auswertmethoden wie die Gewichtsbestimmung der Plaque und die optisch
mikroskopische Planimetrie Verwendung. Eine weitere angewendete Methode der
Auswertung stellt die Visualisierung mit dem Rasterelektronenmikroskop mit einer
anschlieBenden Computer gestitzten oder manuellen Auszahlung dar [Satou 1988,
Satou 1991, Tanner 2000].

Die Resazurin-Reduktionsmethode stellt eine weitere Quantifizierungstechnik fur
adharente Mikroorganismen dar. Die Resazurin-Reduktionsmethode gilt als ein
etabliertes und einfaches Verfahren zum Nachweis der Zellproliferation bei Bakterien
[Baker 1994, Burgers 2007, Collins 1997, Faltermeier 2007, Novak 1993],
Hepatozyten [Slaughter 1999] und Lymphozyten [Ansar 1994, Fries 1995]. In
Untersuchungen wurde eine direkte Korrelation zwischen der Anzahl der lebenden
Mikroorganismen mit metabolisch aktiven Zellen und der Reduktion des Resazurin
zu fluoreszierenden Resorufin nachgewiesen [Nakayama 1997, O’Brien 2000,
Voytik-Harbin 1998]. Chemisch, wird oxidiertes (blaues) und nicht fluoreszierendes
Resazurin (Almar blue) (Absorptionsmaximum bei 605 nm) zu Resorufin (pink)
(Absorptionsmaximum bei 573 nm), welches in hohem Mal3e fluoreszierend ist
reduziert [Collins 1997, Fields 1993, Nakayama 1997]. Der genaue Mechanismus
dieser nicht toxischen Reduktion ist nicht genau bekannt, man vermutet eine
intrazellulare oder an der Plasmaoberflache stattfindende Enzymaktivitat oder eine
im Medium stattfindende chemische Reaktion [Batchelor, Goegan 1995, Maeda
2001, O’Brien 2000, Voytik-Harbin 1998]. Es scheint eine direkte Korrelation
zwischen der Anzahl der lebenden Mikroorganismen mit metabolisch aktiven Zellen
und der Reduktion des Resazurin zu fluoreszierenden Resorufin zu bestehen
[Nakayama 1997, O’Brien 2000, Voytik-Harbin 1998]. Mit Hilfe dieser Reaktion,
sichtbar durch die Fluoreszenzfarbung ist es moéglich das quantitative Ausmald der
bakteriellen Adhasion auf festen Oberflachen zu ermitteln [Burgers 2007, Collins
1997, O’Brien 2000].
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2.3 Silanhaftvermittler

Silane sind siliziumorganische Verbindungen, die einen funktionellen organischen
und einen anorganischen Molekilanteil besitzen. Der organische Molekilanteil (z. B.
Vinyl —.CH=CH,, Allyl —-CH,CH=CH;, Amino —NH,, Isocyanato —N=C=0) kann mit
einer organischen Matrix polymerisieren, die Alkoholgruppe (z.B. Methoxy —O-CHzs,
Ethoxy —O-CH,-CHj3) kann mit anorganischen Substraten reagieren und kovalente
Bindungen zwischen den unterschiedlichen Matrizes werden gebildet [Matinnlinna
2004a].

Zur Silanisierung von Metall- oder Keramikoberflachen sowie zum Verbund mit dem
Fullstoff der Komposite wird im Dentalbereich vornehmlich 3-Methacryloxypropyl-
trimethoxysilan verwendet (siehe Abbildung 1). Uber die Si-OH-Gruppen erfolgt die
Reaktion mit dem Fullstoff bzw. der Metall- oder Keramikoberflache; tber die
Methacrylatgruppe erfolgt die Verbindung zur Kunststoffmatrix (siehe Abbildung 2)
[Eichner 1996, Plueddemann 1982].

Abbildung 1: Grundlegende Struktur eines Silanhaftvermittlers am Beispiel von 3-
Methacryloxypropyltrimethoxysilan ((1) anorganische Gruppe,

(2) Verbinder, (3) organische Gruppe)

CH30 @)
| |
CH30-Si-CHz-CHz-CHz-O-C-C:CHz

| |
CH30 CHs
(1) (2) (3)

Abbildung 2: Chemische Reaktion von 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan
mit einem Fullstoffpartikel

s
1es—Si-OH CH30 o
o |
~+=Si-OH + CH;0-5i-CHz-CHz-CH-0-C-C=CH;
o) | l
-+ —Si-OH CH40 CHs

O

Glas oder Silikatoberflache + 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan
mit Silanolgruppen

\
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-
w250 0
-+ —=§i-O=Si-CHz-CHz-CHz-O-C-C=CH; + 3CHy-OH
O, |
-—8i-0 CHs
O,

silanisierter Fullstoffpartikel + abgespaltenes Methanol

Wahrend die reaktive Alkoxygruppe mit Silanolgruppen an der Silicat- oder
Glaspartikeloberflache unter Abspaltung von Alkohol verestert, copolymerisieren die
ungesattigten Vinyl- oder Methacrylgruppen mit den Monomeren und Comonomeren
der Kunststoffmatrix [Braden 1997, Eichner 1996, Plueddemann]. Die anorganischen
Fullkorper von Kompositen weisen in der Regel eine hydrophile Oberflache auf und
sind mit Hydroxyl- oder Sauerstoffatomen bedeckt. Die Monomermatrix hat dagegen
einen stark hydrophoben Charakter. Mit dem Silanhaftvermittler werden
Wechselwirkungen zwischen ihnen geschaffen, die einen Verbundwerkstoff

entstehen lassen. Silane kénnen sowohl hydrophil als auch hydrophob sein [Eichner

1996].
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3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden in vitro-Arbeit war die quantitative Untersuchung der Adhasion
von Streptococcus mutans an chemisch unterschiedliche Silanhaftvermittler.
Im Vorversuch sollte ein Nachweis fiur die tatsachliche Silanbeschichtung der
Trageroberflachen mit Hilfe der Fourier-Transformations-Infrarot-Sepktroskopie
(FT/IR) und der Kontaktwinkelmessung erbracht werden. Zusatzlich sollte ein
geeigneter Versuchsaufbau fir die Bakterienquantifizierung auf Silanoberflachen
gefunden werden.
Ziel der anschliel3enden Hauptversuche war die Klarung folgender Fragen:

e |Ist die Adhasion von S. mutans abhangig von der Konzentration des Silans?

e Ist die Adhéasion von S. mutans abh&éngig vom Typ des verwendeten Silans?

e In welchem Mal3 beeinflusst die Silanisierung die Oberflacheneigenschaften

(Rauigkeit, Hydrophobie, Struktur) des Tragermaterials?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Quantitat der adhérenten Bakterien und

den spezifischen Eigenschaften der silanisierten Oberflache (Rauigkeit,
Hydrophobie, Struktur)?
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Abbildung 3: Versuchsdesign im Uberblick

Silanhaftvermittler (n=9)
Herstellung von silanbeschichteten
Probekorpern unterschiedlicher

Konzentrationen

Prufung der

' Silanbeschichtung mittels

FT/IR und Goniometer

Herstellung von mit
3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan
beschichteten Probekdrpern in flinf

unterschiedlichen Konzentrationen

Prufung der

Silanbeschichtung mittels

— ' FT/IR und Goniometer
sowie Bestimmung der
Bakterienadhéasion
Auswahl der geeigneten
Silankonzentration
Herstellung von silanisierten Probekérpern < Bestimmung der
der neun unterschiedlichen Silanhaftvermittler Bakterienadhéasion

Prifung der Silanbeschichtung
mittels FT/IR
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4.1 Materialien

4.1.1 Mikroorganismen

In sadmtlichen Adhé&sionsversuchen wurde als Testkeim Streptococcus mutans
(NCTC 10449; DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

GmbH, Braunschweig, Deutschland) eingesetzt.

4.1.2 Silane und Probenkdrper

Zur Untersuchung der bakteriellen Adhéasion von S. mutans auf Silanoberflachen,
wurden 9 chemisch unterschiedliche Silanverbindungen verwendet. Unbehandelte
Glasplattchen (Cover Glasses No. 1 @ 10mm, 12mm, 15mm; Paul Marienfeld GmbH

& Co.KG, Lauda-Konigshofen, Deutschland) dienten als Referenzmaterialien (siehe

Tabelle 1).

Tabelle 1: Verwendete Silane

Kenn- Produkt Hersteller

nummer
1 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan ABCR GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland
2 3-Methacryloxypropylmethyldimethoxysilan ABCR GmbH & Co. KG
3 3-Methacryloxypropyldimethylmethoxysilan ABCR GmbH & Co. KG
4 3-Methacryloxypropyltriethoxysilan ABCR GmbH & Co. KG
5 3-Methacryloxypropyltrichlorosilan ABCR GmbH & Co. KG
6 3,3,3-(trifluor)propyltrimethoxysilan ABCR GmbH & Co. KG
7 3-Aminopropyltrimethoxysilan ABCR GmbH & Co. KG
8 O-(Methacryloxyethyl)-N- ABCR GmbH & Co. KG
triethoxysilylurethan

9 3-(trimethoxysilyl)- Sigma-Aldrich Chemie

propyldimethyloctadecylammoniumchlorid ~ GmbH, Steinheim,
Deutschland

4.1.3 Chemikalien und L6ésungen

e Ethanol (Merk/ Chemikalienausgabe, Darmstadt, Deutschland)

e Methanol (Merk/ Chemikalienausgabe)
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e 3mM Resazurin-Lésung (Resazurin Natriumsalzes mit Zertifikat, Indikator pH
3,8- 6,5: Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

e Das Medium fur S. mutans (TS-Medium 92) bestand aus Trypticas soy broth
(30,0 g) und Yeast extract (3,0 g) (Becton Dickinson Microbiology Systems,
Sparks, USA) auf 1000 ml Aqua destillata.

e Der verwendete PBS-Puffer wurde durch Losen einer Phosphate Buffered
Saline Tablette (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in 200 ml ag. dest. hergestellt.

4.1.4 Gerate und technisches Material

e Eppendorf-Pipetten (Netheler & Hinz GmbH, Minchen, Deutschland)

e Eppendorf-Pipetten-Spitzen (100/1000 pl) (Greiner Labortechnik, Miinchen,
Deutschland)

e FTIR Spectrometer Jas.co FT/IR (Jas.co Hachioji, Tokyo, Japan)

e Leit-c-Plast (Plano W. Plannet GmbH, Marburg, Deutschland)

e Magnetruhrgrat, IKAMAG Rec-G (Ika-Labortechnik, Staufen im Breisgau,
Deutschland)

e Durchlicht-Mikroskop (Carl Zeiss West GmbH, Oberkochen, Deutschland)

e Mikroskop fir goniometrische Messungen (Microskop Erma, Tokio, Japan)

e Multi-Detektor Fluoreszenz Lesegerat (Fluostar optima, bmg-Labtech,
Offenburg, Deutschland)

e Photometers, Genesys 10nV Scanning (Thermo Spectronic, Rochester NY,
USA)

e Pipette des Goniometers (Microlab RP, Hamilton, USA)

e Polyethylenscheiben Erkodur Starke 1,0 mm (Erkodent Erich Kopp GmbH,
Pfalzgrafenweiler, Deutschland)

e Probetrager, Alu-Stubs (Fa Provac GmbH, Oestrich Winkel, Deutschland)

e Pumpe, KNF Neuberger Laboport (KNF Neuberger, Freiburg, Deutschland)

e Rasterelektronenmikroskop Cambridge Stereoscan 240 (Fa. LEO
Elektronenmikroskopie GmbH, Oberkochen, Deutschland)

¢ Ruittler Heidolph Reax top, (Heidolph-Elektro GmbH & Co.KG, Kehlheim,
Deutschland)

e Schittelinkubator Modell G 25 (New Brunswick Scientific Co. Inc, Edison, New
Jersey, USA)
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e Silkonkleber, UHU Silikon (UHU GmbH & Co. KG, Buhl, Deutschland)

e Sputtergerat fur Goldbedampfung, Balzerunion SCD 040 (Balzer Union
Limited, Balzers, Lichtenstein)

e Sterilbank HeraSafe (Heraeus, Hanau, Deutschland)

e Testschlittensystems Perthometer S6P (Feinpruf Perten GmbH, Gaottingen,
Deutschland)

e 48 Well Cell Culture Cluster ( Corning Incorporated, Corning NY, USA)

e Zentrifuge Rotixa/P (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

e Zentrifugenréhrchen 10 ml (Becton Dickinson Microbiology Systems, Franklin
Lakes, NY, USA)

4.1.5 Software

e Fluostar Optima Version 1.30.0 (BMG LabTech, Offenburg, Deutschland) fur
die Erfassung der Fluoreszenzwerte

e Spectra Analysis (Spectra Analysis Inc., Marlboroug, USA) fur die Erfassung
der FTIR-Messungen

e SPSS fur Windows Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) fur die
statistische und graphische Darstellung der Versuchsergebnisse

e Tabellenkalkulation Excel Version 5.0 (Microsoft, Seattle, USA) fir die
Auswertung und graphische Darstellung der FTIR-Messungen

4.2 Methoden

4.2.1 Versuchsvorbereitung

4.2.1.1 Probenherstellung

Die verwendeten Glasplattchen entsprachen einer Materialstarke von 0,13 - 0,16 mm
und wurden in zwei unterschiedlichen Durchmessern (10 mm, 12 mm) verwendet.
Vor der Beschichtung mit den Silanverdinnungen wurden die Glasplattchen mit aqg.
dest. gereinigt und anschlieRend bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Die Glas-
plattchen mit einem Durchmesser von 12 mm wurden fir die goniometrischen

Messungen und die Fourier-Transform Infrarot Spektroskopie (FT/IR) verwendet, da

28



4 Material und Methoden

Proben mit diesem Durchmesser spaltfrei in das entsprechende Gerat eingespannt
werden konnten. Fir die Adhasionsversuche wurden die Glasplattchen mit dem

Durchmesser von 10 mm verwendet.

Die Silanhaftvermittler lagen in den vorgegebenen Konzentrationen als
Stammldésungen vor (siehe Tabelle 2). Die Silane 1-8 wurden mit Ethanol (Merk/
Chemikalienausgabe), Silan 9 mit Methanol (Merk/ Chemikalienausgabe) verdinnt.
Es wurden auf diese Weise Silankonzentrationen von jeweils 0,5 %, 2,5 %, 5,0 %
erstellt. Fur Silan 1 wurden zusétzlich Lésungen von 10 %, 15 %, 20 % hergestellt.
Fur die FT/IR und die Kontaktwinkelmessungen wurden zwei Gruppen gebildet.
Gruppe 1 umfasste alle Silanverbindungen in den jeweiligen Konzentrationen als
einfache Beschichtung auf Glas. Bei Gruppe 2 wurde eine dreimalige Beschichtung
durchgefuhrt.

Fur Gruppe 1 wurden von jeder Silanverbindung 4 Proben fir jede Verdinnung
hergestellt. Dazu wurden die Glasplattchen nach der Reinigung auf Metallgittern
platziert, mit einer Pipette (Netheler & Hinz GmbH) wurden jeweils 40 pl auf jedes
Plattchen aufgetragen und diese unter einem Abzug fiur mindestens 24h getrocknet.
In Gruppe 2 wurden jeweils 4 Proben fir jede Kombination aus Silan und
Konzentration angefertigt. Die Silanverdiinnungen (jeweils 40 pl) wurden mit einer
Pipette dreimal in einem zeitlichen Abstand von jeweils einer Stunde aufgetragen.
Nach der letzten Applikation wurden die Proben flr mindestens 24 h zum Trocknen
unter dem Abzug belassen.

Fur die Adhasionsversuche wurden Glasplattchen mit einem Durchmesser von 10
mm mit 27,8 pl der jeweiligen Silanverbindung und entsprechender Konzentration

beschichtet.
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Tabelle 2: Verwendete Silanhaftvermittler

Chemische Bezeichnung CAS-Nr. Summenformel  Strukturformel Konzentration
der Stammldsung
o
3-Methacryloxypropyl- 2530-85-0 C10H2005Si HaC=C-C-0-CHy-CHy-CHa-Si(OCHs)3 98 %
trimethoxysilan |
CHs
o}
3-Methacryloxypropylmethyl- 14513-34-9  CyoH2004Si G CA0-CHy-CH ChHy-SI(OCH), 97 %
dimethoxysilan | |
CHs CHs
o} CH;s
3-Methacryloxypropyldimethyl- 66753-64-8 C10H2003Si HzC:C_c_o-CHZ-CHZ-CHZ-Sli(OCHa) 95 %
methoxysilan | |
CHs CH;s
o
3-Methacryloxypropyl- 21142-29-0 C13H2605Si HaC=C-C-O-CHa-CHy-CH-Si(OCsHs)s 100 %
triethoxysilan |
CHa
o}
3-Methacryloxypropyl- 7351-61-3 C+Cl3H110,Si H,C=C-C-0-CHy-CH-CHy-SI(Cl)s 95 %
trichlorosilan |
CHa
3,3,3- (trifluor)propyl- 429-60-7 CoF3H1303Si (F)aC-CHz-CHz-SI(OCH:): 100 %
trimethoxysilan
3-Aminopropyltrimethoxysilan 13822-56-5  CgH17NOsSI HsN-CH-CHz-CHZ-S{OCH:)s 97 %
o o
O-(Methacryloxyethyl)-N- CisHaaNO7ST e 6 CHa-CHL-0-CN-SIOCatHe) 90 %
triethoxysilylurethan |
CHa
CH;
3-(trimethoxysilyl)propyl- 27668-52-6 C26HssNO3Si H37C18_,|\|+_CH2_CH2_CH2_SKOCH3)3 72 %

dimethyloctadecylammoniumchlorid

CI CH3

USPOYISIA pun [eustei ¢



4 Material und Methoden

4.2.1.1.1 Probenherstellung fur Vorversuch 1 und 2 zur Messung des
Einflusses der Konzentration auf die bakterielle Adhéasion

von S. mutans

Der Einfluss der Konzentration der Silanlésung auf die mikrobielle Adhasion von
S. mutans wurde in Vorversuchen am Beispiel von 3-Methacryloxypropyl-
trimethoxysilan (y-MPS) ermittelt. Hierzu wurden je 16 gereinigte Glasplattchen
(@ 10 mm) mit 27,8 pul 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan in den
Konzentrationen 0,5 %, 2,5 %, 5,0 %, 10,0 %, 15,0 % beschichtet sowie 16
weitere gesauberte Glasproben als Refrenzproben vorbereitet. Zusatzlich
wurde jeweils eine Probe je Gruppe auf eine Polyethylenscheibe (Erkodur
Starke 1,0 mm, Erkodent Erich Kopp GmbH) geklebt, um es so leichter fir
Untersuchungen mit dem Rasterelekromikroskop (REM) entnehmen zu kdnnen.
Diese Proben wurden nicht in die Fluostar-Auswertungen mit aufgenommen.
Es wurden zwei Satze von Proben angefertigt, um den Versuch als Kontrolle zu

wiederholen.

4.2.1.1.2 Probenherstellung fur Hauptversuch 1 und 2 zur Ermittlung der

bakteriellen Adhasion an den Silanen Nummer 1-9

Es wurden jeweils 16 Glasplattchen (& 10 mm) mit einer 5%igen Verdinnung
der 9 Silane (siehe Tabelle 2) beschichtet. Die Plattchen fur Silane 1-5, 7-9
wurden einmal mit 27,8 ul der Silanverdiinnung beschichtet. Die Plattchen fir
Silan 6 wurden dagegen drei Mal mit 27,8 ul der Verdinnung von 3,3,3-
(trifluor)propyltrimethoxysilan beschichtet (der zeitliche Abstand zwischen den
Beschichtungswiederholungen betrugen jeweils eine Stunde.). 16 gereinigte,
unbeschichtete Glasplattchen (& 10 mm) wurden als Referenzproben in den
Versuch aufgenommen. Jeweils eine Probe je Gruppe wurde auf einer
Polyethylenscheibe (Erkodur Starke 1,0 mm, Erkodent Erich Kopp GmbH) mit

einem Durchmesser von 10 mm befestigt und nach dem Adhasionsversuch als
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Probe fir die REM-Untersuchung entnommen. Auch fir diesen Versuch wurden
die Proben fur einen Kontrollversuch zweimal angefertigt.

Fur die oben genannten Anlagerungsversuche wurden die hergestellten Proben
nach vollstdndiger Trocknung (mindestens 24 Stunden) mittels eines
Silkonklebers, UHU Silikon (UHU GmbH & Co. KG) und einer Pinzette in ein 48
Well Cell Culture Cluster (Corning Incorporated) befestigt. AnschlieRend folgte
eine Prifung des festen Haltes der Proben in den Wells. Nach Trocknung des
Klebers wurden in jedes Well je 1ml steriles aq. dest. pipettiert, und fur 48

Stunden gelagert.

4.2.1.2 Fourier-Transform Infrarot Spektroskopie (FT/IR)

Zur Uberprifung der Beschichtung mit den Silanverdiinnungen vor und nach
den Adhasionsversuchen wurde primar das Verfahren der Fourier-
Transformations-Infrarot-Sepktroskopie (FT/IR) herangezogen. Diese Methode
ermdglicht es unbekannte Materialien zu identifizieren, die Qualitdt oder
Beschaffenheit einer Probe zu analysieren und die Menge von Bestandteilen
eines Gemisches zu bestimmen. Bei der Infrarot Spectroskopie (IFTR) wird der
Probekdorper mit Infrarotstrahlung bestrahlt. Ein Teil der Infrarotstrahlung wird
vom Probekdrper absorbiert und ein Teil der Strahlung transmittiert. Das
resultierende Spektrum reprasentiert die molekulare Absorption und
Transmission, die einen sogenannten Fingerabdruck des Probekdrpers darstellt
[GUnzler 1996].

Vor jeder Messung des Transmissionsspektrums eines Probekdrpers wird das
sogenannte Background-Spektrum gemessen, welches charakteristisch fir das
Gerat selbst ist. Dies ist das Einstrahlspektrum, das die Energieverteilung der
Lichtquelle, die Empfindlichkeit des Detektors und die Transmissionsfunktion
des Spektrometers beinhaltet. Das Transmissionsspektrum des Probekdrpers
errechnet sich durch Aufnahme des Background-Spektrums und des
Einstrahlspektrums der Probe [Coates 2000, Griffith 1986].
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Die Messungen der Proben wurden mit dem Gerat FTIR Spectrometer Jas.co
FT/IR (Jas.co Hachioji) durchgefihrt.

Die zu untersuchenden Probekorper wurden wie unter Punkt 4.2.1.1
beschrieben angefertigt. In Tabelle 3 sind die unterschiedlichen Gruppen dieser
ersten Untersuchung aufgefihrt. Eine weitere Untersuchung wurde
stichprobenartig mit den Probekdrpern aus den Hauptversuchen durchgefihrt,
um die Beschichtung nach den Adhasionsversuchen zu tberprifen.

Vor jeder Messung wurde das Gerat gegen Luft geeicht, danach wurden die mit
Silanverdiinnungen beschichteten Glasplattchen mit einem Durchmesser von
12 mm in die Halterung eingespannt und die Transmission der Proben bei
folgenden Einstellungen gemessen: Accumulation: 32, Gain: Auto (1), Scanning
Speed: Auto (2mm/sec), Resolution 4 cm™, Apodization: Triangle, Aperture:
Auto (7,1mm). Die Messungen wurden in einem Wellenlangenbereich
zwischen 399 cm™ — 4000,6 cm™ durchgefiihrt und die Werte als Transmission
in Prozent angegeben. Die Erfassung und Auswertung der Daten erfolgte via
Spectra Analyses (Spectra Analysis Inc.), fur die graphische Darstellung
wurden diese Daten fur die Tabellenkalkulation Excel Version 5.0 (Microsoft)

umformatiert.

4.2.1.3 Perthometermessung

Eine Objektivierung der Oberflachenrauigkeit der Proben sollten die Messungen
im  Sinne einer profilometrischen Oberflachenanalyse mit Hilfe des
Testschlittensystems Perthometer S6P (Feinprif Perten GmbH) gewéhrleisten.
Hierbei wurde der arithmetische Mittelwert des Rauigkeitsprofils R, (DIN 4768,
ISO 4287/1) in Mikromtern bestimmt. Der Zielbereich wurde mit dem Bereich
0,04 - 0,08 um festgelegt, da in diesem Wertebereich nicht mit einem Einfluss
der Rauigkeit auf die bakterielle Adh&sion zu rechnen ist.

Die Proben wurden zur Vermessung auf eine Haltevorrichtung mittels
Knetmasse aufgebracht und durch Antrieb eines Zahnriemengetriebes mit dem
Taster abgefahren. Die Messungen Oberflachenrauigkeit der Probekorper-
oberflachen wurden an drei Stellen (zweimal marginal, einmal zentral)

durchgefuhrt. Die Taststrecke (Messstrecke mit Vor- und Nachlauf) betrug 1,7
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mm, wobei die Einzelmessstrecke 0,25 mm umfasste, die Parameter fiur die

Vertikale und die Horizontale betrugen jeweils 50 um.

Tabelle 3: Proben fir FT/IR und Goniometer

Nr.: Chemische Bezeichnung Einfache Dreifache
Beschichtung Beschichtung

el0ul | jed0ul je 40 ul

0,5% 0,5%

2,5% 2,5%

1 |3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan 5,0% 5,0% 5,0%

10,0%
15,0%

3-Methacryloxypropylmethyl- 0,5% 0,5%

2 |dimethoxysilan 5,0% 2,5% 2,5%
5,0% 5,0%

3-Methacryloxypropyldimethyl- 0,5% 0,5%
3 | methoxysilan 5,0% 2,5% 2,5%
5,0% 5,0%

0,5% 0,5%

4 | 3-Methacryloxypropyltriethoxysilan 5,0% 2,5% 2,5%
5,0% 5,0%

0,5% 0,5%

5 | 3-Methacryloxypropyltrichlorosilan 5,0% 2,5% 2,5%
5,0% 5,0%

0,5% 0,5%

6 |3,3,3- (trifluor)propyltrimethoxysilan 5,0% 2,5% 2,5%
5,0% 5,0%

0,5% 0,5%

7 | 3-Aminopropyltrimethoxysilan 5,0% 2,5% 2,5%
5,0% 5,0%

O-(Methacryloxyethyl)-N- 0,5% 0,5%

8 |triethoxysilylurethan 5,0% 2,5% 2,5%
5,0% 5,0%

3-(trimethoxysilyl)- 0,5% 0,5%

9 | propyldimethyloctadecyl- 5,0% 2,5% 2,5%
ammoniumchlorid 5,0% 5,0%

34




4 Material und Methoden

4.2.1.4 Goniometermessung

Als weiteres Mittel zur Prifung einer vorhandenen Beschichtung der
Probekorper mit Silanen und zur Verifizierung des Einflussfaktors
Hydrophobizitdt auf die Quantitdt der bakteriellen Adhasion wurden
Kontaktwinkelmessungen durchgefuhrt.

Fur die Messungen wurde ein Mikroskop fur goniometrische Messungen
(Microskop Erma) verwendet. Die Proben wurden analog Punkt 4.2 hergestellt.
Die unterschiedlichen Gruppen sind in Tabelle 3 dargestellt. Die jeweiligen
Probekorper wurden zur Messung auf das Probentischchen des Mikroskops
platziert, der rechte Rand des Glasplattchens anvisiert und entsprechend
vergroRRert. Mit der elektronisch kalibrierten Pipette (Microlab RP) wurde eine
definierte Tropfengrof3e von 2 ul aq. dest. auf das Plattchen aufgebracht. Nach
30 sec wurde der Wert fir den Kontaktwinkel des Tropfens auf der Probe
abgelesen. Der Tropfen wurde mit dem Mikroskop betrachtet, in dessen Okular
sich ein bewegliches Fadenkreuz mit variabel einstellbarem Winkel befand. Ein
Schenkel des Fadenkreuzes wurde mit der Grenzflache Festkdrper/ Tropfen zur
Deckung gebracht, der andere Schenkel ausgehend von der
Dreiphasenkontaktlinie als Tangente an das Tropfenprofil angelegt. Der Winkel
zwischen den beiden Schenkeln wurde als Randwinkel ® abgelesen. Der Wert
wurde in Grad angegeben. Fir jeden einzelnen Probenkorper wurden drei
Werte ermittelt und via SPSS fur Windows Version 12.0 (SPSS Inc.)

ausgewertet.

4.2.1.5 Resazurin/ Almar Blue

Die quantitative Messung der bakteriellen Adhasion auf den Proben erfolgte
durch Ermittlung der relativen Fluoreszenzintensitat in einem Multi-Detektor
Fluoreszenz  Lesegerat (Fluostar optima, bmg). Die Resazurin-
Reduktionsmethode gilt als ein etabliertes und einfaches Verfahren zum

Nachweis der Zellproliferation sowie flr zytotoxische Untersuchungen bei
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Bakterien [Baker 1994, Birgers 2007, Collins 1997, Faltermeier 2007, Novak
1993], Hepatozyten [Slaughter 1999] und Lymphozyten [Ansar 1994, Fries
1995].

Als Indikator fir die ablaufende Resazurin-Reduktion wurde eine 3mM
Resazurin-Lésung (Resazurin Natriumsalzes mit Zertifikat, Indikator pH 3,8 -
6,5: Sigma-Aldrich Chemie GmbH) bendétigt. Dazu wurde 0,007536 g Resazurin
Natriumsalz in 10 ml ag. dest. gelost. Die relative Intensitat der Fluoreszenz
wurde mit Hilfe eines automatisierten Multi-Detektor Fluoreszenz Lesegerat
(Fluostar optima, bmg-Labtech) bei Wellenlangen von 530 nm Excitation und
590 nm Emission ermittelt. Eine genaue Beschreibung der Vorgehensweise
findet sich im Kapitel 4.2.2.

4.2.1.6 Bakterienanzucht

Von einer tiefgefrorenen Kultur, wurden S. mutans-Bakterien auf eine Agar
Platte aufgebracht und fir 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Eine einzelne Kultur
wurde enthommen und in ein Zentrifugenréhrchen (Falcon-Tube) 10 ml (Becton
Dickinson Microbiology Systems) mit Medium ubertragen. Die Falcon-Tube mit
Medium und Bakterienkultur wurde flr 20 Stunden unter standigem Schiitteln
(200 U/min) bei 37°C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde im Kihlschrank
aufbewahrt, und wochentlich davon eine “frische Kultur” hergestellt. Dazu
wurden 100 ul dieser Losung steril mit einer Pipette enthommen, zu einem
Tube mit 25 ml TS-Medium Nr. 92 gegeben und wiederum im Schuttelinkubator
Modell G 25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.) fir 20 Stunden inkubiert. Am
Vorabend der jeweiligen Versuche wurden 100 pl Bakterienldsung steril
entnommen und 25 ml TS-Medium Nr. 92 in eine Falcon-Tube gegeben. Diese
Suspension wurde unter konstanten Bewegungen im Schittelinkubator bei
37°C fur 20 Stunden inkubiert. Am Tag der Versuche wurde zuvor das
Wachstum der Bakterien unter dem Mikroskop (Durchlicht-Mikroskop, Carl
Zeiss West GmbH) Uberpruft. Anschliel3end folgte die Zentrifugation (Rotixa/P,
Hettich) der Zentrifugenrohrchen (Einstellungen: Bremse 9, T°C 18, 2500

U/min, 5 t/min), der resultierende Uberstand wurde dekantiert und verworfen.
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Zum Zentrifugat wurden nun je Falcon-Tube 15 ml Phosphate Buffered Saline-
Puffer (PBS) pipettiert und die Falcon-Tubes erneut zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde wiederholt und nach dieser 2. Waschung mit PBS der
Uberstand wiederum dekantiert. Nun erfolgte die Aufnahme des Zentrifugates in
30 ml PBS-Puffer je Falcon-Tube. Mit Hilfe eines Ruttlers Heidolph Reax top
(Heidolph-Elektro GmbH & Co0.KG) wurde die Lésung gleichmafig durchmischt
und die Falcon-Tubes im Verlauf in ein steriles Becherglas mit sterilen
Ruhrmagneten entleert, um eine gleichmaflige Durchmischung mittels des
Magnetriihrgrates IKAMAG Rec-G (Ika-Labortechnik) gewahrleisten zu kénnen.
Die gewiinschte Bakteriendichte von 0,3 OD wird anschlieRend mit Hilfe des
Photometers Photometers, Genesys 10nV Scanning (Thermo Spectronic) bei
einer Wellenlange von 540 nm eingestellt. Mit dem PBS-Puffer wurde der O-
Wert eingestellt und der gewinschte OD-Wert durch schrittweises Verdinnen

der Bakterienlésung erreicht.
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4.2.2 Versuchdurchfihrung: Bakterienanlagerung

Abbildung 4: Versuchsdesign im Uberblick

Herstellung von silanbeschichteten
Prifung der

———> | Silanbeschichtung mittels
FT/IR und Goniometer

Probekorpern bzw. Glas,

Messung der Eigenfluoreszenz mit

Fluostar Optima

U

Inkubation mit Bakterienldsung
fur 2,5 Stunden bei 37° C

@ Prifung der

Messung der Fluoreszenz

— Silanbeschichtung
mit Fluostar Optima mittels FT/IR

Aus den fir den Versuch vorbereiteten 48 Well Cell Culture Cluster wurde aus
den einzelnen Well-Kammern aq. dest. abgesaugt. In jede Kammer wurde nun
mit Hilfe der Pipette jeweils 1 ml PBS-Puffer gegeben und somit die 48 Well
Cell Culture Cluster fur die Messung der Eigenfluoreszenz im Fluostar
vorbereitet. Im Programm Fluostar Optima Version 1.30.0 (BMG LabTech)
wurden die nétigen Einstellungen vorgenommen, der Gainwert auf 2600,
Exitations-Filter auf 550 und das Value auf 15% eingestellt, die 48 Well-Platte
eingelegt und die Messung vorgenommen.

Nach Kontrolle der gewonnenen Daten, wurde der PBS-Puffer aus den Well-
Kammern wieder abgesaugt und die Kammern wurden entsprechend den
Angaben von Tabelle 4 gefillt. Die Platte wurden mit dem Deckel der
Kunststoffplatte wieder abgedeckt und die Probenplatten in einer lichtdichten
Kunststoffschachtel gelagert. AnschlieBend wurden die Platten im
Schittelinkubator bei 200 U/min und 37 Grad Celsius fur 2,5 Stunden inkubiert.
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Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Suspension mittels der Pumpe KNF
Neuberger Laboport (KNF Neuberger) aus allen Kammern in ein gesondertes
Gefald abgesaugt. Die Kammern wurden anschlieRend zweimal mit PBS
gewaschen, indem je 1 ml PBS-Puffer je Kammer pipettiert und anschlief3end
wieder abgesaugt wurde, um nicht adharente Bakterien zu entfernen. Zur
Vorbereitung der Messung der Fluoreszenz wurden die Kammern des 48 Well

Cell Culture Clusters wieder mit jeweils 1 ml PBS-Puffer gefuillt.

Tabelle 4: Pipettierschema

P Messprobe 1 ml verduinnte Bakterienkultur und 15 pl
Reazurinlésung

FK  Farbkontrollprobe 1 ml PBS-Puffer und 15 pul Reazurinlésung

BK  Bakterienkontrollprobe 1 ml verdinnte Bakterienkultur

@] Nullkontrolle 1 ml PBS-Puffer

X In Vorversuch 1 und 2 - leeres Well, in

Hauptversuch 1 und 2 - Plattchen fur REM: 1 ml
verdinnte Bakterienkultur und 15 pl
Resazurinldsung

Die Fluoreszenz des reinen PBS (Nullkontrolle), des Puffers und Resazurin
(Farbkontrolle) und der reinen Bakterienldsung dienten als Kontrollen. Die
relative Fluoreszenzintensitat wurde errechnet in Relation zur Eigenfluoreszenz
der jeweiligen Proben und ist ein Mal} fur die Menge der adharenten Bakterien.
Die Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm Fluostar Optima fir
Windows Version 1.30.0, wobei die Daten mit dem Tabellen-
kalkulationsprogramm Excel, Version 5.0 erfasst und die statistische
Auswertung mittels des Programms SPSS fur Windows Version 12.0 (SPSS
Inc.) durchgefuhrt wurde.

Zur Entnahme von Proben fur Rasterelekronische Messungen wurde der PBS-
Puffer aus den entsprechenden Kammern abgesaugt, die Proben mit einer
Pinzette entnommen und auf die entsprechenden Trager unter dem Abzug

befestigt.
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4.2.2.1 Vorversuche 1 und 2 zur Messung des Einflusses der Konzentration
von 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan auf die bakterielle Adhéasion

von S. mutans

Bereits unter Punkt 4.2.1.1 wurde die Anfertigung der Proben zu diesem
Versuch dargestellt. Ziel dieser Untersuchung war es, den Einfluss der
Konzentration des Silans 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan auf die
Messungen zu ermitteln. Dazu wurden die Konzentrationen 0,5 %, 2,5 %, 5,0
%, 10,0 %, 15,0 % des Silans y-MPS, und gesauberte Glasplattchen als
Referenzproben gewahlt. Die Proben wurden anschlieRend vorbereitet (siehe
Kapitel 4.2.1.1) und der Versuch wie unter Abschnitt 4.2.2 beschrieben

durchgefuhrt. Dieser Versuch wurde zweimal durchgefuhrt.

4.2.2.2 Hauptversuche 1 und 2 zur Ermittlung der bakteriellen Adhasion fir die

Silane Nummer 1-9

In Abschnitt 4.2.1.1 wurde die Anfertigung der beschichteten Glaskorper bereits
erlautert. Es wurden jeweils 16 Glasplattchen mit einer 5%igen Verdinnung der
9 Silane (siehe Tabelle 2) beschichtet. Die Plattchen fiur Silane 1-5, 7-9 wurden
einmal beschichtet, die Plattchen fur Silan 6 wurden dagegen drei Mal
beschichtet. Gereinigte Glasplattchen dienten als Referenzproben. Die
Vorbereitung der Proben zu diesem Anlagerungsversuch erfolgte wie unter
4.2.1.1 beschrieben, die Bakterienanlagerung gemald Abschnitt 4.2.2. Auch

dieser Versuch wurde ein zweites Mal durchgefthrt.

4.2.3 Auswertmethodik und Statistik

4.2.3.1 Auswertung
4.2.3.1.1 Fluostar-Analyse

Die Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm Fluostar Optima flr
Windows Version 1.30.0 (BMG LabTech), wobei die Daten mit dem

Tabellenkalkulationsprogramm Excel, Version 5.0 erfasst und die statistische
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Auswertung mittels des Programms SPSS fur Windows Version 12.0 (SPSS

Inc.) durchgefuhrt wurde.

4.2.3.1.2 FT/IR

Die Messungen wurden in einem Wellenlangenbereich zwischen 399 cm™ —
4000,6 cm™ durchgefihrt und die Werte als Transmission in Prozent
angegeben. Die Erfassung und Auswertung der Daten erfolgte via Spectra
Analyses (Spectra Analysis Inc.), fur die graphische Darstellung wurden diese

Daten fur die Tabellenkalkulation Excel Version 5.0 (Microsoft) umformatiert.

4.2.3.1.3 Perthometer

Fur jeden untersuchten Probenkérper wurden drei Werte ermittelt und in
Mikrometer angegeben. Die Auswertung wurde mittels SPSS fir Windows
Version 12.0 (SPSS Inc.) durchgefihrt.

4.2.3.1.4 Goniometer

Der Wert wurde in Grad angegeben. Fur jeden einzelnen Probenkdrper wurden
drei Werte ermittelt und via SPSS fur Windows Version 12.0 (SPSS Inc.)

ausgewertet.

4.2.3.2 Statistik

Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der
Untersuchungsergebnisse erfolgten mittels des Programmes SPSS fur
Windows (Version 12.0, SPSS Inc.).

Mit Hilfe von Boxplots erfolgte die graphische Darstellung. Im Boxplot werden
Median und Quartile graphisch zusammengefasst. Der Median einer Messreihe
wird als Querbalken, die Quartile als Kasten darum, und die minimalen und
maximalen Werte als Verldngerungen aus diesem Kasten dargestellt. Der
Abstand zwischen den Quartilen, der 50% der Messwerte umspannt wird als

Interquatilspanne bezeichnet und ist ein zum Median korrespondierendes
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Streuungsmalfd, das 1. und 3. Quartil, unter derer 25% bzw. 75% der
aufgetretenen Messwerte liegen [Krummenauer 2007]. Die graphische
Darstellung in Form eines Boxplots ermdglicht eine Analyse der Symmetrie
einer Verteilung, der Lage der zentralen Tendenz und der Variabilitat der Werte.
Die Angabe des Medianwertes und die Darstellung von Untersuchungs-
ergebnissen mittels eins Boxplotes bieten gegeniber der Darstellung von
Mittelwerten und Standartabweichungen den Vorteil der Unempfindlichkeit fur
Ausreil3erwerte [Krummenauer 2007].

Fur die statistische Auswertung der aus den Versuchen ermittelten Daten wurde
der sogenannte Mann-Whintney-U-Test verwendet. Dieser Test dient der
Uberprifung der Signifikanz der Ubereinstimmung zweier Verteilungen. Der
Test wurde von Mann und Whitney (1947) sowie Wilcoxon (1945) entwickelt
und aus diesem Grund auch als Mann-Whitney-Wilcoxon-Test bezeichnet.

Die Werte von zwei Stichproben werden miteinander verglichen.

Der Mann-Witney U-Test untersucht unter Annahme bzw. Nullhypothese, dass
es keinen Unterschied zwischen den Verteilungskurven der beiden Stichproben
A und B gibt, gegen die Alternativ-Hypothese, dass sich die Medianen
unterscheiden. Der Test funktioniert einseitig oder zweiseitig. [Sachs 2002].

Bei einem vorgegebenen Testniveau von 5% ist bei einem Signifikanzniveau o

von unter 0.05 die Annahme von Unterschieden gegeben.
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5.1 Vorversuche

5.1.1 Fourier-Transform Infrarot Spektroskopie

In  Vorversuchen wurden mit Silan beschichtete Probeoberflachen
unterschiedlicher ~ Konzentrationen  untersucht, um eine fur die
Adhasionsversuche geeignete Silan-Konzentration zu finden. In Abbildung 5
sind beispielhaft fur die anderen Silanverbindungen die Spektren der
unterschiedlichen Konzentrationen (0,5 %, 2,5 %, 5,0 %, 10,0 %, 15,0 %) von
3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan (Silan 1) dargestellt. Das Spektrum dieses
Silans mit der Konzentration von 5,0 % zeigt bei einer Wellenlange zwischen
400 und 1500 cm™ eine Transmission von weniger als 5%. In einem
Wellenléangenbereich von 1500 bis 1600 cm™ steigt der Wert deutlich tiber 10 %
bis im Bereich 1650 bis 1790 cm™ zwei schwache Peaks zu erkennen sind.
Eine kontinuierliche Zunahme der Transmission auf ca. 80 % erfolgt bis etwa
2500 cm™, gefolgt von zwei intensiven aufeinanderfolgenden Peaks im
Wellenldngenbereich von 2800 bis 3250 cm™. Danach ist eine erneute
Zunahme der Transmission auf Uber 82 % zu sehen, bis im Bereich von 3300
bis 3700 cm™ ein bereites Band mit einer Abnahme der Werte auf unter 78 %
auffallt. Ein Plateau ab 3800 cm™ bei einer Transmission von 90 % schlielt das
Spektrum ab. Die Spektren der Silankonzentrationen von 0,5 % sowie 2,5 %
zeigen die charakteristischen Peaks im Bereich 1650 bis 1790 cm™ und 2800
bis 3250 cm™ nicht. Bei den Konzentrationen 10,0 % und 15,0 % sind die Peaks
(im Bereich 1650 bis 1790 cm™ und 2800 bis 3250 cm™) in abgeschwéchter
Form zu erkennen. Zudem ist aufféllig, dass im Wellenlangenbereich 400 bis
2000 cm™ die Transmissionswerte im Vergleich zu der Silankonzentration von
5,0 % deutlich erhoht sind. Desweiteren ist beim Transmissionsspektrum von 3-

Methacryloxypropyltrimethoxysilan (Silan 1) bei einer Konzentration von 15 %
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ein kleines Band im Sinne eines Transmissionsanstieges zwischen 1000 und
1100 cm™ zu erkennen.

In einem weiteren Schritt wurde die Qualitat der Silanbehandlung (Silane 1 bis
9) bei einfacher und mehrfacher Beschichtung tberpruft (Abbildung 6 -14). Bei
Vergleich der Spektren der chemisch unterschiedlichen Silane konnte
festgestellt werden, dass die Silanverbindungen 1, 2, 3, 4, 5 und 8
charakteristische Peaks in einem Wellenlangenbereich zwischen 1650 und
1790 cm™ aufweisen. Diese Silane gleichen sich in chemischer Hinsicht
bezuglich der Methacryloxy-Gruppe. Peaks als Doublettstruktur in einem
Bereich von 2800 bis 3250 cm™ wiederholten sich in unterschiedlicher
Auspragung bei den Silanverbindungen 1, 2, 3 und 9. Die Spektren der
Verbindungen 4 und 8 zeigten in diesem Bereich einen dreigezackten Peak.
Alle Silanspektren zeigten bei der FT/IR-Untersuchung im Bereich von 3300 bis
3700 cm™ ein breites Band. Bezogen auf die Transmissionsabnahme war dies
bei den Verbindungen 1, 2, 3, 4 schwach, dagegen bei den Silanen 5, 6, 7, 8
und 9 stark ausgebildet. Unterschiede der jeweiligen Spektren der chemisch
sich unterscheidenden Silane konnten in einem Wellenl&angenbereich von 2250
und 3750 cm™ festgestellt werden.

Bei der Gegenuberstellung von einfacher Beschichtung und dreifacher
Beschichtung zum Nachweis der Silanbehandlung der Glasoberflachen zeigte
sich bei allen Verbindungen eine deutliche Transmissionsabnahme im Bereich
von 1650 bis 1790 cm™ sowie 2800 bis 3250 cm™. Bei den Verbindungen 5, 6,
7, 8 und 9 zeigten auch die auftretenden Banden der Wellenlangen zwischen
3300 und 3700 cm™ eine deutliche Reduktion der Transmission. Die einfache
Beschichtung der Glasoberflache mit 3, 3 ,3-(trifluor)propyltrimethoxysilan (Silan
6) lie3 sich im Vergleich zu den anderen Silanverbindungen schlecht darstellen,
da die Peaks und Banden im Verhdaltnis zur mehrfachen Beschichtung
inbesondere im Bereich von 2800 bis 3700 cm™ lediglich schwach ausgebildet

waren.
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In den Abbildungen 15 bis 24 werden die Werte fur die Transmission der Silane
vor und nach erfolgtem Adhasionsversuch mit S. mutans einander
gegenubergestellt.

Es zeigte sich bei allen Probekorpern eine Veranderung der
Transmissionswerte des Spektrums. Besonders die Spektren der Silane 1- 4, 7
und 9 zeigten deutliche Diskrepanzen zwischen den Messungen vor und nach
Durchfihrung der Adhasionsversuche. Auffallend ist hierbei bei den Silanen 1-4
das Verschwinden der fur die Silanverbindung charakteristischen Peaks in den
Wellenlangenbreichen 1650 bis 1790 cm™ sowie 2800 bis 3250 cm™. Die
Spektren dieser Silane glichen sich dem Spektrum der Referenzprobe Glas an.
Die Transmissionsspektren fur die Silane 5, 6, 8 zeigten auch nach dem
Adhasionsversuch die fur die Verbindung charakteristischen Peaks und
Banden. Die aufgenommenen Spektren von 3-Methacryloxypropyltrichlorosilan
(Silan 5) vor und nach Adhasionsversuch wiesen die geringsten Abweichungen
auf. Bei den Verbindungen 3,3,3- (trifluor)propyltrimethoxysilan (Silan 6) und O-
(Methacryloxyethyl)-N-triethoxysilylurethan (Silan 8) wurde eine Verschiebung
des jeweiligen Spektrums zu hoheren Transmissionswerten sowie zu einer
geringfigig deutlicheren Auspragung der Peaks und Banden im
Wellenldngenbereich von 2250 bis 3750 cm™ beobachtet. Innerhalb des
Wellenldngenbereiches von 2250 bis 2350 cm™ fallt bei den Spektren der
Silane 6, 7, 8, 9 ein zusatzlicher deutlicher Peak, sowie bei der Referenzprobe

Glas, Silan 3 und 5 ein schwacher Peak auf.
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5.1.2 Perthometer

5.1.2.1 Perthometerauswertung fur die Vorversuche 1 und 2

Die Rauhigkeiten der in den Vorversuchen 1 und 2 untersuchten mit
unterschiedlichen Konzentrationen (0,5 %, 2,5 %, 5,0 %, 10,0 %, 15,0 %) von y-
MPS beschichteten Proben sowie die Referenzprobe Glas wiesen alle
identische Werte von 0,04 um [0,04 (0,04/ 0,04)] auf.

5.1.2.2 Perthometerauswertung fur die Hauptversuche 1 und 2

Abbildung 25 zeigt die Rauigkeiten der im Hauptversuch verwendeten Proben.
Die Rauigkeitsmessungen von Glas sowie die mit den Silanverbindungen 1-8
beschichteten Probekérpern aus Glas ergaben konstante Werte von 0,04 um
und zeigten keine signifikanten Unterschiede untereinander (p=1,000). Fur die
mit  Silan 9 (3-(trimethoxysilyl)-propyldimethyloctadecylammoniumchlorid)
beschichteten Glasplattchen wurden dagegen Werte zwischen 0,19 und 0,28
pm gemessen, die hochsten Werte wurden dabei in den kristallisierten
Bereichen, in der Mitte der Proben ermittelt. Der Medianwert betrug 0,23 um
(0,21/ 0,255). Proben des Silans 9, die Werte tber 0,19 um aufwiesen wurden
fur die Adhasionsversuche nicht verwendet. Die Rauigkeit von mit Silan 9
beschichteten Glas gegeniber den anderen Silanen war signifikant hdher
(p< 0,001).
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Abbildung 25: Oberflachenrauigkeit im Hauptversuch
(Median, 25/75 Perzentilen)
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5.1.3 Goniometer

Bei allen zu untersuchenden Gruppen lieBen sich Unterschiede im
Kontaktwinkel im Vergleich zur Referenzprobe Glas nachweisen. Die
deutlichsten Unterschiede zeigten sich in der Untersuchungsgruppe der
dreifach mit 5prozentiger Silanverdiinnung beschichteten Glasplattchen (siehe
Abbildung 26 und Tabelle 5). Die Referenzprobe Glas wies Kontaktwinkelwerte
um 72 Grad auf.

Die Silane 1 (3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan), 2 (3-Methacryloxypropyl-
methyldimethoxysilan), 4 (3-Methacryloxypropyltriethoxysilan) zeigten keine
signifikanten Unterschiede untereinander, was sich durch deren &hnliche
chemische Struktur erklaren lasst. Ein signifikant héherer Kontaktwinkel wurde
fur Silan 3 (3-Methacryloxydimethylmethoxysilan) im Vergleich zu Silan 1 und 2
ermittelt, gegenuber Silan 4 konnte in statistischer Hinsicht kein Unterschied

festgestellt werden.
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Der Kontaktwinkel von Silan 5 (3-Methacryloxypropyltrichlorosilan) lag
signifikant unter dem Wert fir Silan 8 (O-(Methacryloxyethyl)-N-
triethoxysilylurethan). Beide Silanbeschichtungen fihrten zudem gegeniber
den anderen Proben zu einer signifikanten Reduktion der goniometrischen
Ergebnisse. Signifikant hoher als die Silane 1-5 und 8 unterschieden sich
davon die goniometrischen Werte fur die Silanverbindungen 6 (3, 3, 3-
(trifluor)propyltrimethoxysilan), 7 (3-Aminopropyltrimethoxysilan) und 9 (3-
(trimethoxysilyl)propyldimethyloctadecylammoniumchlorid), deren Kontaktwinkel
als tendenziell hydrophob einzuschétzen sind. Es zeigte sich keine statistisch
relevante Abweichung der Werte fir die Silane 6, 7, 9 untereinander.

Abbildung 26: Kontaktwinkelwerte fur 3-fache Beschichtung mit 5-prozentiger
Losung der jeweiligen Silanverbindungen
(Median, 25/ 75 Perzentilen)
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Tabelle 5: Statistische Analyse (P-Werte): Kontaktwinkelwerte der

Silan 1
Silan 2
Silan 3
Silan 4
Silan 5
Silan 6
Silan 7
Silan 8
Silan 9

silanbeschichteten Glasplattchen

(Mann-Whitney U-Test p>0,05: statistisch nicht signifikant)

Silan
2

Silan
3

Silan
4

Silan
5

Silan
6

Silan
7

Silan
8

Silan
9

Glas

1,000

0,002

0,009

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,026

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,002

0,818

0,002

1,000

0,002

0,002

0,818

0,002

0,002

0,002

0,002
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5.1.4 Vorversuch 1 und 2: Einfluss der Konzentration von
3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan auf die relative

Intensitat der Fluoreszenz

Die Ergebnisse der Untersuchung einer moglichen Abhangigkeit der relativen
Fluoreszenzintensitat von der Konzentration der Silanbeschichtung sind in
Abbildung 27 und Tabelle 6 aufgefiihrt. Einen Uberblick Uber die statistische
Auswertung mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests (Signifikanzniveau o = 0,05)
gibt Tabelle 7. Die Median-Werte der relativen Fluoreszenzintensitat dieser
Untersuchung lagen zwischen 121 und 793. Die Silanbeschichtung mit einer
10% Losung ergab den hochsten Wert. Die niedrigsten Werte der relativen
Fluoreszenzintensitat ergaben sich fur eine Konzentration von 0,5%.
Signifikante Unterschiede konnten zwischen den Gruppen 0,5 % zu 10,0 % und
15,0 % sowie 2,5 % zu 10,0 % ermittelt werden.

Abbildung 27: Relative Fluoreszenzintensitat bei unterschiedlichen
Konzentrationen (0,5 %, 2,5 %, 5,0 %, 10,0 %, 15,0 %)
von »-MPS (Mediane, 25/ 75 Perzentilen)
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Tabelle 6: Tukey-Angelpunkte: Relative Floureszenzintensitat bei

unterschiedlichen Konzentrationen von »-MPS beschichteten Proben

Konzentration [%)] Fluoreszenzintensitéat [] Median (25 %/75 %)
0,5 % 121 (81/ 195)
2,5% 190 (109/ 297)
5,0 % 271 (147/ 581)
10,0 % 793 (482/ 1353)
15,0 % 483 (229 / 847)
Glas 301 (149/ 669)

Tabelle 7: Statistische Analyse Mann-Whitney-U-Test (P-Werte): Relative
Floureszenzintensitat bei unterschiedlichen Konzentration von

»~MPS beschichteten Proben (p>0,05: statistisch nicht signifikant)

25% 5,0 % 10,0 % 15,0 % Glas
0,5 % 0,481 0,075 0,002 0,004 0,190
2,5% 0,315 0,005 0,043 0,247
5,0 % 0,023 0,218 0,912
10,0 % 0,218 0,023
15, 0% 0,353
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5.2 Hauptversuche

5.2.1 Hauptversuch 1 und 2: Ermittlung der relativen

Fluoreszenzintensitat fur Silan 1-9

Die Ergebnisse der Bakterienadhasionsversuche mit neun chemisch
unterschiedlichen Silanverbindungen sind in Abbildung 28 und Tabelle 8
dargestellt. Tabelle 9 gibt einen Uberblick uber die statistische Auswertung

mittels Mann-Whitney-U-Test (Signifikanzniveau o = 0,05).

Abbildung 28: Relative Fluoreszenzintensitéat der Silanbeschichteten Proben 1-9
(Mediane, 25/ 75 Perzentilen)
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Die Median-Werte der relativen Fluoreszenzintensitat fur die bakterielle
Adhasion lagen zwischen -176 und 6247. Die hochsten Adhasionswerte zeigte
die  Silanverbindung 3-(trimethoxysilyl)-propyldimethyloctadecylammonium-
chlorid (Silan 9), die geringsten Werte =zeigten sich bei Silan 3-
Aminopropyltrimethoxysilan (Silan 7). Keine signifikanten Unterschiede konnten
zwischen der Referenzprobe Glas und den Silanen 3-Methacryloxypropyl-
trimethoxysilan (Silan 1), 3-Methacryloxypropylmethyldimethoxysilan (Silan 2),
3-Methacryloxypropyldimethylmethoxysilan (Silan 3), 3-Methacryloxypropyl-
triethoxysilan (Silan 4), 3,3,3-(trifluor)propyltrimethoxysilan (Silan 6), 3-Amino-
propyltrimethoxysilan (Silan 7) und O-(Methacryloxyethyl)-N-triethoxysilyl-
urethan (Silan 8) nachgewiesen werden. Signifikant deutlich erhéhte Werte wies
3-(trimethoxysilyl)propyldimethyloctadecylammoniumchlorid (Silan 9) gegen-
Uber allen anderen Proben auf.

3-Methacryloxypropyltrichlorosilan (Silan 5) zeigte im Vergleich zu den

restlichen Proben signifikant hhere Werte fur die relative Fluoreszenzintensitat.

Tabelle 8: Tukey-Angelpunkte: Relative Floureszenzintensitat der
Silanbeschichteten Proben 1-9

Probe Fluoreszenzintensitat [] Median (25 %/75 %)
Glas 198 (50/ 649)
Silan 1 -33 (-2/ 53)
Silan 2 -43 (3/ 180)
Silan 3 -11 (167/ 393)
Silan 4 84 (181/ 394)
Silan 5 855 (1254/ 1437)
Silan 6 -57 (29/ 129)
Silan 7 -176 (-70/ 210)
Silan 8 24 (317/ 504)
Silan 9 6247 (6272/ 6287)
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Tabelle 9: Statistische Analyse Mann-Whitney-U-Test (P-Werte): Relative

Glas

Silan 1
Silan 2
Silan 3
Silan 4
Silan 5
Silan 6
Silan 7
Silan 8

Floureszenzintensitat der Silanbeschichteten Proben 1-9

(p>0,05: statistisch nicht signifikant)

Silan  Silan  Silan Silan Silan5 Silan6 Silan7 Silan8 Silan 9
1 2 3 4

0,007 | 0,063 | 0,684 | 0,684 <0,001 0,075 0,035 0,912 | <0,001

0,971 | 0,075| 0,003 | <0,001 0,796 0,165 0,019 | <0,001

0,315 | 0,089 | <0,001 1,000 0,218 0,089 | <0,001

0,481 | <0,001 0,247 0,043 0,481 | <0,001

0,007 0,043 0,023 0,853 | < 0,001

<0,001 | <0,001 | <0,001 0,001

0,280 0,089 | <0,001

0,019 | <0,001

<0,001
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methoden

Grundsatzlich ist bei Versuchsaufbauten zwischen Versuchen, die in vivo oder
in vitro durchgefuhrt werden, zu unterscheiden.

Um die intraoralen physiologischen Bedingungen exakt reproduzieren zu
kénnen, werden bei in vivo-Versuchen die Prufkérper direkt in der Mundhohle
befestigt. Es besteht die Maoglichkeit die zu untersuchenden Materialien
entweder dauerhaft in den Zahn als Fillung bzw. Einlagerestauration
einzubringen oder temporar Uber herausnehmbare Apparaturen, beispielsweise
in Form von Tiefziehschienen [Kramer 1990], individuell gegossenen
Unterkieferblgeln [Krekeler 1984], experimentellen, mit Geschieben fir Proben
versehenen Bricken [Grimm 1989] oder entfernbaren Splints [Hannig 1997]
dem oralen Milieu auszusetzen.

Die Ergebnisse von in vivo-Versuchsaufbauten sind interindividuell und auch
intraindividuell (z. B. orale und bukkale Unterschiede) verschieden und sind
somit nicht standardisierbar und vergleichbar [Hannig 1997]. In der Literatur
wird beschrieben, dass die Zusammensetzung der Pellikel an verschiedenen
Stellen der Mundhdhle intraindividuell verschieden ist [Hannig 1997]. Die
Speichelzusammensetzung weist ebenfalls inter- und intraindividuelle
Unterschiede auf, da beispielsweise die Proteinzusammensetzung und -kon-
zentration stark variieren kann und durch den Einfluss der jeweiligen
Speicheldriisen an verschiedenen Stellen im Mund unterschiedlich ist [Hannig
1997]. Dies kann ebenso wie lokal auftretende Scherkrafte und
Selbstreinigungseffekte intraoral zu einer unterschiedlichen Pellikelbildung auf
identischen Prufkorpern fuhren, wenn sie z. B. bukkal und palatinal angebracht
werden [Hannig 1997]. Ein weiteres Problem bei in vivo-Untersuchungen stellt
die Kontamination mit Mikroorganismen, aber auch die mdgliche Beschédigung
des intraoral gebildeten Pellikels bei der Probenentnahme dar. Erschwerend

kommt hinzu, dass die hohe Anzahl zu verwendender Proben bei einem
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Probanden schlecht zu realisieren ist. Aus den oben genannten Grinden wurde
einer in vitro-Versuchsanordnung fir die vorliegende Untersuchung der Vorzug
gegeben.

Bei in vitro-Versuchen werden die physiologischen Gegebenheiten im Labor
imitiert.  Man unterscheidet zwischen statischen und dynamischen
Versuchsaufbauten, sowie zwischen reinen Bakterienanlagerungstests und
Versuchsaufbauten bei denen kinstliche Pellikel auf die Proben aufgebracht
werden. Der Vorteil der dynamischen gegeniber der statischen Methode, liegt
in der Simulation der hydrodynamischen Bedingungen der Mundhdhle, wie
beispielsweise dem Speichelfluss und den Scherkraften.

Die vorliegende Untersuchung wurde unter semistatischen Versuchs-

bedingungen und als reiner Bakterienanlagerungstest durchgefthrt.

6.1.1 Bakterienauswahl

Fir die Versuche wurde als reprasentatives Bakterium Streptococcus mutans
verwendet. S. mutans zahlt mit einer Konzentration im menschlichen Speichel
von 1 x 10° Zellen pro ml Speichel [Kawashima 2003] zu den haufigsten
Keimen innerhalb des orofazialen Systems. In vivo-Untersuchungen durch
NYVAD et. al. zeigten, dass S. mutans innerhalb der initialen Plaque weniger
als zwei Prozent der gesamten Streptokokkenflora ausmacht [Nyvad 1990]. Es
ist nicht vollstandig geklart, inwiefern das Bakterium in vivo direkt an das
erworbene Pellikel oder vielmehr an schon adharente orale Mikroorganismen
bindet [Douglas 1984].

S. mutans bindet an Zahnschmelz und Oberflachen, die zuvor nicht mit
Speichel inkubiert wurden. Zahlreiche Studien haben sich mit dem Einfluss der
Speichelinkubation auf die in vitro Adhasion von S. mutans an Zahnoberflachen
[Orstavik 1974, Tinanoff 1979, Pratt-Terpstra 1989, Weerkamp 1988], Glas
[Busscher 1992] und Restaurationsmaterialien [Satou 1991, Ahn 2007, Tanner
2000] befasst. Die Untersuchungsergebnisse von ORSTAVIK et. al., PRATT-
TERPSTRA et. al., WEERKAMP et. al. stimmen darin Uberein, dass eine

Adhésion von S. mutans an Schmelz in Abwesenheit von Speichel stattfindet
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[Pratt-Terpstra 1989, Orstavik 1974, Weerkamp 1988]. Der Speichellberzug
von Oberflachen hat allerdings einen reduzierenden Effekt auf die bakterielle
Adhasion [Pratt-Terpstra 1989, Orstavik 1974, Weerkamp 1988]. WEERKAMP
et. al. beobachteten zudem, dass S. mutans eine gréf3ere Affinitat zu Dentin als
zu Schmelz hat, was auf spezifische Rezeptoren fur Bestandteile des Dentins
zurlckgefuhrt wurde [Weerkamp 1988]. BUSSCHER et. al. unterstrichen die
Bedeutung der Struktur und der Zusammensetzung des Pellikels in Hinsicht auf
die Adhasion von S. mutans-Stammen. Auf mit Speichel Uberzogenen
Glasoberflachen konnten quantativ weniger S. mutans-Zellen nachgewiesen
werden als auf unbehandelten [Busscher 1992]. Die Untersuchungen von
SATOU et. al. belegen ebenfalls den positiven Einfluss des Speichels auf eine
verringerte Zahl adharenter S. mutans auf Restaurationsoberflachen im
Vergleich zu unbehandelten Oberflachen [Satou 1991]. Im Gegensatz dazu
konnten AHN et. al. bei ihren Untersuchungen keinen signifikanten Einfluss der
Speichelbehandlung auf die Adhasion von S. mutans an dentalen Materialien
nachweisen. Bei Verlangerung der Inkubationszeit mit Speichel konnte lediglich
die Tendenz eines reduzierenden Effektes auf die Adhasion aufgezeigt werden
[Ahn 2007].

Somit ist ein Pellikel nicht Vorraussetzung fir die Anlagerung dieses
Bakteriums an soliden Oberflachen [Tinanoff 1979], was einen

Versuchsaufbau ohne Pellikelbeschichtung durchaus zulésst.

6.1.2 Experimentelle Bakterienanlagerung in vitro

Bei der Betrachtung von Bakterienanlagerungstests in vitro ist grundsatzlich zu
unterscheiden, welche Bakterienspezies verwendet und welcher Fokus auf die
Untersuchung gelegt wurde. Das Adhé&sionsverhalten der intraoral
vorkommenden  Mikroorganismen  zeigt  unterschiedliche  Adhéasions-
mechanismen an Festkorperoberflachen, was ein gegensatzliches Verhalten
ohne und mit Pellikel zur Folge hat. So konnte beispielsweise fur die
Streptokokken-Stamme S. sanguis und S. mitis bei Anwesenheit einer

experimentell gebildeten Pellikelschicht aus Speichelproteinen eine signifikant
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hohere Adhéarenz bei den Studien von GIBBONS et al. nachgewiesen werden
[Gibbons 1989]. In anderen Untersuchungen bewirkte die Inkubation von
Speichel bei S. sanguis eine Inhibition der Adhé&sion [Orstavik 1974, Satou
1991]. Im Gegensatz dazu, bewirkte die Adsorption von Speichelproteinen eine
Abnahme der mikrobiellen Anheftung von S. mutans [Orstavik 1974, Satou
1991, Busscher 1992, Weerkamp 1988, Pratt-Terpstra 1989], S. salvarius
[Clark 1978] und Streptococcus sobrinus (S. sobrinus) [Clark 1978, Ahn 2007,
Busscher 1992].

S. mutans bindet eher Uber elektrostatische Interaktionen, verursacht durch die
Oberflachenspannung verschiedener Materialien. Die Anwesenheit eines
Speichelliberzuges reduziert die Oberflachenspannung des Materials [Satou
1991, Weerkamp 1988] und erklart die Beobachtung aus zahlreichen Studien,
dass S. mutans nach einer Pellikelbeschichtung in geringerem Ausmald
adhariert [Orstavik 1974, Satou 1991, Busscher 1992, Weerkamp 1988, Pratt-
Terpstra 1989].

Ein weiteres wesentliches Unterscheidungsmerkmal von in  vitro
Bakterienanlagerungstests ist, ob der Betrachtungsfokus auf die initialen
Bindungsvorgange oder die Plaquebildung und Reifung gelegt wurde. Fur die
Untersuchung initialer Bindungsvorgange sind kurze Inkubationszeiten der
Proben mit der jeweiligen Bakteriensuspension erforderlich, wohingegen bei
Versuchen zum Studium der Plaquereifung langere Inkbationszeiten von Tagen
[Kawai 2001b, Einwag 1991] und Wochen notwendig sind. In in vitro-Studien zu
initialen Adhasionsvorgéngen erfolgte die Inkubation der zu untersuchenden
Oberflachen mit der Bakterienldsung Uber ZeitrGume von weniger als zweli
[Carlen 2001, Olsson 1992] oder zwei [Satou 1988] bis vier [Montanaro 2004]
Stunden. In der vorliegenden Untersuchung wurden die Silanproben mit der
Bakterienldosung flir zweieinhalb Stunden inkubiert, um sicher von einer
Adhésion von S. mutans an den Silanoberflachen ausgehen zu kénnen.
Determiniert wird die initiale Adhasion von S. mutans an glatten Oberflachen,
wie bereits erwéhnt, durch elektrostatische Wechselwirkungen [Satou 1988].

Die weiteren Anheftungsvorgdnge unterliegen dagegen extrazellularen
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enzymatischen Aktivitaten. Die verwendete Bakterienspezies besitzt mittels des
Enzyms Glucosyltransferase die Fahigkeit zur Synthese von extrazellularen
Polysacchariden bzw. Glucanen aus Saccharose. ROSAN et. al. unterstrich die
Bedeutung von Glucanen als Promotoren interbakterieller Bindungsvorgénge
bei S. mutans und S. sobrinus [Rosan 2000]. Zudem gibt es neben Adh&sin
Glykosyltransferase, verschiedene als Glucan-bindende-Proteine bezeichnete
Oberflachenproteine, die als Bindungsmediatoren aktiv sind [Rosan 2000]. In
einigen Studien wird aus diesem Grund dieses Enzym und Saccharose in den
Versuchsaufbau integriert, um eine Synthese von Glucanen in vitro zu
ermoglichen [Shahal 1998, Steinberg 2002]. Die pellikelbedeckten Proben
werden dazu eine Stunde mit einer Glykosyltransferasesuspension,
anschlieBend mit S. mutans und Saccharose, je nach Versuchsaufbau
entweder zusammen [Steinberg 2002] oder hintereinander [Shahal 1998]
inkubiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde weder eine Pellikelbildung, noch eine Zugabe
des Enzyms Glykosyltransferase sowie Saccharose zur Bakteriensuspension
durchgefuhrt.

Bindungsstellen fur S. mutans an Polysacchariden stellen einen wichtigen
Faktor der bakteriellen Anheftung dar, allerdings werden diese Mechanismen
zur sekundaren Phase der mikrobiellen Adhéasion gezéahlt [Rosan 2000]. Ein
Polysaccharidiiberzug durch Zugabe von Saccharose im Uberschuss wiirde
zudem jegliche materialspezifischen Unterschiede maskieren [Shahal 1988].
Fur die vorliegende Untersuchung war die initiale Adhéasion von S. mutans
sowie das unterschiedliche Adhasionsverhalten auf den chemisch
unterschiedlichen Silanoberflachen von Interesse.

In einigen Studien erfolgte eine Normierung der verwendeten Bakterienldsung
mittels photometrischer Verfahren um etwaige Schwankungen der
Bakteriendichte zu eliminieren [Satou 1991, Shahal 1998, Grivet 2000]. Eine
Schwankung der Anzahl, der mit den zu untersuchenden Proben inkubierten
Mikroorganismen, kann einen Einfluss auf die Adhasionswerte haben. Nach

Untersuchungen in der eigenen Poliklinik, ist nach zwdlfstiindiger Inkubation der
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Mikroorganismen von einer stationdren  Phase, hinsichtlich  des

Wachstumsverhaltens von S. mutans auszugehen.

6.1.3 Versuchsbedingungen

Aussagekraftige in vitro Untersuchungen bedingen genau definierte, der
Realitéat mdglichst ahnliche Versuchsbedingungen.

In diesem Zusammenhang kommt Versuchsparametern wie der Temperatur,
dem Vorhandensein von Speichel sowie intraoral auftretenden Scher- und
Selbstreinigungskraften grol3e Bedeutung zu.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein semistatischer Versuchsaufbau ohne die
Verwendung von Speichel gewahlt. Die Inkubation der Silanoberflachen mit der
Bakteriensuspension wurde bei 37 °C durchgefuhrt, um Bedingungen &hnlich
den der Mundhbhle zu erzeugen [Satou 1991, Steinberg 2002].
Adhasionsversuche werden in vielen Studien ebenfalls bei 37 °C durchgefihrt
[Satou 1991, Shahal 1998, Steinberg 2002, Birgers 2008, Hahnel 2008]. Bei
semistatischen Bedingungen ist es im Gegensatz zu statischen
Versuchsaufbauten mdoglich, die in der Mundhohle auftretenden Scherkrafte
nachzuahmen. Nach der Inkubation der Silanproben mit der Bakterienlésung
wurden die Proben mittels eines Schiuittelgerates bewegt.

Um moglichst realistische Bedingungen der Adhasionsprozesse von
Mikroorganismen in vitro simulieren zu kodnnen, bedarf es komplexer
Versuchssysteme bei denen die in der Mundhéhle wirksame Speichelsekretion
und die Scherkrafte Beachtung finden. Diesen Anforderungen wird bei
Verwendung eines FlieRkammersystems Rechnung getragen, da auf diese
Weise die in vivo auftretenden Scherkrafte und die kontinuierliche
Speichelsekretion imitiert und ihre Intensitat variiert werden kann [Busscher
1995, Busscher 1992, Rosentritt 2008, Eick 2004].

Bei in vitro Untersuchungen, die die Adhasion von Mikroorganismen an
Festkorperoberflachen unter dynamischen Bedingungen untersuchten, wurde
die Bedeutung der Scherkrafte [Newmann 1974, Quirynen 1995, Christersson
1989] und die Auswirkung des Speichelflusses [Christersson 1989]
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herausgestellt. CHRISTERSSON et. al. konnten bei ihren Untersuchungen
zeigen, dass sich bei einer Steigerung der Flie3geschwindigkeit, die bakterielle
Adhasion um 70-80% reduziert [Christersson 1989]. Versuchsaufbauten mit
FlieBkammersystemen sind allerdings technisch sensibel. Es ist daher
notwendig eine exakte Definition von Parametern wie Scherkraft und
FlieBgeschwindigkeit des Speichels in Vorversuchen zu ermitteln, um den
Versuchsaufbau optimal nutzen zu konnen. Bei Inkubationszeiten Uber 24
Stunden haben statische Versuchsaufbauten, bei denen die Proben nur mit der
ensprechenden Suspension inkubiert werden [Montanaro 2004, Burgers 2007,
Hahnel 2007] gegenuber dynamischen Bedingungen den Nachtell, dass
aufgrund einer Akkumulation von toxischen bakteriellen Stoffwechselprodukten
mit einer Abnahme der metabolisch aktiven Mikroorganismen gerechnet werden
muss [Eick 2004].

Problematiken in Hinblick auf die Ansammlung und Einflussnahme von
toxischen Stoffwechselprodukten ergaben sich bei der geringen Versuchsdauer

von zweieinhalb Stunden nicht.

6.1.4 Auswertmethodik

Die Methoden fur die Quantifizierung von adharenten Bakterien auf Oberflachen
sind vielfaltig.

Sehr verbreitet ist die quantitative Auswertung mittels rasterelektronenmikros-
kopischer Aufnahmen mit einer manuellen oder computergestitzen Auszéahlung
der auf den Proben anheftenden Bakterien [Satou 1988, Satou 1991, Tanner
2000]. Zu der indirekten Technik der Quantifizierung von Mikroorganismen nach
der Entfernung von Oberflachen mittels Ultraschall, zahlen die Zahlung per
Szintillation von radioaktiv markierten Organismen [Kawai 2001a, Shahal 1998,
Steinberg 1999] sowie die Quantifizierung von Metaboliten (5-cyano-2,3-
ditolyltetrazoliumchlorid) [An 1997, Kawai 2001a] und die Z&hlung mit Hilfe des
sogenannten Coulter Counter, der Zytofluorometrie [Logan 1998, Pils 2006]

oder der Spektrophotometrie [An 1997]. Dabei erfordert die Anwendung von
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Szintillationsmethoden einen verhaltnismalig grofRen technischen und
finanziellen Aufwand. Durch Inkubation mit einer Tritum oder **S-Methionin
angereicherten  Nahrlosung erfolgt die radioaktive Markierung der
Mikroorganismen, deren Quantifizierung mit Hilfe eines Szintillationsgerates
durchgefihrt wird [Kawai 2001a, Steinberg 1999, Carlen 2001]. Bei dem wenig
sensitiven Verfahren der Farbemethoden, werden die abgeltsten Bakterien in
der entstandenen LOsung angefarbt. Die Auswertung kann aufgrund der
Korrelation zwischen der Farbintensitdt und der Anzahl der in Ldsung
enthaltenen Bakterien durchgefihrt werden. Ein einfaches Verfahren fiur die
Bestimmung des Wachstums von Bakterienkolonien stellt dagegen die
kulturelle Anzichtung auf Agarplatten dar. Die Bakterien werden mittels
Ultraschall von den Proben abgel6st, auf Agarplatten inkubiert und nach
Proliferation wird die Quantifizierung der Mikroorganismen vorgenommen [Fijan
2005, Olsson 1976]. Weniger haufig finden die Gewichtsbestimmung der
Plague und die optisch mikroskopische Planimetrie Verwendung. Die
Bakteriengewichtsbestimmung ist ein einfaches Verfahren, allerdings sind
Mindestmengen von Mikroorganismen noétig, um eine Auswertbarkeit zu
ermoglichen. Dies wird durch lange Inkubationszeiten erreicht, wodurch diese
Methode zur Betrachtung der initialen Adhasionsvorgange nicht geeignet ist
[Sissons 1995].

Die quantitative Messung der bakteriellen Adhasion auf den Silanoberflachen
erfolgte  in dieser Untersuchung durch Ermittlung der relativen
Fluoreszenzintensitat. Der Vorteil dieses Verfahrens gegeniber den oben
beschriebenen Methoden, liegt in der Moglichkeit genaue Messungen bei einer
verhaltnismaRig einfachen Handhabung durchzufihren. O’BRIEN et al.
beschrieb in seinen Untersuchungen, dass bereits 80 mikrobielle Zellen ein
hinreichend genaues und reproduzierbares Fluoreszenzsignal emittieren [O’
Brien 2000]. Eine direkte Korrelation zwischen der Anzahl der adhéarenten
Mikroorganismen mit metabolisch aktiven Zellen und der Reduktion des
Resazurin zu fluoreszierenden Resorufin konnte nachgewiesen werden
[Nakayama 1997, O’Brien 2000, Voytik-Harbin 1998]. Es ist méglich durch

Ermittlung der Fluoreszenzintensitat das quantitative Ausmald der bakteriellen
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Adhasion auf festen Oberflachen zu ermitteln [Blrgers 2007, Collins 1997,
O’Brien 2000]. O’'BRIEN et. al. beschrieben als nachteiligen Effekt der
Resazurin-Reduktionsmethode, dass nach Reduktion von Resazurin zu
Resorfin ein weiterer Reduktionsprozess erfolgen kann, bei dem das nicht
fluoreszierende Hydroresazurin entsteht [O’Brien 2000]. Die lange Halbwertzeit
von Resorufin kann in Hinblick auf die Quantifizierung dazu fuhren, dass nicht
aktive Zellen aufgrund des vorhandenen Resorufin in die quantitative Ermittlung
einbezogen werden, aber Zellen, in denen noch Reduktionsprozesse ablaufen
und in denen Hydroresazurin gebildet wird, quantitativ nicht erfasst werden
[O’Brien 2000]. Derartige Probleme werden bei Versuchen mit langen
Inkubationszeiten beobachtet. Bei einer Inkubation von zwei Stunden wurde
lediglich eine geringe Fluoreszenz von metabolisch nicht aktiven Zellen
gegenuber aktiven Zellen nachgewiesen [O’Brien 2000].

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Beeinflussung der
Messergebnisse durch nicht adharente Bakterien eliminiert, indem ein
zweimaliger Waschvorgang mit PBS nach zweieinhalbstiindiger Inkubation der
Silanoberflachen mit S. mutans erfolgte. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass bei dieser Vorgehensweise Zellen von der
Probenoberflache geldst wurden und somit eine geringere Menge an

adharenten S. mutans quantifiziert wurde.
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6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Fourier-Transformations- Infrarot-Sepktroskopie (FT/IR)

Zur  Uberprifung der Silanbeschichtungen vor und nach den
Adhasionsversuchen wurde das Verfahren der Fourier-Transformations-Infrarot-
Sepktroskopie (FT/IR) herangezogen. Diese Methode ermdglichte es wertvolle
Informationen Uber die Qualitdit beziehungsweise Beschaffenheit der
Silanproben zu gewinnen; das resultierende Spektrum reprasentiert die
molekulare Absorption und Transmission [GuUnzler 1996]. Fur die ldentifikation
der Peaks und der Zuordnung zu einzelnen chemischen Molekulstrukturen
existieren unterschiedliche Aussagen in der Literatur [Coates 2000, Ginzeler
1996, Matinlinna 2004, Vaz 2002, Soderholm 1993, Plueddemann 1982].

In Vorversuchen wurde mit Hilfe dieses Verfahrens die Konzentration fur die
Silanverdiinnungen ermittelt, die eine eindeutige Darstellung der jeweiligen
chemisch unterschiedlichen Silanhaftvermittler als Transmissionsspektrum
zulieB.  Spezifische  Transmissionsspekiren konnten fur die neun
unterschiedlichen Silanverbindungen, bei einer Konzentration von 5,0 % und
einer Applikationsmenge von 40 pl, fur Glaskdrper mit einem Durchmesser von
zwolf Millimetern dargestellt werden. Bei dieser Applikationsmenge wurde eine
gleichmagigere Benetzung der Oberflache mit der Silanldsung erméglicht.

Die deutlichsten Peaks der Spektren wurden bei den dreifach beschichteten
Proben beobachtet, folglich war bei diesen Proben die Beschichtung im
Vergleich zur einmaligen Behandlung deutlich effektiver.

Als Probekérper wurden Glasplattchen verwendet, die im Wesentlichen zu 70-
80% aus Siliciumdioxid sowie Natriumoxid, Kaliumoxid, Aluminiumoxid und
Bortrioxid bestehen. Bei Wellenlangen zwischen 400 bis 1500 cm™ war die
Menge des transmittierten Lichtes des Probekérpers Glas sehr gering, wodurch
der Nachweis von spezifischen Schwingungsbanden in diesem Bereich

aufgrund von Uberlappungen nicht moglich bzw. schwierig ist.
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Alle in dieser Untersuchung verwendeten Silanverbindungen besitzen in ihrem
molekularen Aufbau einen Propylenverbinder (R-CH,-CH2-CH»-R), dessen
Streckschwingungen bei einer Wellenldnge von 700 bis 1300 cm™ zu erwarten
ist [Coates 2000]. In einem Wellenlangenbereich von 1650 bis 1790 cm™
zeigten alle Silanverbindungen, die in molekularer Hinsicht eine
Methacryloxygruppe aufweisen (Silane 1, 2, 3, 4, 5, 8) eine identische
Anordnung von zwei aufeinander folgenden Peaks, die auf die
Valenzschwingungen des Carbonsaureesters (R-CO-O-R) bei 1735-1750 cm™
sowie der Alkenylgruppe (C=C) bei etwa 1630-1650 cm™ zuriickzufiihren ist.
Einige Untersuchungen beschrieben zum Nachweis von 3-Methacryloxy-
propyltrimethoxysilan, dass eine deutliche Absorption in einem
Wellenlangenbereich von etwa 1720 cm™ aufgrund der Valenzschwingung einer
Carbonylbindung (C=0) auftritt [Coates 2000, Plueddemann 1982, Séderholm
1993]. In anderen Untersuchungen wurde dieser Peak zwischen 1731 cm™
[Vaz 2002] und 1735 cm™ [Matinlinna 2004] gefunden. Ein schwécheres
Schwingungsband wird durch die Alkenyl-Bindung (C=C) bei 1635 cm™
gefunden [Coates 2000, Plueddemann 1982, Sdéderholm 1993, Matinlinna
2004]. Die Verbindungen 6, 7 und 9 enthalten auf molekularer Ebene statt des
Methacryloxyanteils Fluorid bzw. eine Aminogruppe. Eine Streckschwingung
von gebundenen Fluorid (R-C-F) ist zwischen 1000 und 1150 cm™ zu erwarten
[Coates 2000], wurde aber bei unseren Versuchen nicht gefunden. Das
Spektrum von 3-Aminopropyltrimethoxysilan (Silan 7) wies einen Peak im
Bereich 2480-2600 cm™ aufgrund der Streckschwingung der priméaren
Aminogruppe (R-C-N) sowie einen weiteren Peak bei 3300-3400 cm™ auf, der
auf Schwingungen der Ammoniakgruppe (NH3) beruht [Coates 2000].

Bei der Betrachtung von Aminopropyltrialkoxysilan wurden Siloxanbindungen
zusammen mit einer Verschiebung des NH,-Bandes von 1600 cm™ nach 1575
cm™ nachgewiesen. Das Valenzschwingungsband bei 1575 cm™ entspricht
dabei der Hydrogenbindung zu NH,, wahrend das Band bei 1600 cm™ den
freien NH2-Gruppen zugeordnet wird. PLUEDDEMANN schlussfolgerte, dass
Aminopropyltrialkoxysilan in zwei Strukturformen nebeneinander besteht. Eine

Form ist eine offene und die andere eine cyclische hydrogen gebundene
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Aminstruktur. Ein schwaches Absorptionsband bei 2150 cm™ laRt einen
partiellen Protonentransfer in der Ringstruktur vermuten. Diese Ringstruktur
wirde zudem die Stabilitat des Silans in einer wassrigen Losung erklaren
[Plueddemann 1982]. Die Silanverbindung 9 enthéalt eine quatare Aminogruppe,
die im Spektrum bei 1150-1700 cm™ Streckschwingungen der Bindung
zwischen Kohlenstoff und Stickstoff abbilden kann [Coates 2000].

In der Untersuchung von MATINLINNA et al. konnten desweiteren ein
deutliches Schwingungsband bei etwa 1055 cm™ als Zeichen fiir die Ausbildung
von Siloxanbindungen (Si-O-Si) gefunden werden [Matinlinna 2004]. Lediglich
3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan in einer Silankonzentration von 15,0 %
zeigte in unserer Untersuchung eine schwache Bande im Bereich zwischen
1000 und 1100 cm™, welche der Ausbildung von Siloxanbindungen zur
Glasoberflache zu zuordnen ware. COATES zufolge wéaren im
Transmissionsspektrum in einem Bereich von 1080-1120 cm™ Siloxangruppen
(der Form Si-O-C) und zwischen 1150-1250 cm™ Schwingungsbander der
Silanolgruppen (Si-OH) zu erwarten [Coates 2000]. Die bereits beschriebenen
zwei Peaks zwischen 2800 und 3250 cm™ bei den Silanen 1, 2, 3, 9 sind auf die
Methyl- und Methoxygruppen zurtick zufiihren. Diese Beobachtung spricht fur
die Tatsache, dass nicht alle Methoxysilan-Gruppen zu einer Siloxanbindung
(Si-O-Si) reagiert haben und sich keine Monolayer gebildet haben kénnen. Bei
den Silanen 4 und 8 zeigten sich in diesem Bereich drei aufeinanderfolgende
Peaks, die im Zusammenhang mit der gemeinsamen Molekdilstruktur der
Ethoxygruppen stehen.

Das Transmissionsspektrum von 3-Methacryloxypropyltrichlorosilan (Silan 5)
unterscheidet sich von denen der Silane 1-4 deutlich durch die intensiv
ausgepragte Bande bei 3000-3700 cm™, chemisch unterscheidet sich diese
Verbindung von den anderen Silanen durch die Chlorosilan-Gruppe. Ein
Schwingungsband bei diesen Wellenlangen findet sich aul3erdem bei den
Silanen 6, 7, 8, 9. MATINLINNA et al. fihrten das Auftreten von intensiven
Banden in Bereichen von 3300 bis 3650 cm™ auf den Anstieg von freien
Hydroxylgruppen auf der Oberflache zurtick und werteten dies als Indikator fur

die Bildung von Silanolgruppen [Matinlinna 2004]. Silan 8 weist im Gegensatz
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zu den anderen Silanen eine Carbonsaureamidgruppe (R-O-CO-N-R) auf, die
im Spektrum durch einen kleinen Peak bei etwa 2650 cm™ sichtbar ist [Coates
2000].

Eine Veranderung der Transmissionsspektren nach der Durchfihrung der
Adhasionsversuche mit S. mutans war zu erwarten. Die Spektren aller
untersuchten Silane zeigten eine Veranderung der Transmissionswerte. Es ist
davon auszugehen, dass 3-Methacryloxypropyltrichlorosilan (Silan 5) die
stabilste Beschichtung von allen Proben war, da die Spektren vor und nach
Adhasionsversuch die geringsten Abweichungen aufwiesen. Bei den Silanen 6
und 8 wurde eine Verschiebung der jeweiligen Spektren zu hoheren
Transmissionen beobachtet, daher kann davon ausgegangen werden, dass ein
Teil der Silanbeschichtung auch nach den Adhasionsversuchen eine Bindung
zur der Glasoberflache hatte. Ungebundene Silanmolekule wurden demzufolge
weggespult bzw. abgelost. Die Spektren der Silanen 1-4, 7 und 9 zeigten
deutliche Unterschiede zwischen den Messungen vor und nach Durchfiihrung
der Adhéasionsversuche. Bei den Silanen 1-4 verschwanden die fur die
Silanverbindung charakteristischen Peaks in den Wellenlangenbreichen 1650
bis 1790 cm™ sowie 2800 bis 3250 cm™. Fir ein solches Ergebnis sind
verschiedene Ursachen mdoglich. Zum Einen, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die Stabilitat der Beschichtung der Glaskérper mit dem
Silanhaftvermittler nicht gegeben ist. Die FT/IR-Ergebnisse legen zudem die
Vermutung nah, dass die aufgebrachten Silane kein Monolayer auf den
Glasplattchen gebildet haben. Die Ausbildung einer Siloxanschicht ist zum
Einen abhangig von der Silankonzentration, zum Anderen orientieren sich die
Silan-Molekile eher ungerichtet und es entsteht eine Schicht zwischen 50-100
nm [Matinlinna 2004]. Es ist denkbar, dass sich die Beschichtung wahrend der
Adhasionsversuche teilweise geldst hat und die nicht tGber eine Siloxangruppe
gebundenen Molekile daher im Spektrum nicht mehr sichtbar sind. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass mit Hilfe der verwendeten Ldosungen die
chemische Struktur der Silanverbindungen teilweise verandert wurde und
mikrobielle Bestandteile sowie Resorfin auf den Proben nach den

Adhé&sionsversuchen verblieben sind. Bei Wellenlangen zwischen 2250 und
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2350 cm™ fallt bei den Spektren der Silane 6, 7, 8, 9 ein zusatzlicher deutlicher
Peak, sowie bei der Referenzprobe Glas, Silan 3 und 5 ein schwacher Peak auf
der auf einen solchen Sachverhalt hinweist. Es sind weitere Untersuchungen
notwendig, um mdgliche Probleme bei der Methode zur Prifung der bakteriellen

Adhéasion auf Silanoberflachen vermeiden zu kénnen.

6.2.2 Rauigkeiten

Die Oberflachenrauigkeit der verwendeten Probekdrper kann einen deutlichen
Einfluss auf die ermittelten Kontaktwinkel besitzen. BUSSCHER et al. belegten
in ihren Untersuchungen, dass eine Veranderung der Oberflachenrauigkeit (Ra)
unter 0,1 um keinen Einfluss auf die Kontaktwinkel hat. Bei gré3eren Werten fur
die Oberflachenrauigkeiten als 0,1 um kommt es zu einer Abnahme des
ermittelten Kontaktwinkels, wenn der initiale Kontaktwinkel unter 60° liegt. Fur
den Fall, dass der initiale Kontaktwinkel grof3er als 86° ist, fuhrt die steigende
Oberflachenrauigkeit zu einer VergroBerung des Kontaktwinkels. Der
Kontaktwinkel bleibt dagegen unverandert bei steigenden Oberflachen-
rauigkeiten und initialen Kontaktwinkeln der Oberflache zwischen 60° und 86°
[Busscher 1984]. Fur alle mit Silan beschichteten Oberflachen, ausser Silan 9
konnte die Forderung nach einer Oberflachenrauigkeit R, unter 0,1 um erfallt
werden. Die mit 3-(trimethoxysilyl)propyldimethyloctadecyl-ammoniumchlorid
(QAS, Silan 9) beschichtete Glasoberflache wies einen Medianwert fir R, von
0,23 um auf.

Bei dentalen Materialien besteht ein materialunabhéngiger Zusammenhang
zwischen einer gesteigerten Oberflachenrauigkeit und einer erhdhten
mikrobiellen Adhé&sion [Hannig 1999]. HANNIG wies auf den Einfluss der
Oberflachenrauigkeiten und Mikrokratzern als Ausgangspunkte fir die
bakterielle Besiedlung in vivo hin. Diese Unebenheiten werden als initiale
Besiedlungspunkte favorisiert, da sie den adharenten Bakterien Schutz vor
Scherkraften bietet [Hannig 1999]. BOLLEN et al. ermittelten einen

Schwellenwert fur die mittlere Rauheit R, von 0,2 um. Rauigkeitswerte die unter
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0,2 um liegen, haben somit unter FlieBkammerkonditionen keinen Einfluss auf
die bakterielle Adh&sion [Bollen 1997]. ZISSIS et al. kamen zum gleichen
Ergebnis, dass unterhalb einer arithmetischen Rauigkeit von 0,2 um nicht mehr
von einem Einfluss der Oberflachenrauigkeit auf die bakterielle Adhasion
auszugehen ist [Zissis 2000]. LI et al. zeigte anhand von Titanoberflachen, dass
bei Rauigkeitswerten unter 0,4 um keine Unterschiede in der mikrobiellen
Besiedlung festzustellen sind [Li M 2001].

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Werte fur die arithmetische Rauigkeit
Ra der silanbeschichteten Oberflachen wiesen fast alle einen Wert von 0,04 um
auf. Nur die mit 3-(trimethoxysilyl)propyldimethyloctadecylammoniumchlorid
(QAS, Silan 9) beschichtete Glasoberflache hatte einen Medianwert fir R, von
0, 23 um und lag damit knapp Uber dem erwéahnten Schwellenwert von 0,2 pm.
Einen direkten Zusammenhang zwischen der bakteriellen Adh&asion und den
einzelnen Rauigkeiten im Sinne der erwahnten Postulate [Bollen 1997, Zissis
2000] konnte nicht ermittelt werden, wenngleich die Silanprobe 3-
(trimethoxysilyl)propyldimethyloctadecylammoniumchlorid (QAS, Silan 9) die
hochsten Werte fir die relative Fluoreszenzintensitat und damit fur das
quantitative Ausmald der Adhéasion von S. mutans aufwies. Die Rauigkeit liegt
zwar uber 0,2 um, allerdings nicht deutlich und kann aus diesem Grund nicht

die alleinige Ursache fur die hohen Adhasionswerte dieser Silanoberflache sein.

6.2.3 Kontaktwinkelmessung

Die goniometrischen Messungen zu Wasser wurden in der vorliegenden
Untersuchung mit unbehandelten silanbeschichteten Proben durchgefihrt.
Entscheidend fur die bakterielle Adh&sion an Festkorperoberflachen, bei
Betrachtung ohne Anwesenheit eines  Pellikels, sind die physikalisch-
chemischen Faktoren [Scheie 1994]. Dies sind die freie Oberflachenenergie,
Zeta Potential, Hydrophobie und Oberflachenrauigkeit.

Hochenergetische Oberflachen sammeln vermehrt Plague an und begunstigen

die Adhasion spezifischer Bakterien [Quirynen1995]. Anziehend wirkt auf viele
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Bakterien zudem ein hohes Zeta Potential und Hydrophobie der Oberflache
[Van Loosdrecht 1990]. RATNER et al. befasste sich mit dem physikalisch-
chemischen Zusammenhang von Bakterien und Oberflachen. Die Anhaftung ist
in hohem Ausmal3 abhangig von der Oberflachenspannung des Werkstoffes
sowie vom Beruhrungswinkel der Bakterien mit der Oberflache [Ratner 2004].
Diese Abhangigkeit der Bakterienanlagerung von physikalisch-chemischen
Eigenschaften wird in der vorliegenden Untersuchung als wichtiges Ergebnis
beobachtet. Untersuchungen zur Adhéasion an Festkorperoberflachen haben
gezeigt, dass Bakterienstamme mit niedriger freier Oberflachenenergie (S.
mutans, S. oralis, S. sanguis) in hoherer Anzahl an hydrophoben Oberflachen
anhaften [Grivet 2000, Nesbitt 1982, Weerkamp 1985, Weerkamp 1988]. Im
Gegensatz dazu tendieren  Bakterienstamme  mit  hoher  freier
Oberflachenenergie (S. mitis) zu hydrophilen Oberflachen [Weerkamp 1985].
Es ist abhangig von der Bakterienspezies ob Zeta Potential, Hydrophobie oder
Oberflachenenergie den Ausschlag fur die Anlagerung gibt. Die meisten oralen
Bakterien besitzen eine hohe freie Oberflachenenergie und haften bevorzugt an
Oberflachen mit hoher Energie [Weerkamp 1985]. Fur einige Stamme oraler
Mikroorganismen mit niedrig hydrophober Oberflache und hohem Zeta-Potential
konnte das Zeta-Potential der Substratoberflache eine wichtigere Rolle als
deren Oberflachenenergie spielen. Elektrostatische Wechselwirkungen, freie
Oberflachenenergie und hydrophobe Wechselwirkungen beeinflussen somit die
bakterielle Adhasion im Rahmen des thermodynamischen Modells [Weerkamp

1988, Satou 1988].

Bei allen zu untersuchenden Silanproben der vorliegenden Untersuchung,
lieRen sich Unterschiede im Kontaktwinkel im Vergleich zur Referenzprobe Glas
nachweisen. Die Referenzprobe Glas wies Kontaktwinkelwerte um 72 Grad auf.
Aufgrund der ahnlichen chemischen Struktur der Silane 3-Methacryloxy-
propyltrimethoxysilan, 3-Methacryloxypropylmethyldimethoxysilan, 3-Methacryl-
oxypropyldimethylmethoxysilan, 3-Methacryloxypropyltriethoxysilan,  war zu
erwarten, dass die Kontaktwinkelwerte keine grof3en Unterschiede aufweisen.
In dieser Untersuchung lagen die Kontaktwinkel fur diese Silanoberflachen

zwischen 60° und 64°.
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Die mit 3-Methacryloxypropyltrichlorosilan beschichtete Oberflache wies den
niedrigsten goniometrischen Wert mit etwa 41° auf und ist somit das Silan mit
der gré3ten Hydrophilitdt. Tendenziell hydrophob waren dagegen die Proben
der Silane 3,3,3-(trifluoro)propyltrimethoxysilan, 3-Aminopropyltrimethoxysilan
und 3-(trimethoxysilyl)-propyl-dimethyloctadecylammoniumchloride mit mittleren
Kontaktwinkeln von 83°. Es ware zu erwarten, dass die mit diesen Silanen
beschichteten Oberflachen tendenziell hohe bakterielle Adhasionswerte zeigen.
Lediglich far  3-(trimethoxysilyl)-propyl-dimethyloctadecylammoniumchloride

wurde diese Annahme bestétigt.

6.2.4 Adhasion von Streptococcus mutans

In vivo Untersuchungen konnten einen Zusammenhang zwischen der
Bakterienanheftung und der manifesten Substrateigenschaften, trotz Existenz
eines Pellikels nachweisen. QUIRYNEN et al. ermittelten nach intraoraler
Exposition von Proben mit unterschiedlichen freien Oberflachenenergien, eine
hohere Plaquebildung auf Substraten mit hoher freier Oberflachenenergie.
Materialien mit niedriger freier Oberflachenenergie neigten dagegen im
geringeren Mal3 zur Plaquebildung [Quirynen 1989]. PRATT-TERPSTRA et al.
wiesen darauf hin, dass die urspringlichen Eigenschaften der verwendeten
Substratmaterialien bis zu einem gewissen Grad erhalten bleiben und
insbesondere die Bindung von Mikroorganismen modulieren koénnen [Pratt-
Terpstra 1990]. Studien fanden einen Zusammenhang zwischen den
Oberflacheneigenschaften der Substrate und den Oberflacheneigenschaften
der Bakterienzellen. Dem thermodynamischen Modell entsprechend, adhérieren
Bakterien mit einer hohen freien Oberflachenenergie (hydrophil) an
Substratoberflachen mit hoher freier Oberflachenenergie (hydrophil) [Busscher
1984, Weerkamp 1985]. Analog gilt diese Korrelation flr Mikroorganismen mit
niedriger freier Oberflachenenergie. Fir den in dieser Untersuchung
verwendeten S. mutans NCTC 10449 konnten GRIVET et al. hydrophobe

Oberflacheneigenschaften nachweisen [Grivet 2000]. Fur die Silanoberflache 3-
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(trimethoxysilyl)-propyldimethyloctadecylammoniumchlorid (QAS) konnte ein
Kontaktwinkel mit hydrophober Tendenz ermittelt werden und es zeigte sich
eine, im Vergleich zu den anderen Silanproben deutlich erhéhte Adhasion mit
S. mutans. Eine Analogie, dass die hydrophilste Silanoberflache (3-
Methacryloxypropyltrimethoxysilan) die geringste Adhasionsneigung fur den mit
hydrophoben Oberflacheneigenschaften ausgestatteten S. mutans zeigt, ergab
sich nicht. VAN PELT et al. kamen zu dem Schluss, dass die freie
Oberflachenenergie und damit die Oberflacheneigenschaften méglicherweise
zudem mit der Bindungsstarke der Mikroorganismen an die jeweilige
Substratoberflache korreliert. Es koénnte durch die Oberflacheneigenschaften
mehr die Qualitat als die Quantitat der bakteriellen Adhasion beeinflusst werden
[Van Pelt 1985].

6.2.4.1 Bakterielle Adhasion an Silanoberflachen

Elektrostatische und hydrophobe Kréafte sind wichtige Faktoren fur die
bakterielle Adhasion. Nicht allein die Hydrophobie, sondern auch die Kenntnis
uber molekulare Details der Bakterien- und Substratoberflachen sind ent-
scheidend fur die Tendenz zur mikrobiellen Anheftung. SALERNO et al.
zeigten, dass mit Alkylsilanen hydrophobisierte Oberflachen, im héheren Maf3
zur bakteriellen Adhasion neigen als unbehandelte Silikatflachen. Die
Adhasionsneigung sank, als die sogenannte Debye-Lange der Lésung grof3er
wurde als die Alkylsilanmolekile und somit die Silanmolekile die
Bakterienoberflache wohl nicht mehr erreichen konnten [Salerno 2004].

In der vorliegenden Untersuchung bewirkte eine Modifizierung der
Glasoberflache mit den Silanverbindungen 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan
(Silan 1), 3- Methacryloxypropylmethyldimethoxysilan (Silan 2), 3-Methacryl-
dimethylmethoxysilan (Silan 3), 3,3,3 (trifluoro)propyltrimethoxysilan (Silan 6)
und 3-Aminopropyltrimethoxysilan (Silan 7), im Gegensatz zu unbehandelten
Glas, eine tendenziell geringere Adhéasion von S. mutans. Die Silanisierung mit
3,3,3 (trifluoro)propyltrimethoxysilan (Silan 6), 3-Aminopropyltrimethoxysilan
(Silan  7) und 3-(trimethoxysilyl)-propyldimethyloctadecylammoniumchlorid
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(QAS, Silan 9) bewirkte jeweils eine Hydrophobisierung der Glasoberflache,
jedoch zeigten diese drei Oberflachen eine unterschiedliche Tendenz zur
bakteriellen Adhasion. 3-Methacryloxypropyltrichlorosilan (Silan 5) zeigte die
grofdte Hydrophilitdt und im Vergleich zu den anderen Silanproben, mit
Ausnahme von QAS (Silan 9) signifikant héhere Werte fiur die relative
Fluoreszenzintensitat. Diese Beobachtungen lassen darauf schlie3en, dass
Hydrophobie und Oberflachenrauigkeit der Silanoberflachen keine Vorhersage
der zu erwartenden bakteriellen Adhé&sion zulassen und weitere Parameter
einen Einfluss auf das Adhasionsverhalten nehmen. Es ist anzunehmen, dass
eine detailliertere Betrachtung der chemischen Oberflachenstrukturen von
Bakterien und Proben weiteren Aufschluss uUber die Interaktionen auf
molekularer Ebene geben.

Theoretisch kommt es bei der Behandlung von Oberflachen mit Silanen zur
Ausbildung eines Monolayers. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen deuten
aber darauf hin, dass sich eher ein Multilayer ausbildet. Diese Annahme ist auf
folgende Beobachtungen gestutzt. Die chemisch @hnlichen Silanverbindungen 1
bis 4, die bei theoretischer Ausbildung eines Monolayers an der
Schichtoberflache Methacryloxygruppen aufweisen sollten, zeigen ein
unterschiedliches Hydrophobie- und Adhasionsverhalten. Das spricht dafir,
dass auch Molekilanteile des anorganischen Silananteils nicht mit der
Glasoberflache reagiert haben und maoglicherweise ungerichtet angeordnet
sind. MATINLINNA wies darauf hin, dass es zu einer ungerichteten Orientierung
der Silan-Molekile kommt und eine Schicht zwischen 50-100 nm entsteht
[Matinlinna 2004]. Die FT/IR-Spektren dieser Silane weisen auf das
Vorhandensein von Methoxygruppen hin, die sich am anorganischen
Molekulanteil befinden. Ein weiteres Beispiel, das fur eine Multilayerstruktur
spricht ist 3-Methacryloxypropyltrichlorosilan (Silan 5). Dieses Molekul
unterscheidet sich von den anderen Verbindungen (Silane 1-8) im
anorganischen Teil durch Fehlen einer Methoxy- oder Ethoxygruppe. Im
Adhasionversuch konnte fir diese Verbindung die zweithdchste relative

Fluoreszenzintensitat nachgewiesen werden.
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3-(trimethoxysilyl)-propyldimethyloctadecylammoniumchlorid (QAS, Silan 9)
nahm bei den Untersuchungsergebnissen eine Sonderstellung ein. Diese
Silanverbindung war das gréf3te untersuchte Molekil, das eine lange apolare
Kohlenstoffkette enthielt. Es ist nicht auszuschliel3en, dass die hohe
Oberflachenenergie, die Molekilgrofie und die hydrophoben Molekulstrukturen
einen postiven Effekt auf die bakterielle Adhasion haben. Die Silane 6 und 7
unterschieden sich von den Silanverbindungen 1-5 durch das Fehlen einer
organischen Gruppe der Form Methacryloxy. Trotz hydrophober Oberflachen-
eigenschaften wurden niedrige Adhasionswerte gemessen, was die Vermutung
zulasst, dass endstdndige Anteile von Silanmolekilen einen Einfluss auf die
bakterielle Adh&sion haben.

Zahlreiche Studien gibt es zur Silanbehandlung von Silikonoberflachen. So
zeigten Untersuchungen zur Oberflachenbehandlung von Silikon mit
Aminopropyltriethoxysilan, 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan und Octadecyltri-
chlorosilan, dass die effektivste Hemmung der Adhé&sion von Staphylococcus
epidermis bei Verwendung von Octadecyltrichlorosilan erfolgte. Im Vergleich zu
unbehandelten Silikonoberflachen konnte eine Verringerung der mikrobiellen
Anheftung um 75 % ermittelt werden [Tang 2006]. Eine weitere Untersuchung
ergab eine signifikante Verringerung der Anheftung von Candida albicans an
mit Silan behandelten Silikonoberflachen, im Vergleich zu unbehandelten
Proben. Diese Reduktion blieb auch nach Inkorporation mit Speichel evident

[Price 2005]. Mehrere Studien beschéftigten sich mit dem antimikrobiellen

Einfluss von QAS [Gottenbos 2002, Oosterhof 2006]. GOTTENBOS et al.
kamen zu dem Schluss, dass mit QAS behandelter Silikongummi
antimikrobielle Eigenschaften gegen adharente Bakterien in vivo und in vitro
zeigt. Die Lebensfahigkeit von adharenten Staphylococci sank von 90 % auf 0
% und von gram-negativen Bakterien von 90 % auf 25%, aufgrund der Bindung
von QAS an der Substratoberflache [Gottenbos 2002]. Dessen Molekile
reagieren in Lésung mit der Bilayerstruktur der mikrobiellen Zellmembran und
verursachten eine Undichtigkeit dieser Membran sowie den Zelltod [Gottenbos
2002, Oosterhof 2006]. Experimente zur Titanoberflachenmodifikation durch
PIER-FRANCESCO et al. konnten den hemmenden Einfluss sehr glatter
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Oberflachen fur die Adhasion von Porphyromonas gingivalis verdeutlichen.
Eine Veranderung der Hydrophobizitat der Materialoberflache mittels einer
Silanlésung, veranderte bei dieser Studie das Adhasionsverhalten nicht [Pier-

Francesco 2006].

Vergleichbare Studien zum Adhasionsverhalten von S. mutans auf Silanober-
flachen liegen nicht vor.

In Vorversuchen wurde eine mogliche Abhangigkeit der relativen
Fluoreszenzintensitat von der Konzentration der Silanbeschichtung untersucht.
Die Ergebnisse ergaben flr die Silanbeschichtung mit einer 10% L6sung den
hochsten Wert fir die relative Fluoreszenzintensitéat, den niedrigsten fur eine
Konzentration von 0,5%. Die durchgefihrten goniometrischen Messungen
zeigten bei den Silankonzentrationen 0,5% bis 10,0% ansteigende
Kontaktwinkel, bei 15,0% sank der Wert wieder deutlich ab. Unsere
Untersuchung legt die Vermutung nahe, dass bei einer Silankonzentration von
etwa 10,0% ein Schwellenwert fir die maximale bakterielle Adhasion erreicht
ist. Grunde hierfur kénnten in der Schichtdicke des sich bildenden Silanlayers
liegen, die abhangig von der verwendeten Lésungskonzentration ist. Auch die
entstehende  verdunstungsbedingte  Tertiarstruktur  der  Silanmolekile
zueinander konnte die Bakterienadh&sion entscheidend beeinflussen.
Voraussetzung fir diese Uberlegungen sind mdogliche Langstrecken-

interaktionen des Bakteriums mit den tieferliegenden Schichten der Oberflache.

Die hochsten Adhésionswerte zeigte die Silanverbindung QAS (Silan 9), die
geringsten Werte zeigten sich bei dem Silan 3-Aminopropyltrimethoxysilan
(Silan 7). Die Werte der relativen Fluoreszenzintensitat fur QAS (Silan 9) war
gegeniber allen anderen Proben signifikant héher.

Untersuchungen von GOTTENBOS et al. und OOSTERHOF et al. kamen zu
ahnlichen Ergebnissen fir gram-negative Bakterien. Mit QAS bedeckte
Oberflachen weisen eine hohe positive Oberflachenenergie auf und tben eine
starke Anziehungskraft auf negativ geladene gram-negative Bakterien aus
[Gottenbos 2002, Oosterhof 2006].
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6.3 Schlussfolgerung

Die bakterielle Anheftung in der vorliegenden Untersuchung war, bis auf das
Silan  3-(trimethoxysilyl)propyldimethyloctadecylammoniumchlorid (Silan 9)
kaum abhangig von der Oberflachenrauigkeit. Physikalisch-chemischen
Faktoren ist in den Versuchen der grof3te Einfluss auf die bakterielle Adhésion
zuzuschreiben. Das gewahlte Testverfahren zur Bestimmung der Quantitat
adharenter Bakterien, mittels der Resazurin-Reduktionsmethode und Messung
der relativen Fluoreszenzintensitat wies eine gute Sensitivitat auf. Die
Standardisier- und Reproduzierbarkeit des Versuchsaufbaus ist gegeben.

Eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse von in vitro Studien auf die Verhaltnisse,
die sich bei bakteriellen Adhéasionsprozessen in der Mundhdhle ergeben, ist
nicht moglich. Im intraoralen Milieu findet die Pellikelbildung unter dynamischen
Bedingungen der Speichelneubildung und des Schluckens statt. Desweiteren
wird die bakterielle Adhé&sion durch das Zusammenwirken unterschiedlicher
Mikroorganismen bestimmt, so dass sich im Gegensatz zu experimentellen

Verhéltnissen ein komplexer Biofilm bildet.
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7 Zusammenfassung

Das Thema der vorliegenden Untersuchung ist der Einfluss von
Silanhaftvermittlern auf die bakterielle Adh&sion in vitro. Es sollte die
quantitative Untersuchung der Adhasion von Streptococcus mutans an neun

chemisch unterschiedlichen Silanhaftvermittlern erfolgen.

In Vorversuchen wurde ein geeigneter Versuchsaufbau fuar die
Bakterienquantifizierung auf Silanoberflachen etabliert. Als Nachweismethoden
fur die tatsachliche Silanbeschichtung der Trageroberflachen wurden die
Fourier-Transformations-Infrarot-Sepktroskopie (FT/IR) und die Kontaktwinkel-
messung verwendet. Um die Korrelation zwischen Quantitdt der adhéarenten
Bakterien und den spezifischen Eigenschaften der Silanoberflachen zu prufen,
wurden die Rauigkeit mittels Perthometer und der Grad der Hydrophobie mit

Hilfe der Goniometrie erfasst.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Telle:

Der erste Teil beschaftigte sich mit der Abhéngigkeit der Konzentration des
Silans, am Beispiel von 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan (Silan 1) auf das
guantitative Ausmalfd der Adhasion von S. mutans. Es wurden Konzentrationen
von 0,5 % bis 15 % untersucht. Die Quantifizierung der Bakterienadhasion
erfolgte durch Messung der Fluoreszenzintensitat mittels der Resazurin-
Reduktionsmethode. Die hochsten Adh&sionswerte wurden fur eine
Silankonzentration von 10 % ermittelt, die wenigsten Bakterien adharierten an
einer Silanoberflache mit einer Konzentration von 0,5 %.

Im zweiten Teil erfolgte die Untersuchung des Adhasionsverhaltens von S.
mutans an neun chemisch unterschiedlichen Silanhaftvermittlern. Die
Beschichtung der Trageroberfliche Glas wurde hierzu mit einer
Silankonzentration von 5 % durchgefuhrt. Mit Hilfe der Ermittlung der
Fluoreszenzintensitat wurde die bakterielle Anheftung erfasst.

Die Untersuchung zeigt den deutlichen Einfluss der physikalisch-chemischen

Eigenschaften der Silanoberflachen. Die Rauigkeit spielt eher eine
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untergeordnete Rolle. Die Hydrophobie, die freie Oberflachenenergie sowie die
molekulare Struktur der Substratoberflache scheinen ausschlaggebend fiir die
Adhasionstendenz von S. mutans in vitro zu sein. Die héchste Neigung zur
bakteriellen  Adh&sion wies die Silanverbindung  3-(trimethoxysilyl)-
propyldimethyloctadecylammoniumchlorid (Silan 9) auf, die geringste
Adhasionstendenz zeigte 3-Aminopropyltrimethoxysilan (Silan 7).

Der in dieser Untersuchung verwendete standardisierbare Versuchsaufbau ist
durchaus geeignet, um das initiale Adhasionsverhalten von S. mutans sowie die
elektrostatischen Interaktionen, verursacht durch die Oberflachenspannung der
Substratoberflachen zu beleuchten. Die Nachweismethode der Silan-
beschichtung mittels Fourier-Transformations-Infrarot-Sepktroskopie (FT/IR)
sowie die Fluoreszenzmethode zur Ermittlung der Adh&sion zeigten eine hohe
Sensitivitat. Aufgrund dessen, dass die Anwesenheit eines Speichelliiberzuges
die Oberflachenspannung des Materials reduziert und die intraoralen
physiologischen Bedingungen imitieren kann, waren weitere

Adhasionsversuche mit Pellikeliiberzug der Silanproben sinnvoll.
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Abb. Abbildung

Ag. dest. Aqua destillata
bzw. Beziehungsweise
°C Grad Celsius

ca. circa

cm Zentimeter

cm™ 1/cm

d.h. das heifl3t

etc. et cetera

etal. Et alia

FTIR Fourier-Transformations- Infrarot-Sepktroskopie
° Grad

g Gramm

h Stunde

I Liter

mg Milligramm

min Minute

mm Millimeter

Mmol Milli-Mol

n Anzahl der Proben
pH Pondus Hydrogenii
PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
% Prozent

s0g. Sogenannt

sec Sekunde

Tab. Tabelle

U/min Umdrehungen pro Minute
U/ml Units pro Milliliter
USw. und so weiter

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

pum Mikrometer
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