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1. Einleitung

1.1 Bakterielle Adhasion an Biomaterialien und ihre Folgen

Dentale Prothesen, Implantate oder Fullungen sind in der heutigen Zeit aus dem
taglichen Leben nicht mehr wegzudenken. Nach beispielsweise einem Unfall oder
einer Krankheit dienen sie haufig zu einer adaquaten Versorgung fur die
Wiederherstellung von Struktur und Funktion beschadigter Gewebe. Der Erfolg
dieser in den menschlichen Organismus eingebrachten kérperfremden Bio-
materialien hangt dabei wesentlich vom Einfluss spezifischer kontaminierender
Bakterien ab [Muller et al., 2007; Busscher et al., 2010]. Auf den Oberflachen dieser
Materialien entsteht bei Kontakt mit der Umwelt sehr rasch ein Biofilm [Busscher et
al., 2010]. Dabei wird das Material zunachst von Proteinen aus der umgebenden
Gewebsflussigkeit bedeckt. Die adsorbierten Proteine bilden die Voraussetzung fir
die weitere Adhasion von Zellen und Bakterien. Proteine lassen sich im Blutplasma,
im Blutserum, im Speichel, im Urin oder in der interstitiellen Flussigkeit finden
[Gottenbos et al., 2002; Carl, 2010]. Das bekannteste Beispiel der Biofilmbildung im
Bereich der Zahnheilkunde ist dabei die in der Mundhohle gebildete Plaque auf
Zahnen als einer nattrlichen und auf Werkstoffen als einer kinstlichen Oberflache,
welche aus Speichelbestandteilen, bakteriellen Stoffwechselprodukten, Nahrungs-
resten und Bakterienzellen besteht [Busscher et al., 2010; Hellwig et al., 2006].

Allerdings entsteht ein Biofilm nicht nur auf Biomaterialien in der Mundhoéhle, sondern
auch im restlichen Organismus [Busscher et al., 2010]. Betrachtet man das grol3e
Feld der Medizin, fuhrt die Adhasion von Bakterien an ein eingebrachtes Biomaterial
meist zu einer Abwehrreaktion des Organismus und somit héaufig zu einem
Misserfolg dieser Therapie. Ein wichtiges Beispiel sieht man vor allem bei in Kontakt
mit Blut stehenden Prothesen, bei welchen es zur Kontamination kommen kann. Dies
kann operativ, post-operativ wahrend der Wundheilung oder auch auf hamatogenem
Weg, bei Infektionen an anderen Stellen im Koérper, geschehen. Da hamatogene
Infektionen jederzeit auftreten kénnen, wurden Biomaterial-Implantate in der Literatur
auch als ,mikrobielle Zeitbomben" bezeichnet [Gottenbos et al., 2002]. Ein Biofilm
kann zur Ausbildung von Thrombosen, Infektionen, chronischen Entziindungen und,
im schlimmsten Fall, zu einer Sepsis oder auch Endokarditis fuhren. Chronische
Schmerzen, Schwellungen, Verlust des Implantates und auch der Tod kénnen die
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Folge sein. Die Inzidenz fiur solche ,Biomaterial-Infektionen“ kann nach Gottenbos
stark variieren, wobei es Schatzungen von 4% fir Huftprothesen bis hin zu 100% bei
Kathetern im Urinaltrakt drei Wochen nach dem Einsetzen gibt [Gottenbos et al.,
2002]. Gingivitis, Sekundéarkaries und Pulpenschadigung sind im Bereich der
Zahnmedizin die Folgen der Anlagerung von Bakterien an Fullungsmaterialien.
Weiterhin kann die Adhé&sion von Bakterien an Implantate eine Periimplantitis
auslosen oder bei Anhaftung an kieferorthopéadische Brackets den Zahnschmelz
schadigen [Heuer et al., 2007; Hannig und Hannig, 2009; Birgers et al., 2010;
Busscher et al., 2010; Hahnel et al., 2010].

Die Biofilmentstehung in der Mundhdhle unterscheidet sich von derjenigen auf
anderen Geweben. So ist das Milieu der Mundhohle darauf ausgelegt, dass
Oberflachen von einer Vielzahl an verschiedenen mikrobiologischen Stammen und
Spezies besiedelt werden. Krankheiten entstehen nur, wenn das Gleichgewicht
dieses Systems gestort wird. Weiterhin sind die Oberflachen im Mund den
Mikroorganismen standig ausgesetzt, weil sie in hoher Zahl im Speichel vorkommen.
Dagegen ist die Umgebung anderer Implantate, beispielsweise Huft-, Knie- oder
Gefal3prothesen, normalerweise frei von Mikroorganismen. Aul3erdem kdnnen
Bakterien der Mundhdhle einfach mit der Zahnbirste entfernt werden und es baut
sich daher immer wieder taglich ein neuer Biofiim auf. Wenn allerdings
biomedizinische Implantate befallen sind, kénnen diese nur aufwendig und oft mittels
chirurgischem Eingriff, verbunden mit hohen Kosten und Leid fur Patienten, wieder
entfernt werden [Gottenbos et al., 2002; Busscher et al., 2010 ].

Daher ist es ein Ziel der aktuellen Forschung, zahnmedizinische und medizinische
Materialien mit Eigenschaften zu entwickeln, welche das Bakterienwachstum
vermindern und somit die Entstehung eines infektiossen Biofilms auf den
Materialoberflachen verhindern kénnen. So wurden hier beispielsweise anti-adhésive
und antibakterielle Oberflachen und solche, welche kontinuierlich Antibiotika
abgeben, entwickelt [Gottenbos et al., 2002; Muller et al., 2007; Hannig und Hannig,
2009; Busscher et al., 2010]. Fur dieses ambitionierte Vorhaben ist es allerdings
notig, zunachst ein Grundverstandnis Uber Speichel, Biofilmentstehung und

Bakterien zu erlangen.
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1.2 Speichel und Biofilmentstehung

Speichel wird in seiner Gesamtheit hauptséchlich von den drei grof3en, jeweils paarig
angelegten Speicheldrisen des Menschen (glandula parotis, glandula sublingualis,
glandula submandibularis) gebildet. AulRerdem sind auch zahlreiche kleinere
akzessorische Speicheldrisen an der Speichelbildung beteiligt [van Rensburg,
1994].

Die Innervation der Speicheldriisen erfolgt durch das vegetative Nervensystem und
variiert die Zusammensetzung des Speichels. Eine Aktivierung des Parasympathikus
erzeugt in allen Drisen die Sekretion eines dunnflissigen, glykoproteinarmen
Speichels, die Erregung des Sympathikus bewirkt die Sekretion geringer Mengen
eines viskdsen, Muzin-, K*- und HCOs- reichen Speichels [Vaupel, 2007].

Taglich wird eine Gesamtmenge von etwa 0,7 | Speichel produziert, welche von
emotionalen, psychischen und Umweltfaktoren abhéngig ist. Der Speichelfluss wird
durch die Kautatigkeit oder die Reizung der Geschmacksrezeptoren angeregt.
Andererseits kann eine Verminderung der Speichelsekretion beispielsweise durch
verschiedene Medikamente, Autoimmunkrankheiten (Sjogren-Syndrom, Sarkoidose),
Bestrahlungstherapie, psychogene Stérungen, ausgepragte Immunschwache (AIDS)
oder durch ein vermindertes Kauvermégen verursacht sein [Kielbassa, 2006].
Speichel, der die gesamte Mundhdhle mit einem 0,1 um dinnen Film auskleidet,
besteht zu etwa 99% aus Wasser und nur zu 1% aus festen Bestandteilen, namlich
anorganischen und organischen Substanzen [Hellwig et al., 2006].

Anorganische Bestandteile sind dabei hauptsachlich unterschiedliche Elektrolyte wie
Natrium, Chlorid, Kalzium, Kalium, Magnesium, Phosphat, Hydrogenkarbonat und
Fluoride [van Rensburg, 1994; Kielbassa, 2006; Hellwig et al., 2006; Vaupel, 2007].
Die wichtigsten organischen Bestandteile des Speichels sind Enzyme (alpha-
Amylase), Proteine (Lysozym, Lactoferrin, Peroxidase) und Glykoproteine,
beispielsweise Muzine, Statherin, saure prolinreiche Proteine, Agglutinine,
histidinreiche Proteine, Cystatine, Defensine und Immunglobuline [Walz et al., 2006;
Hellwig et al., 2006]. Daruber hinaus enthalt Speichel unter anderem auch noch
Bakterien, Zelltrimmer und Sulkusflissigkeit [Kielbassa, 2006; Walz et al., 2006].

Zu den Funktionen des Speichels gehért vor allen Dingen die Aufrechterhaltung einer
physiologischen Mundflora. Durch antimikrobielle Aktivitat, die Abpufferung von

Sauren, Remineralisation und Beschichtung harter und weicher Gewebe fungiert der
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Speichel als wichtiges Schutzsystem. Die kontinuierliche Speichelabgabe dient der
Selbstreinigung der Mundhéhle und aulRerdem erfolgt Uber den Speichel die
Andauung aufgenommer Nahrung sowie die Bildung eines Nahrungsbolus als
Vorbereitung fir den Schluckakt [Walz et al., 2006].

Weiterhin gehoren Speichelbestandteile zur dentalen Plague. Dieser strukturierte
Zahnbelag ist ein Biofilm, der vor allem aus Bakterien und Komponenten des
Speichels besteht, aber auch bakterielle Stoffwechselprodukte und Nahrungsreste
enthalt. Er lagert sich sowohl an Zahn- als auch an Werkstoffoberflachen an, kann
nicht durch Spllen oder mit einem Wasserspray entfernt werden und fuhrt
schlie3lich zu bakterieller Schadigung der Zahnhartsubstanz [Hellwig et al., 2006].
Dabei entsteht zun&achst unmittelbar nach der Zahnreinigung wieder das acquired
pellicle, eine initiale Schicht aus an Oberflachen adsorbierten Proteinen (darunter
Enzyme und Glykoproteine), Lipiden und anderen organischen Komponenten. Dieser
Prozess ist komplex und von chemischen und physikalischen Einflissen abhangig
[Hannig und Hannig, 2009].

Die ersten adsorbierten Proteine an der Zahnoberflache sind Phosphoproteine mit
hoher Affinitat, beispielsweise Statherin, Histatin und prolinreiche Proteine [Hannig
und Hannig, 2009]. Man vermutet, dass die Adsorption dieser Proteine durch eine
Kalzium- und Phophatschicht auf der Schmelzoberflache vermittelt wird. Neben
ionischen Bindungen wirken dabei Van-der-Waals-Krafte und hydrophobe
Wechselwirkungen [Hannig und Hannig, 2009]. Man nimmt an, dass diese frihe
Pellikelbildung innerhalb von zwei Stunden erfolgt. Dieses Pellikel bleibt jedoch nicht
starr und stabil, sondern unterliegt permanenten Modifikationen und ist in seiner
Zusammensetzung wohl selbst abhéngig von Oberflacheneigenschaften.
Verédnderungen in der Pellikel basieren auch auf Enzymaktivitaten, die Proteine
abbauen oder veradndern. Dabei konnen Liganden fir Rezeptoren auf den
Oberflachen von Bakterien verandert werden oder neu entstehen. Das Pellikel
entsteht so auf dem Zahnschmelz, dem Zement und auf restaurativen Werkstoffen,
aber auch auf der Mundschleimhaut und auf Oberflachen von Mikroorganismen
selbst [Lendenmann et al., 2000].

Die folgende zweite Phase der Pellikelbildung ist durch die kontinuierliche Adsorption
verschiedener Biomolekile und Mikroorganismen aus dem Speichel gekennzeichnet.
Diese bilden schliel3lich irreversible, spezifische Bindungen zum acquired pellicle
[Hannig und Hannig, 2009].
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Bemerkenswert ist die hohe Selektivitat der Bildung dieser Pellikel, ein weitgehend
bakterienfreier Biofilm, denn es enthalt nur einen Bruchteil samtlicher Speichel-
proteine [Hannig und Hannig, 2009].

Die Eigenschaften des Pellikels sind doppelter Art. Einerseits fungiert es als
Schmiermittel, antierosive Grenze und Puffer durch antibakterielle Proteine wie
Lactoferrin, Cystatin und Lysozyme. Andererseits fordern einige Pellikel-Bestandteile
wie Amylase, prolinreiche Proteine, Fibrinogen, Lysozyme oder Muzin MG 2, als
spezifische Rezeptoren die Bakterienadhasion [Miller et al.,, 2007; Hannig und
Hannig, 2009].

Die Adhéasion von Bakterien an der Pellikeloberflache verlauft im Unterschied zur
Proteinadsorption an die Zahnoberflaiche deutlich langsamer und in mehreren
Phasen (vgl. Kapitel 1.4). Die Anbindung der Bakterien erfolgt durch Fimbrien und
spezifische Rezeptor-Adhasin-Reaktionen, aber auch Uber hydrophobe Wechsel-
wirkungen, Van-der-Waals-Kréfte, Wasserstoff- und Kalziumbricken oder elektro-
statische Wechselwirkungen und S&ure-Basen-Reaktionen [Hannig und Hannig,
2009]. Zu den ersten Bakterien, die die Zahnoberflache kolonisieren, zé&hlen
Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis und Streptococcus
gordonii, die deshalb als Erstbesiedler bezeichnet werden. Auch Streptococcus
mutans, ein wichtiger Keim fur die Entstehung von Karies, wurde schon in der jungen
Plague nachgewiesen [Miller et al., 2007; Kreth et al., 2008; Burgers et al., 2009;
Periasamy und Kolenbrander, 2009]. In der initialen Phase der Kolonisation
dominieren die Streptokokken in der Plaque, doch im weiteren Verlauf kommt es zu
gravierenden Anderungen. Durch Koaggregation und Koadhésion besiedeln nach
und nach mehr fakultativ anaerobe Bakterien die Zahnoberflache und nach etwa
neun Tagen finden sich hauptséchlich obligat anaerobe Keime in der Plaque. Die
dominierenden Spezies sind nun Aktinomyzeten, Veilonella und Lactobazillen auf
einer von Streptokokken vorbereiteten initialen Struktur. Die Plagque wird mit
zunehmendem Alter dicker, und es bilden sich mehrzellige, von verschiedenen
Spezies durchzogene Bakterienlagen [Kielbassa, 2006; Hellwig et al., 2006; Muller et
al., 2007; Zijnge et al., 2010]. Die Zusammensetzung des bakteriellen Biofilms
begunstigt die steigende Antibiotikaresistenz und ist demzufolge verantwortlich fur
bakterielle Infektionen. Dennoch sind die allerersten Vorgange der bakteriellen
Adhasion wohl entscheidend fur den Erfolg eines Biomaterials [Gottenbos et al.,
2002; Mdller et al., 2007].
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1.3 Eigenschaften von Streptococcus gordonii

Streptokokken sind kugel- bis ovalférmige Zellen, die in Ketten oder als Paare
angeordnet sind. Alle Spezies sind unbeweglich, nicht-sporenbildend und katalase-
negativ, mit komplexen Ernahrungsanforderungen. Streptokokken sind alle gram-
positiv und fakultativ anaerob und kdnnen in Gegenwart von Luftsauerstoff wachsen,
manche bendtigen jedoch Kohlendioxid fir ein optimales Wachstum. Alle
Streptokokkenspezies vergaren Glucose und produzieren Milchsaure, kbnnen aber
Nitrat nicht abbauen. Streptokokken sind Bestandteile der Mikroflora auf Schleim-
hautmembranen oder Zahnoberflachen, und manche Spezies sind hochpathogen.
Einige Spezies besiedeln speziell Zahnoberflachen und lassen sich erst nach dem
Zahndurchbruch nachweisen [Kilian, 2005].

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Keim S. gordonii zahlt zur Gruppe der S.
sanguinus, welcher auflerdem noch S. sanguinus, S. parasanguinus und S.
massilienis angehdren. Diese Bakterien bewirken eine alpha-Hamolyse (Vergrinung)
und werden daher als nicht hamolysierende, orale oder vergriinende Streptokokken
bezeichnet und zur Gruppe der Viridans-Streptokokken gerechnet [Burkhardt et al.,
2009]. Die derzeitige Differenzierung beruht auf molekularbiologischen Unter-
suchungen, vor allem der Sequenzierung der 16S-rRNA. Man unterscheidet die
vergrinenden Streptokokken in die S. mutans-, S. salivarius-, S. anginosus-, S. mitis-
und die bereits erwahnte S. sanguinus-Gruppe. Des weiteren werden die S.
equinus/bovis- und die S. suis-Gruppe genannt [Burkhardt et al., 2009].

Isolate der S. sanguinus-Gruppe sind durch ihre 16S-rRNA sehr nahe mit der S.
mitis-Gruppe verwandt. Eine Abgrenzung zu anderen Viridans-Streptokokken ist
maoglich mithilfe der Arginin- und Esculinverwertung [Burkhardt et al., 2009].
Mitglieder der Viridans-Streptokokken sind haufig als Infektionserreger bei der
infektiossen Endokarditis beteiligt, vor allem S. gordonii, S. mitis, S. sanguis und S.
mutans [Kilian, 2005; Burkhardt et al., 2009]. Die Streptokokkenendokarditis betrifft
meist vorgeschadigte Herzklappen alterer Patienten mit vorbestehenden
Herzerkrankungen [Burkhardt et al., 2009].

Dartiber hinaus kann diese Spezies auch die sogenannte ,S. viridans-Sepsis” bei
neutropenischen Patienten hervorrufen mit den Symptomen Fieber, Hypotension,
Schock, Pneumonie sowie Atemnot-Syndrom und einer Sterblichkeitsrate bis zu
30%. Orale Infektionen hingegen sind selten [Kilian, 2005; Burkhardt et al., 2009].
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Der Anteil der Streptokokken an der mikrobiellen Flora der Mundhdhle wird auf etwa
20% geschatzt. Neben dem Abbau von Kohlenhydraten ist die Bildung antimikro-
bieller Stoffe, wie Bakterizide oder auch Wasserstoffperoxid interessant. So wurde
berichtet, dass S. sanguinis und S. gordonii der Spezies S. mutans schaden und so
zur Verhinderung von Karies beitragen koénnen [Kreth et al., 2008]. Fur die
vorliegende Arbeit ist relevant, dass Streptokokken um die Bindungsstellen auf der
Zahnoberflache konkurrieren [Kreth et al., 2008].

Wie bereits erwéhnt, gelten S. mitis, S. sanguinis, S. oralis und die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten S. gordonii als sogenannte Erstbesiedler auf
Zahnoberflachen [Muller et al., 2007; Kreth et al., 2008; Burgers et al., 2009].

1.4 Adhasion von S. gordonii an orale Oberflachen

Eine initiale Adhé&sion oraler Bakterien an natirlichen und kinstlichen Oberflachen
der Mundhéhle wird zunachst durch den kontinuierlichen Speichelfluss eingeleitet.
Der zufallige Kontakt von Bakterien mit Oberflachen geschieht hier passiv durch
Brown’sche Bewegungen, Sedimentation oder Flussigkeitsstromung und ist teilweise
durch aktive Bewegung vitaler Mikroorganismen begunstigt [Scheie, 1994]. Fir diese
Phase der Adhasion von Bakterien werden einerseits Einfllisse der Topographie von
Oberflachen diskutiert. Andererseits wird die Adhasion vor allem auch von
physikochemischen Kraften zwischen den Oberflachen der Gewebe oder
Restaurationen und den Bakterien selbst bestimmt. Dazu zahlen hydrophile
Wechselwirkungen Uber Van-der-Waals-Krafte und elektrostatische Interaktionen
zwischen geladenen Gruppen auf Oberflachen wie Wasserstoffbriicken, aber auch
hydrophobe Wechselwirkungen der Oberflachen. Eine feste und irreversible Bindung
der Bakterien an die Oberflache erfolgt dann, wenn die Bakterien aufgrund dieser
physikochemischen Parameter und Krafte eng an eine Oberflache binden und in der
Folge eine spezifische Bindung stereochemisch Uber eine Rezeptorbindung mdglich
wird [Busscher und van der Mei, 1997]. Nicht gut charakterisiert ist bis heute der
Anteil hydrophober Komponenten auf der Bakterienoberflache, die durch die
Verdrangung von Wasser einen engen Kontakt mit der Oberflache herstellen wiirden
[Marsh und Bradshaw, 1995]. Das klassische Paradigma favorisiert die Bindung von

Streptokokken als initiale Besiedler (ber Rezeptoren an Komponenten der
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Pellikelschicht. Es wurde spekuliert, dass die initiale Plaquebildung in zwei Stufen
erfolgt. Zunachst sollten Bakterien Uber Oberflachenadhasine an Pellikel-
komponenten adhérieren und anschlie3end sollte die Adhasion spater Besiedler tber
Zell-Zell-Bindungen in einem Prozess, der als Coadhasion bezeichnet wurde,
erfolgen [Ritz et al., 1967; Listgarten et al., 1975; Listgarten, 1994; ten Cate, 2006].
Die oberflachenassoziierten Adh&sine der Bakterien sind letztlich entscheidend fir
die initiale Adsorption der Proteine des Speichels im Pellikel. Adh&sine sind als
Oberflachenproteine oder auf fibrillaren Anhangen dentaler Mikroorganismen
exprimiert. Heute sind Proteine der Antigenl/ll-Familie oraler Streptokokken, Typ 1-
und Typ-2-Fimbrien der Actinomyceten, Proteine der Lral-Familie, Fapl, amylase-
bindende Proteine und Oberflachenlectine gut charakterisiert [Rosan und Lamont,
2000]. Umgekehrt z&hlen die prolinreichen Proteine, die prolinreichen Glykoproteine,
Statherin, Agglutinin gp-340, alpha-Amylase, Immunglobuline Lactoferrin und
Speichelmuzine zu den Proteinen, von denen man annimmt, dass sie Erstbesiedler
binden konnen [Scannapieco, 1994]. Dabei ist die Wechselwirkung zwischen
potentiellen Liganden und Adh&sin durchaus nicht linear. So wurde beispielsweise
beobachtet, dass PRP-1 (saure prolinreiche Proteine), wenn sie an Oberflachen
gebunden sind, an Typ 1-Fimbrien von Actinomyces naeslundii binden kdnnen.
Diese Bindung unterbleibt jedoch, wenn das Protein im Speichel gel6st vorliegt
[Scheie, 1994].

Die Analyse der Adhéasion von Streptokokken der Viridans-Gruppe an mit Speichel
behandeltes Hydroxylapatit (Hydroxyliertes Kalziumphosphatsalz) lie3 sehr bald
vermuten, dass die Bakterien an Rezeptoren wie Muzin MG2 (MUC7) und PRP mit
endstandiger Sialinsaure (N- und O-Derivate der Neuraminsdure) binden kdnnten
[Gibbons et al., 1985]. Das sialinsaurebindende Adhé&sin von Streptococcus gordonii
DL1 wurde dann als ein serinreiches Protein identifiziert [Takahashi et al., 2002].

Es besteht nun kein Zweifel, dass S. sanguis, S. gordonii und A. naeslundii
spezifisch an Speichelkomponenten wie MG2 und PRP-1 binden kénnen. Allerdings
bleibt unklar, ob diese Keime auch andere Proteine binden kdnnten, obwohl sie
einige andere Speichelproteine erkennen, die bisher jedoch nicht naher identifiziert
wurden [Ruhl et al., 2004].
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1.5 Proteinadhasion auf Biomaterialien

Da die stabile mikrobielle Besiedlung von Oberflachen, wie oben diskutiert, oft von
Proteinen vermittelt wird, wurde parallel zur vorliegenden Arbeit die Adsorption an
unterschiedlichen medizinischen und zahnmedizinischen Biomaterialien untersucht.
Dabei wurden die Oberflachenparameter Benetzbarkeit mit Wasser und Rauhigkeit
(Topographie) der Materialien bertcksichtigt. Als MalR der Hydrophobizitat glatter
Oberflachen der Prufkdrper wurden Netzwinkel gegen Wasser bestimmt. Stark
hydrophob waren die Oberflachen von Polytetrafluorethylen, Silikon und Polyethylen
mit Netzwinkeln zwischen 118,5° und 110°; Polymethylmethacrylat, Filtek Siloran,
TetricEvoCeram, Titan und Cobalt-Chrom-Molybdan wurden wegen ihrer Netzwinkel
von 65° bis 72° als schwach hydrophob eingestuft und der Glasionomerzement
Ketac Molar mit einem Netzwinkel von 50,5° als hydrophiles Material [Carl, 2010].

Die stark hydrophoben Biomaterialien Polytetrafluorethylen und Polyethylen
adsorbierten 37- (0.185 pg/cm?) beziehungsweise 12,5- mal so viel Proteine aus dem
Speichel verglichen mit den Mengen an adsorbiertem HSA (humanes
Serumalbumin). Auf3erdem adsorbierten Polytetrafluorethylen und Polyethylen
deutlich weniger HSA als die weniger hydrophoben Biomaterialien
Polymethylmethacrylat, TetricEvoCeram, Titan, Cobalt-Chrom-Molybdén und Filtek
Siloran. Auch wurde bei den Werkstoffen Polymethylmethacrylat, Silikon, Ketac
Molar, Titan und Filtek Siloran eine deutlich hoéhere Speicheladsorption
nachgewiesen. Nur auf Cobalt-Chrom-Molybdéan konnte als einzigem der
Biomaterialien eine hohere Proteinadsorption von HSA als von Speichel
nachgewiesen werden [Carl, 2010].

Auf dieser Basis baut die vorliegende Arbeit auf. Eine ausflihrliche Diskussion der
Adhasion von Bakterien auf dentalen Werkstoffen darf hier nicht fehlen und wird im
Diskussionsteil (vgl. Kapitel 5.4) prasentiert.
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2. Fragestellung

In der Zahnmedizin sind restaurative Werkstoffe mit einer geringen Neigung zur
Adhasion von Bakterien und der Ausbildung eines Biofilms winschenswert. Damit
konnte das Risiko von Sekundarkaries oder Erkrankungen des Parodonts reduziert
werden. Auch in anderen Bereichen der Medizin, in denen Biomaterialien zur
Anwendung kommen, kann eine bakterielle Kontamination und Infektion die Funktion
des Biomaterials gefahrden und eine erhebliche Beeintrachtigung der Gesundheit
von Patienten bedeuten.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Adh&sion von S. gordonii DL1 auf medizinischen
und zahnmedizinischen Biomaterialien analysiert werden. Dazu wurden folgende

Teilprojekte bearbeitet:

1. Quantifizierung der Adhasion von S. gordonii DL1 auf Biomaterialien in

Phosphatpuffer oder nach Beschichtung mit humanem Speichel.

2. Relation der Menge adharenter Bakterien zur Hydrophilie der

Materialoberflachen mit und ohne Beschichtung mit Speichel.

Die Adhasion der Bakterien wurde auf Polytetrafluorethylen (PTFE), Polyethylen
(PE), Polymethylmethacrylat (PMMA), Silikon (Mucopren), einem dentalen Komposit
(TetricEvoCeram), Glasionomerzement (Ketac Molar), Titan (Ti6Al4V), Cobalt-

Chrom-Molybdén (Co28Cr6Mo) und einem Silorankomposit (Filtek Siloran) gepruift.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Materialien

Getestete Biomaterialien

e Silorankomposit: Filtek Siloran, Bestellnummer: 4772A3, LOT-Nummer:
20080916, 3M ESPE AG, Seefeld

e Komposit: TetricEvoCeram, LOT-Nummer: L53323, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Lichtenstein

e Glasionomerzement: Ketac Molar, Bestellnummer: 56420, LOT-Nummer:
339680, 3M ESPE AG, Seefeld

e PMMA: Palapress, Flussigkeit Bestellnummer: 64707784, LOT-Nummer:
021060, Pulver Bestellnummer: 64707798, LOT-Nummer: 022512, Heraeus
Kulzer GmbH, Hanau

e Silikon: Mucopren soft, Bestellnummer: 28105, LOT-Nummer: 80191,
Kettenbach GmbH & Co. KG, Eschenburg

e Co028Cr6Mo-Legierung: ISO-Nummer: 5832-12, Zimmer GmbH, Winterthur,

Schweiz

e Ti6Al4V-Legierung: 1SO-Nummer: 5832-3, Zimmer GmbH, Winterthur,
Schweiz

e Polyethylen: UHMWPE, ISO-Nummer: 5834-1/-2, Zimmer GmbH, Winterthur,
Schweiz

e Polytetrafluorethylen: Werkstatt Chemie, Universitat Regensburg

Geréte und Materialien im Labor

e Ausstrich Agar: Columbia Grund Agar, defibriniert, 8% Schafanteil, Merck,

Darmstadt

e Cellophan: Artikelnummer: 5050, Deti Qualitatsprodukte, Meckesheim
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Eppendorfzentrifuge 54115C, Eppendorf, Hamburg

Ersatz-O-Ringe: Bestellnummer: 10447902 , Schleicher und Schuell, Dassel
Falcon tubes: Falcon Nr.: 352070 und 352096, Falcon, Blue Max Centrifuge
tubes, BD Biosciences

Film-Entwicklungsautomat: Curix 60, Geratenummer: 38818, Agfa, Mortsel,
Belgien

Filmkassette: Hypercassette 8x10 inches, Bestellnummer: RPN 11649,
Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK

Filterpapier: Chromatographiepapier 58 x 68 cm, Bestellnummer: 9.028.313,
VWR International, West Chester, PE, USA

Fluoreszenzscanner: Typhoon 9400, GE Healthcare, Freiburg

Fotoschalen: Bestellnummer: 230570423, Burkle-LaboPlast, Bad Bellingen
Gel-Blotting-Paper GB 003: Bestellnummer: 10426896, Schleicher und
Schuell, Dassel

Ketac Molar-Aktivator und Ketac Molar-Aplicator: 3M ESPE, Seefeld
Membran-Vacuumpumpe: ME 4R, Vacuubrand, Wertheim

Minifold 1: Dot-Blot-System/Derlan-SRC 96, Bestellnummer: 10447910,
Schleicher und Schuell, Dassel

Netzwinkelmessgerat: P1 Goniometer, Erna Inc., Tokio, Japan
Nitrozellulose-Membran: Bestellnummer: 10402588, Schleicher und Schuell,
Dassel

Orbitalschittler: Edmund Bihler, Tubingen

Photometer: Ultrospec 3300 pro, UV/Visible Spectrophotometer, Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK

Polymerisationslampe: Dentsply Curing Light, Bestellnummer: 14754,
Modellnummer: 201 RE, Dentsply De Trey, Konstanz

Prazisionswaage: MC 210P, Sartorius, Gottingen

Rasterelektronenmikroskop: FEI Quanta 400F, Eindhoven, Holland
Rontgenfilme: Kodak BioMax Light-2, Bestellnummern: V1917012 und
V8689358, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK

Scanner: Image Scanner, Seriennr.: 01167296, Modell: Power Look 1120

USG, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK
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e Speichelfilter: Acrodisc 32 mm Syringe Filter, Porengréf3e: 1,2 pum, 0,45 um,
0,2 um Supor Membrane, Bestellnummern: 829001, 828301, 815501, Pall
Corporation, Life Sciences, Port Washington, NY, USA

e Ultraschall: Sonorex Super RK 102 P, Bandelin, Berlin

e Vortex-Vibrationsschiittler, VF2, Janke und Kunkel, Staufen

e Zellkulturplatten: 24-Wellplatten Bestellnummer: 662102, 96 Wellplatten

Bestellnummer: 439454, Greiner bio-one, cellstar, Frickenhausen

3.1.2 Mikroorganismen

In sdmtlichen Versuchen wurde der Keim Streptococcus gordonii DL1 verwendet.
Technische Daten:

Glycerinkultur S. gordonii: Streptococcus gordonii DL1 Biovar 2, Glycerin 87%, CAS-
Nr.: 56-81-S

3.1.3 Chemikalien

e Aceton: Bestellnummer: 1.00014.1011, Merck, Darmstadt

e Avidin D: gelagert bei 4°C, Bestellnummer: A-2000, Vector, Loerrach

e Biotin: Sulfo-NHS-LC-Biotin, gelagert bei —20° C, Bestellnummer: 21335,
Pierce, Rockford, IL, USA

e DMSO: A.C.S. spectrophotometric grade 99,9%, 100 ml, Bestellnummer:
154938, Sigma, St. Louis, Missouri, USA

e ECL: enhanced chemiluminescence, Bestellnummer: RPN2109, GE
Healthcare/ Western Blotting Analysis System, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK

e Ethanol: Bestellnummer: 8006, J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA

e HCI konzentriert: Bestellnummer: M317, Merck, Darmstadt

e Horseradish Peroxidase Avidin D: gelagert bei 4°C, Bestellnummer: A-2004,
Vector/Linaris, Loerrach

e Nahrmedium: 237500, Bacto Brain Heart Infusion, BD Biosciences

e NayB4O; x 10 H,O: Bestellnummer: M6308, Merck, Darmstadt
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e NaCl: Bestellnummer: M6404, Merck, Darmstadt

e NaHCOg3: Bestellnummer: 30532929216, Merck, Darmstadt

e NaH,PO,: Bestellnummer: M6346, Merck, Darmstadt

e NaH;PO,4 x 12 H,0: Bestellnummer: M6579, Merck, Darmstadt
e Toluol: Bestellnummer: 1.083251000, Merck, Darmstadt

e Tris: Bestellnummer: USB22643, USB, Cleveland, OH, USA

e Tween20: Bestellnummer: 170-6531, Bio-Rad Laboratories, Miinchen

3.1.4 L6ésungen

Nahrmedium

37 g Nahrmedium-Pulver in 1 Liter Aqua demin. ldsen

TRIS-HCI-Puffer[1M]
121,4 g TRIS in 800 ml Aqua demin. I6sen, mit HCI konz. (ca. 90 ml) auf pH 7,6

einstellen, Lésung mit Aqua demin. auf 1 Liter auffullen und autoklavieren

NaCl[5M]
292,2 g NaCl in 800 ml Aqua demin. l6sen, Losung mit Aqua demin. auf 1 Liter

auffillen und autoklavieren

TBS (Tris Buffered Saline)[50mM]
50 ml 1M TRIS-HCI (pH 7,6), 30 ml 5 M NacCl

Die Losung wird mit Aqua demin. auf 1 Liter aufgefullt

TBS-Tween(0,1%)(TBST)-Puffer
1 Liter TBS- Puffer [50mM] mit 1 ml Tween20 mischen

0,9 % Kochsalzlosung

9 g NaCl in 800 ml Aqua demin. l6sen, auf 1 Liter mit Aqua demin. auffullen und

autoklavieren
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PBS(Phosphate-buffered saline)-Puffer(10x)
85 g NaCl + 7,73 g NaH,PO,4 + 48,4 g NaH,PO4 x 12 H,0; in 800 ml Aqua demin.

l6sen; Losung auf 1 Liter auffillen und autoklavieren

PBS(Phosphate-buffered saline)-Puffer(1x)
100 ml PBS(10x) + 900 ml Aqua demin.

Film-Entwicklerlésung
Agfa (Mortsel, Belgien), Developer G153 A und Developer G153 B,
Zusammensetzung: 1,25 Liter Aqua demin. + 1 Liter G153 A + 0,25 Liter G153 B

Film-Fixiererlésung
Agfa (Mortsel, Belgien), Name: Rapid Fixer G354, Zusammensetzung: 2 Liter Aqua
demin. + 0,5 Liter G354

3.1.5 Materialienbeschreibung

3.1.5.1 Komposit (TetricEvoCeram)

Dentale Komposite sind zahnfarbene, plastische Fullungswerkstoffe. Diese
Werkstoffe werden nach dem Einbringen in eine Kavitdt chemisch oder durch
Energiezufuhr ausgehartet.

Die Hauptbestandteile der Komposite sind die organische Matrix, die disperse Phase
(Fuller) und die Verbundphase (Silane, Kopolymere) [Craig et al., 2006; Hellwig et al.,
2006].

Die organische Matrix besteht aus der Monomerklasse der mehrfunktionellen
Methacrylate (z.B. Bis-GMA, UDMA und TEGDMA), welche vor allem fur die
chemischen Eigenschaften wie Wasseraufnahme, Schrumpfung, Polymerisations-
grad und Viskositat verantwortlich ist und den Initiatoren, die durch Aktivierung in
Radikale zerfallen, dadurch Polymerketten bilden und somit fur die vollstadndige
Aushartung entscheidend sind. Weiterhin enthalt die Matrix Stabilisatoren, die eine

vorzeitige Polymerisation verhindern, sowie Pigmente und andere Additiva wie
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Weichmacher, Lichtschutzmittel und optische Aufheller [O’Brien, 2002; Hellwig et al.,
2006].

Zur Verbesserung der physikalischen und mechanischen Eigenschaften der Matrix
werden ihr anorganische Fillstoffe unterschiedlicher GroRe (Makro-, Mikro- und
Nanoftller) zugesetzt, welche hauptsachlich aus fein gemahlenem Quarz, Borosilikat,
Lithium-Aluminium-Silikat-Glasern und aus hochdispersem, amorphem Siliziumdioxid
bestehen [O’'Brien, 2002; Schmalz, 2005; Hahnel et al., 2010]. Dadurch wird die
Druck- und Biegefestigkeit, die Harte, der E-Modul (Elastizititsmodul) und die
Bestandigkeit des Materials verbessert [O’'Brien, 2002; Craig et al., 2006]. Durch die
Verwendung von trifunktionellen Alkoxysilanen wird der Verbund zwischen Fullstoff
und organischer Matrix erreicht. Dabei stellen die Si-OH-Gruppen die Verbindung zur
Fullstoffoberflache her und die ungeséttigten Vinyl- oder Methacryl-Gruppen
polymerisieren mit den Monomeren [Schmalz, 2005].

Das in der vorliegenden Arbeit geprifte Komposit TetricEvoCeram (lvoclar Vivadent)
ist ein Nanoflllerkomposit mit einer mittleren PartikelgréRe von 550nm [lvoclar
Vivadent, 2006].

Es besteht zu 82-83 Gewichtsprozent aus Fullkdrpern wie Bariumglasfuller und
Ytterbiumtrifluorid sowie zu 17-18 Gewichtsprozent aus BisGMA, UDMA und
ethoxiliertem Bis-EMA. Darlber hinaus sind Additive, Katalysatoren, Stabilisatoren

und weniger als 0,1 Gewichtsprozent Pigmente enthalten [lvoclar Vivadent, 2006].

3.1.5.2 Silorankomposit (Filtek Siloran)

Silorane, die aus der Verbindung von Siloxan und Oxiranen entstehen, bilden als
ringdffnende organische Molekile die organische Matrix einer neuen Klasse von
Kompositen. Der Unterschied zu konventionellen Kompositen auf Methacrylatbasis
liegt in der Verwendung der Siloranmonomere und der damit verbundenen
geringeren Polymerisationsschrumpfung [Weinmann et al., 2005].

In dem Bemihen, die Polymerisationsschrumpfung bei Kompositen zu verringern,
versuchte man zunachst durch Erhéhung des Fullstoffanteils eine Verringerung der
Schrumpfung des gesamten Werkstoffes zu erzielen, wodurch jedoch nur kleine
Verbesserungen erzielt werden konnten [Guggenberger et al., 2007]. Doch dann

erkannte man das Problem in der linearen Struktur der Kompositmonomere der
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Harzmatrix, welche wahrend der Polymerisation schrumpft [3M ESPE, 2006].
Komposite auf der Basis von Siloranen haben mit 0,94 Volumenprozent (bonded disk
method) und 0,99 Volumenprozent (Archimedes method) eine deutlich geringere
Volumenschrumpfung im Vergleich zu den Kompositen auf Methacrylatbasis
[Weinmann et al., 2005]. Silorane besitzen auch noch weitere mechanische und
physikalische Vorteile wie eine geringere Wasseraufnahme und -léslichkeit, gute
Biokompatibilitdt und geringe mutagene Eigenschaften sowie einen vergleichbaren
E-Modul und auch ahnliche Biegefestigkeit [Palin et al., 2005; llie et al., 2006; Eick et
al., 2007].

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Filtek Siloran (3M ESPE) enthalt zu 76
Gewichtsprozent anorganische Fullstoffe mit einer PartikelgroRe zwischen 0,1 und
2 pm und wird wie alle dentalen Komposite mit einem speziellen Primer/Bonding-
System an der Zahnhartsubstanz befestigt [3M ESPE, 2006].

3.1.5.3 Glasionomerzemente (Ketac Molar)

Glasionomerzemente (Polyalkenoatzemente, GIZ) werden heute nicht nur als
Fullungsmaterialien verwendet, sondern eignen sich auch als Unterfullungs- und
Aufbauwerkstoff, sowie zur Wurzelkanalfillung und zur Befestigung von Kronen und
Brucken. Zusatzlich finden sie gelegentlich Anwendung als Fissurenversiegler
[Schmalz, 2005].

Glasionomerzemente bestehen aus den Komponenten Pulver und Flissigkeit,
welche durch Saure-Basen-Reaktion ausharten [Craig et al., 2006].

Bei den konventionellen Glasionomerzementen enthalt der Pulveranteil Kalzium-
Aluminium-Silikat-Glas mit eingesprengten kalziumfluoridreichen kristallisierten
Tropfchen. Der Flussigkeitsanteil besteht dagegen aus Polyacrylsauren und
entmineralisiertem Wasser.

Die Abbindereaktion der GIZ ist eine S&ure-Basen-Reaktion und verlauft in drei
Schritten. Zunachst werden durch die Saure aus dem Silikatglas Kalzium- und spéater
Aluminiumionen herausgelost. Das nun entstandene Kalziumpolykarboxylatgel ist
extrem empfindlich gegeniuber Feuchtigkeit und Austrocknung. Deshalb muss auch
spater bei der Verarbeitung durch Bonding oder Matrizen ein Schutz erfolgen. Durch

die erst nach Stunden einsetzende Einlagerung von Aluminiumionen in die Matrix
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entsteht ein wasserunlésliches Kalzium-Aluminium-Karboxylat-Gel. Die endgdiltige
Stabilisierung erfolgt Uber einen langeren Zeitraum durch die Einlagerung von
Wasser [Nicholson, 1998; Hellwig et al., 2006].

Kunststoffmodifizierte GIZ (Hybridionomere) enthalten neben dem beschriebenen
Pulver/Flussigkeitsgemisch zusatzliche Bestandteile, beispielsweise hydrophile
Monomere (HEMA), Bis-GMA, Fotoakzeleratoren oder zusatzliche Methacrylat-
gruppen an den Polyacrylsauremolekilen. Dadurch muss bei der Abbindung neben
der Saure-Basen-Reaktion auch noch mittels lichtgesteuerter Polymerisation gehartet
werden. Glasionomerzemente konnen sowohl ionische als auch kovalente
Bindungen an Zahnhartsubstanzen bilden [Guggenberger et al., 1998; Smith, 1998;
Hellwig et al., 2006].

Indikationsgebiet fur GIZ st die reine zement- bzw. dentinbegrenzte
Wourzeloberflachenkaries, aber auch Klasse-V-Kavitaten, deren zervikale Begrenzung
im Wurzelzement bzw. Wurzeldentin endet. Aufgrund ihrer Fluoridabgabe werden
Glasionomerzemente hauptsachlich praventiv in der Zahnerhaltung eingesetzt, also
im kariesaktiven Gebiss und in der Kinderzahnheilkunde. Auf diese Weise kann die
Entstehung und die Progredienz von Sekundarkaries reduziert werden [Forsten,
1998; Hellwig et al., 2006; Burgers et al., 2009].

3.1.5.4 Polymethylmethacrylat (PMMA)

Die in der Zahnheilkunde ublicherweise verwendeten Acrylate sind Uberwiegend
Polymerisate von Abkémmlingen der Methacrylsaure. Das Polymethylmethacrylat
(Polymethylmethacrylsauremethylester, PMMA) wird in der Zahnheilkunde
hauptséachlich zur Herstellung von Prothesen und kieferorthopadischen Apparaturen,
aber auch als Beschichtungsmaterial fir Gipsmodelle verwendet [Eichner et al.,
2000]. In der Medizin wird es unter anderem als Knochenzement fiir orthopadische
Implantate eingesetzt und ist des weiteren aufgrund seiner hohen Stabilitat und
Lichtdurchlassigkeit ein geeignetes Material fur intraoculare Linsen [Gottenbos et al.,
2002]. Als Grundbaustein dieses Methacrylkunststoffes gilt der bei Raumtemperatur
farblose Methylester der Methacrylsdure (MMA), welcher aufgrund seiner kurzen
Kette mit 100,3°C einen relativ niedrigen Siedepunkt besitzt [Eichner et al., 2000].
Die Dichte betragt 0,935 g/cm?3 und die Polymerisationsschrumpfung beim Ubergang
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von MMA zu PMMA etwa 25 Volumenprozent [Eichner et al., 2000]. Der Ubergang
der einzelnen Bestandteile zum festen Kunststoff wird als Polyreaktion bezeichnet
[Ludwig et al., 2005]. Wahrend der Polymerisation vereinigen sich ungesattigte
Verbindungen (C=C Bindungen) unter Ausbildung von Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Einzelbindungen (C-C Bindung) zu kettenférmigen Makromolektlen [O’Brien, 2002;
Craig et al., 2006]. Eine Polymerisationsreaktion verlauft immer nach dem folgenden
Reaktionsschema. Auf die Radikalbildung folgt der Start der Kettenbildung, danach
wachst die Kette zu Polymeren und schlie3lich erfolgt ein Kettenabbruch. Radikale
entstehen, indem einem Initiatormolekll Energie zugefuhrt wird. Dies kann
beispielsweise durch Warme, UV-Licht oder auch chemische Substanzen (Peroxide)
erfolgen. Die Eigenschaften eines so gebildeten Kunststoffes hdngen ab von Art und
Verknupfung der Monomere, sowie von der rdumlichen Anordnung der gebildeten
Makromolekile und deren Wechselwirkungen [Eichner et al., 1996].

3.1.5.5 Silikon (Mucopren)

Bei den Silikon-Abformmassen wird zwischen kondensationsvernetzenden (,K- oder
C-Silikon*) und additionsvernetzenden (,A-Silikon“) Silikonen unterschieden. Diese
Zwei-Komponenten-Materialien bestehen entweder aus einer ,Paste-Paste“- oder
einer ,Paste-Flissigkeit*-Mischung [Eichner et al., 2000].

Die Basispaste der K-Silikone besteht hauptsachlich aus Polydimethylsiloxanen (mit
endstandigen Hydroxylgruppen), Orthoalkysilicaten zur Vernetzung und anor-
ganischen Fullern. Eine Paste enthalt Ublicherweise 30-40% Fuller, wahrend man in
sehr hoch viskbésen Formen bis zu 75% Fiiller findet [O’Brien, 2002].

Der Reaktor enthélt als Katalysator Zinnoctat oder Dibutylzinndilaurat. Weiterhin sind
Losungsmittel und Farbstoffe sowie bei Pasten noch zuséatzlich Eindickmittel
zugesetzt [O’Brien, 2002]. Mischt man die beiden Komponenten, kommt es zu einer
Polykondensation, wobei Alkohol entsteht [Eichner et al.,, 2000]. Wahrend der
Aufbewahrung des Abdrucks verdunstet der Alkohol und das Material kontrahiert und
schrumpft. So kann ein K-Silikon wahrend der Lagerung von 24 Stunden um 0,2-
1,2% schrumpfen [Eichner et al., 2000].

Die Basispaste der A-Silikone enthélt ebenfalls Polysiloxane, jedoch mit

endstandigen Vinylgruppen, Hexachlorplatinsaure als Katalysator sowie Full- und
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Farbstoffe. Die Reaktorpaste besteht neben Organohydrogensiloxanen auch aus
Full- und Farbstoffen [Eichner et al.,, 2000]. Nach dem Mischen reagieren die
Vinylgruppen mit den Organohydrogensiloxanen durch Umlagerung der Bindung zu
Polymeren. A-Silikone schrumpfen weniger als K-Silikone (< 0,1 nach 24 Stunden)
und sind daher lagerstabiler und dimensionstreuer [Eichner et al., 2000].

Die Fullstoffmenge der Basispaste bewirkt die Konsistenz dieser irreversibel—
elastischen Abformmaterialien [O'Brien, 2002].

Silikone werden vor allem fir die Hautpflege und in der plastischen Chirurgie
verwendet, unter anderem auch fur kunstliche Herzklappen und Herzschrittmacher
[Ratner et al., 2004]. In der Zahnmedizin sind A- und K-Silikone fur die exakte
Abformung der Zahne zur Herstellung von Meister- und Prézisionsmodellen wichtig
[O’Brien, 2002].

3.1.5.6 Cobalt-Chrom-Molybdéan (Co28Cr6Mo)

CoCrMo-Legierungen finden in der Zahnheilkunde vor allem aufgrund ihres hohen E-
Moduls ihre Anwendung, hauptsachlich innerhalb der Modellgussprothetik fir die
Herstellung von Einstlickgussprothesen. In der Humanmedizin werden sie dagegen
schon seit Jahrzehnten vor allem in der Unfallchirurgie und als Implantatwerkstoff,
etwa in der Orthopéadie, verwendet [Hildebrand et al., 1989; Eichner et al., 2000;
Ratner et al., 2004; Marxkors et al., 2005; Reclaru et al., 2005].

Durch die Eigenschaften der verschiedenen Legierungsbestandteile wird die
Herstellung eines Werkstoffes mit groRer Harte und Zugfestigkeit und vor allem
Korrosionsbestandigkeit ermoglicht. Kobalt ist die Basis der Legierung und pragt
daher ihre mechanischen Eigenschaften und tragt auch durch Oxidbildung zur
Passivierung bei [Eichner et al., 2000]. Durch die Ausbildung von Oxiden ist Chrom
der wesentliche Bestandteil zur Verbesserung der Korrosionsbestandigkeit. Zur
Sicherung der guten Biokompatibilitat und Bestandigkeit in der Mundhohle muss der
Chromanteil in den Kobaltlegierungen daher mindestens 25 Massenprozent betragen
[Eichner et al., 2000]. Nach der Erstarrung bilden Kobalt und Chrom bei hohen
Temperaturen einen homogenen Mischkristall. Durch Zusatz von Molybdan wird das
Geflige stabilisiert, die Korrosionsbestandigkeit ebenfalls verbessert und eine

Kontrolle des thermischen Ausdehnungskoeffizienten erzielt. Weitere Zusatze wie
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Silizium und Kohlenstoff verbessern die FlieReigenschaften, steigern die Harte und
erhdhen den Schmelzpunkt [Eichner et al., 2000].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Co28Cr6Mo-Legierung (Zimmer GmbH)
mit einem Kohlenstoffgehalt von 0,2 Prozent wird besonders haufig als hoch
beanspruchtes Verbindungselement in modularen Huftprothesen verwendet. Sowohl
im kalt- als auch im warmverformten Zustand weist es hohe Festigkeitswerte auf und
besitzt einen hohen VerschleiRwiderstand [Sulzer Medica/ Zimmer GmbH, 2001].

3.1.5.7 Titan (Ti6AI4V)

Der Werkstoff Titan hat sich in der Medizintechnik bewahrt, wie etwa in der
Osteosynthese oder als enossales Implantat [Cai et al., 2003]. Dariber hinaus wird
Titan auch in der Prothetik mittels spezieller Verarbeitungstechnologien (CAD/CAM,
Giel3en, Schweil3en oder Verblendkeramiken) eingesetzt. Durch die Ausbildung einer
Oxidschicht (TiO,) ist Titan gegen Zersetzung durch S&uren weitgehend geschutzt,
dadurch korrosionsbestandig und daher auch biokompatibel [Nanci et al., 1998; do
Serro et al., 1999; Eichner et al., 2000].

Die Gewinnung von Titan basiert auf der Reduktion von Titantetrachlorid mit
flissigem Magnesium und der anschlieBenden Umschmelzung im Vakuum-
lichtbogenofen. Schlief3lich werden durch Kaltbereitung Drahte hergestellt [Eichner et
al., 2000].

Die mechanischen Eigenschaften des Titans werden durch Legierungszusatze
unterschiedlicher Konzentration bestimmt. So verbessern beispielsweise gering-
fugige Zusatze von Aluminium, Vanadium, Mangan, Molybdéan, Palladium und Zinn
die mechanischen Eigenschaften und die Korrosionsbestandigkeit deutlich. Durch
Zugabe von Sauerstoff nimmt die Harte und Bruchfestigkeit zu, wahrend die
Bruchdehnung und die Schlagzahigkeit abnehmen [Nanci et al., 1998; Eichner et al.,
2000]. Der E-Modul von Titan liegt im Bereich von Edelmetalllegierungen, ist jedoch
nur halb so hoch wie der fir CoCr-Legierungen und begrenzt somit die
Einsatzfahigkeit von Titan fur den zahnéarztlichen Modellguss [Nanci et al.,, 1998;
Eichner et al., 2000].

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Ti6AI4V wird typischerweise als

Osseosyntheseimplantatmaterial oder als Verankerungskomponente von Prothesen
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benutzt. Es weist hohe mechanische Festigkeitswerte auf und ermdglicht die
Osseointegration durch direktes Anwachsen des Knochens auf der aufgerauten
Oberflache [Sulzer Medica/ Zimmer GmbH, 2001].

3.1.5.8 Polytetrafluorethylen

Polytetrafluorethylen (PTFE) ist ein lineares, teilkristallines Polymer aus Kohlenstoff
und Fluor und gehoért zur Klasse der Polyhalogenolefine. PTFE ist ein Thermoplast,
also ein hochmolekulares Fadenmolekll (Primarstruktur), welches weitgehend aus
unvernetzten Monomeren aufgebaut und in Knaueln (Sekundarstruktur) angeordnet
ist. Diese besitzen keinen Schmelzpunkt, sondern ein Schmelzintervall, oberhalb des
Intervalls erfolgt die Zersetzung, unterhalb sind die Thermoplaste sproéde und hart
[Eichner et al., 2000].

PTFE ist sehr reaktionstrage und widersteht selbst aggressiven Sauren. Der Grund
dafr sind die besonders starken Bindungen zwischen den Kohlenstoff- und
Fluoratomen. Wegen seiner extrem niedrigen Oberflichenspannung existieren
nahezu keine Materialien oder Substanzen, die an Polytetrafluorethylen haften. Das
extrem hydrophobe PTFE besitzt eine hohe Schmelztemperatur von 327°C [Ratner
et al.,, 2004]. In der Medizin wird PTFE fur Implantate verwendet wie etwa
Gefal3prothesen, arterielle Shunts, intravasculare Gerate oder auch abdominelle
Prothesen [Gottenbos et al., 2002]. Dafir sprechen vor allem die lange Lebensdauer
und die gute Vertraglichkeit. AuRerdem wird die Entstehung von Blutgerinnseln
verringert [Ratner et al., 2004]. Daruber hinaus ist PTFE auch in zahnmedizinischen
Hygieneartikeln, beispielsweise Zahnseide, enthalten. Im taglichen Leben wird PTFE
unter der Bezeichnung ,Teflon* als universelles Beschichtungsmaterial verwendet
[Ludwig et al., 2005].

3.1.5.9 Polyethylen

Das in der vorliegenden Arbeit getestete Polyethylen (PE) besteht nach
Herstellerangaben aus Kalziumstearat-freiem, unter Kompression geformtem und

maschinell gefertigtem UHMWPE (ultra high molecular weight polyethylene). Dieses
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medizinische Material wird seit mehreren Jahren erfolgreich als artikulierender
Oberflachenbestandteil von Gelenkprothesen eingesetzt. [Sulzer Medica/ Zimmer
GmbH]. Polyethylen kommt in vier verschiedenen Dichten, als low density
polyethylene (LDPE), als high density polyethylene (HDPE), als medium density
polyethylene (MDPE) und als linear low density polyethylene (LLDPE) vor. Auf3erdem
sind high density high molecular weight polyethylene (PE-HD-HMW) und high density
ultra high molecular weight polyethylene (PE-HD-UHMW) verfugbar. Mit
zunehmender Dichte steigt die Harte des Polyethylen und die Durchlassigkeit fur
Gase oder Flussigkeiten sinkt [Ludwig et al., 2005]. Im medizinischen Bereich wird
Polyethylen unter anderem zur Herstellung von Implantaten verwendet wie
beispielsweise Ruckenmarksflissigkeitsshunts oder orthopédische Prothesen
[Gottenbos et al., 2003]. Im zahnmedizinischen Bereich wird PE nur als

Verpackungsmaterial verwendet [Ludwig et al., 2005].

3.2. Methoden

3.2.1 Herstellung der Prufkorper

Glasobjekttrager wurden vorab mit 70%igem Ethanol gereinigt, mit Aqua demin.
gespult und anschlielBend an der Luft getrocknet. Fur die Herstellung der Prufkorper
selbst wurde neben Handschuhen und Instrumenten (Spatel, etc.) eine trockene,

saubere und mit Tuchern abgedeckte Oberflache bendtigt.

3.2.1.1 Komposit (TetricEvoCeram)

Zunachst wurde in der Mitte des Glasobjekttragers ein Teflonring mit einem inneren
Durchmesser von 11,3 mm, einer Wandstarke von 2 mm und einer Hohe von 2 mm
platziert und anschlielend mit TetricEvoCeram aus der 3g TEC-Spritze beflllt. Dazu
wurde mit einem sauberen Skalpell ein etwa 8 mm langes Stiick abgeschnitten und
dieses mittels Spatel und Planstopfer flachgedriickt. Materialiberschiisse wurden
entfernt. Nun wurde ein zweiter Objekttrager auf den Teflonring gelegt und mit dem

Daumen fest gegen diesen gedriickt. Dadurch wurde die Masse besser verteilt und
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man erzielte eine glatte Priufkérperoberflache. Die Aushartung des Materials erfolgte
mit der Polymerisationslampe durch die Objekttrager hindurch in einem Abstand von
etwa 5 cm. Dabei wurde der Prifkorper in der 12-, 16- und 20- Uhr- Position jeweils
fur 20 Sekunden gehartet. Genau so wurde anschlieBend die Rickseite
polymerisiert. Nach der Polymerisation und der Entfernung der Objekttrager wurden
die Prufkorper aus dem Teflonring genommen.

Schlie8lich wurde der Prufkorper fir 7 Tage in einer 24-Wellplatte bei einer
Temperatur von 25 °C in 2 ml Aqua demin. gelagert, um den Restmonomergehalt zu

reduzieren.

3.2.1.2 Silorankomposit (Filtek Siloran)

In der Mitte eines Glasobjekttragers wurde ein Teflonring platziert und mit
Silorankomposit aus der 3g Filtek Siloran Spritze befillt. Dazu wurde mit einem
sauberen Skalpell ein etwa 8 mm langes Stick abgeschnitten und mit einem Spatel
und Planstopfer flachgedriickt. Materialliberschiisse wurden entfernt. Ein zweiter
Objekttrager wurde auf den Teflonring gelegt und mit dem Daumen fest gedrickt.
Dadurch wurde die Masse besser verteilt und eine glatte Oberflache des Prufkdrpers
konnte erreicht werden. Die Aushartung erfolgte mit der Polymerisationslampe durch
die Objekttrager hindurch in einem Abstand von 5 cm. Dabei wurde der Prufkorper in
der 12-, 16- und 20- Uhr- Position jeweils fuir 20 Sekunden gehéartet. Genau so wurde
anschlieBend die Rickseite polymerisiert. Nach der Polymerisation wurden die
Objekttrager entfernt und der Prifkérper wurde aus dem Teflonring genommen.

Schlie3lich wurde der Prufkdrper fur 7 Tage in einer 24-Wellplatte bei einer
Temperatur von 25 °C in 2 ml Aqua demin. gelagert, um den Restmonomergehalt zu

reduzieren.

3.2.1.3 Glasionomerzemente (Ketac Molar)

Es wurde wieder ein Teflonring in der Mitte des Glasobjekttragers platziert. Ketac
Molar muss, bevor es verwendet werden kann, gebrauchsfertig gemacht werden.

Hierzu wurde als erstes das Ketac-Aplicap (Ketac-Mischkapsel) mit einem speziellen
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Aktivator (3M ESPE) aktiviert, wobei dieser fir 2 Sekunden nach unten gedriickt
wurde. AnschlieBend wurde das Ketac-Aplicap fur 10 Sekunden mit dem Vivadent
Silamat geschuttelt und konnte schlussendlich mit dem Ketac Aplicator in den
Teflonring gebracht werden. Bendtigt wurden dabei jeweils 2 Ketac-Mischkapseln pro
Teflonring, deshalb musste darauf geachtet werden, dass diese gleichzeitig
angemischt werden. Beim Applizieren wurde versucht, mit der Aplicap-Spitze im
Material zu bleiben, um Lufteinschlisse in den Prifkérpern zu vermeiden.

Auch das zweite Ketac-Aplicap wurde auf dieselbe Weise ,angemischt* und in den
Teflonring eingebracht. Dabei wurde die Ketac-Prifkorper-Oberflache mit einem
Spatel geglattet. Nun wurde auch hier ein zweiter Objekttrager auf den Teflonring
gelegt und fur 30 Sekunden angedrickt. Der Prufkorper wurde anschliel3end
zwischen den beiden Objekttragern fur 7 Minuten gehéartet. Danach wurden die
Objekttrager entfernt, und der Prufkdrper wurde vorsichtig aus dem Teflonring
genommen. Zuletzt wurde der Ketac-Molar-Prufkorper fir 24 Stunden bei einer
Temperatur von 25 °C in einer feuchten Kammer gelagert. Als Kammer fungierte ein
Kunststoffbehalter mit einem feuchten Tuch auf dessen Boden. Auf diesem Tuch
befand sich ein kleines Eisengitter, welches den direkten Kontakt der Prufkdrper mit
dem feuchten Tuch verhinderte.

Diese feuchte Kammer wurde wegen des Abbindeverhaltens konventioneller
Glasionomerzemente verwendet. Wie Dbereits beschrieben, ist das Kalzium-
polykarboxylatgel extrem empfindlich gegentber Feuchtigkeit und Austrocknung. Die
erst nach Stunden einsetzende Einlagerung von Aluminiumionen in die Matrix lief3
ein wasserunlésliches Kalzium-Aluminium-Karboxylat-Gel entstehen. Die endgtiltige
Stabilisierung erfolgte Uber einen langeren Zeitraum durch die Einlagerung von
Wasser, die durch die feuchte Kammer erreicht wurde.

3.2.1.4 Polymethylmethacrylat (PMMA)

Der Prothesenkunststoff PMMA war zundchst ein Pulver-Flussigkeits-Gemisch.
Dabei sollten Polymer (Pulver) und Monomer (Flussigkeit) im Verhaltnis 3:1 gemischt
werden. In einem geeigneten Gummibecher wurden mit einem Spatel 7 mi
Flussigkeit mit so viel Pulver vermischt, dass sich eine klare, dinnflissige Masse

ergab. Mehrere Glasobjekttrager mit Teflonring wurden vorbereitet und mit einem
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kleinen Loffel der angemischte Kunststoff in die Teflonringe eingefillt. Die Prifkérper
wurden anschlieBend in einen 55°C heiRen Drucktopf gelegt und bei einem Druck
von 2,5 bar fur 15 Minuten polymerisiert. Wegen der guten Flie3fahigkeit des PMMA
war ein zweiter Objekttrager nicht notig, da dadurch Lufteinschlisse vermieden
wurden und eine glatte Oberflache ermdglicht wurde.

Nun wurden die Objekttrager wieder entfernt und die Prifkérper vorsichtig aus dem
Teflonring genommen. Die Prufkdrper wurden dann fur 24 Stunden in einer 24-
Wellplatte bei einer Temperatur von 25°C in je 2 ml Aqua demin. gelagert, um den

Restmonomergehalt zu reduzieren.

3.2.1.5 Silikon (Mucopren)

In der Mitte eines Glasobjekttragers wurde ein Teflonring platziert und mit Silikon
(Mucopren soft) befullt. Dazu wurde mit einer Mischpistole das Silikon in den
Teflonring eingebracht. Das Silikon Mucopren soft lag als Basis- und
Katalysatorpaste in speziellen Kartuschen vor und wurde durch die Verwendung
einer Mischpistole vermischt. Aufgrund seiner flieRfahigen Konsistenz liel3 es sich gut
und gleichmafig im Ring verteilen. Um Lufteinschlisse zu verhindern, sollte wie mit
Ketac Molar auch mit Mucopren soft die Spitze der Mischkanulle beim Applizieren
maoglichst im Material verbleiben. Ein zweiter Objekttrager wurde auch hier nicht
bendtigt.

Der Prifkérper war aufgrund seiner plastischen Stabilitat unbegrenzt haltbar und

musste nicht speziell gelagert werden.

3.2.1.6 Cobalt-Chrom-Molybdan (Co28Cr6Mo) / Titan (Ti6Al4V)

Prufkorper der Metalle Titan und Cobalt-Chrom-Molybdan wurden von der Firma
Zimmer GmbH (Winterthur, Schweiz) hergestellt. Zunachst wurden von den
unterschiedlichen Materialien Stangen mit 11,3 mm Durchmesser gefertigt und

anschlieBend von diesen 1,5 mm - 2 mm dicke Prufkorperscheiben abgeschnitten.
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3.2.1.7 Polytetrafluorethylen (PTFE)

Prufkorper aus Polytetrafluorethylen (PTFE) wurden von der Werkstatt Chemie der
Universitdt Regensburg hergestellt. Das PTFE wurde zunadchst in Stangen mit
11,3 mm Durchmesser gefertigt und von diesen Stangen wurden dann mittels einer

Spitze kleine Scheibchen mit 1,5 mm - 2 mm Dicke heruntergedreht.

3.2.1.8 Polyethylen (PE)

Prufkorper aus Polyethylen (PE) wurden wieder von der Firma Zimmer GmbH
(Winterthur, Schweiz) hergestellt. Auch hier wurden zunachst PE-Stangen mit
11,3 mm Durchmesser gefertigt und von diesen Stangen wurden dann ebenfalls

1,5 mm - 2 mm dicke Prufkorperscheibchen heruntergeschnitten.

3.2.2 Eigenfluoreszenz von Werkstoffoberflachen

In der vorliegenden Arbeit sollte als Nachweis der Adhasion von S. gordonii auf den
sehr kleinen Oberflachen der verschiedenen Werkstoffe Fluoreszenzfarbung der
Bakterien versucht werden. Dazu sollte zunéchst die Eigenfluoreszenz von
Prufkorpern der Werkstoffe getestet werden. Fur die Werkstoffe Ketac Molar und
Filtek Siloran Silorankomposit wurde jedoch eine sehr hohe Eigenfluoreszenz
ermittelt (Abb. 1). Damit war eine Quantifizierung adharenter und
fluoreszenzgefarbter Bakterien auf diesen Oberflachen nicht mdglich. Alternativ dazu

wurde die Nachweismethode mittels ECL (enhanced chemiluminescence) gewahlt.
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Abbildung 1: Eigenfluoreszenz von Prufkérpern der verschiedenen Werkstoffe. Die extreme
Schwérzung der Prifkérper der Werkstoffe Ketac Molar und Siloran (Filtek Siloran, Komposit) zeigt

ihre starke Eigenfluoreszenz.

3.2.3 Nachweisreaktion von Bakterien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode zum Nachweis von Bakterien
mittels Biotin/Avidin wurde von Mduller und Ruhl entwickelt [Miller et al., 2007]. Sie
dient dem quantitativen Nachweis von Bakterien auf sehr kleinen Oberflachen. Damit
kann die Adhasion weniger Bakterien direkt auf kleinen Oberflachen quantifiziert
werden.

Wie in Abbildung 2 schematisch dargestellt, bindet das Sulfo-NHS-Biotin unter
Spaltung einer Esterbindung kovalent an eine freie Aminogruppe auf der Oberflache
eines Bakteriums. Avidin D/ Avidin-D-HRP (horseradish peroxidase) erkennt
seinerseits das Biotin und bindet an dieses. Die Meerrettichperoxidase (HRP) oxidiert
dann den Farbstoff Luminol, ein Bestandteil des ECL, der dann blaues Licht emittiert

(Chemiluminiszenz). Durch Belichtung eines Rontgenfilms wird die Adh&sion von
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Bakterien auf Prufkdrpern in ein sichtbares und tber eine Eichkurve quantifizierbares
Ergebnis Gberfuhrt [Ruhl et al., 2006; Muller et al., 2007].
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Abbildung 2: Veranschaulichung der Biotin-Avidin-Reaktion; modifiziert nach Ruhl et al., 2006

3.2.4 Speichel

Der in den Versuchen verwendete humane Speichel wird hauptséachlich von den drei
grol3en paarig angelegten Speicheldrisen (glandula parotis, glandula sublingualis,
glandula submandibularis) gebildet [Kielbassa, 2006; Walz et al., 2006].

Die Speichelproduktion der Probanden (24 Jahre/mannlich und 29 Jahre/mannlich)
wurde mithilfe von Paraffin Pellets von Ivoclar angeregt. Der Speichel wurde mit
einem Glasfaserfilter vorfiltriert, bis auf eine Porengré3e von 0,2 um mit einem
Speichelfilter (Pall Acrodisc 32 mm Syringe Filter, PALL Life Sciences, Porengrof3e:
1,2 um, 0,45 um, 0,2 um Supor Membrane) steril filtriert und schlief3lich bei —20°C in
Falcon-Rohrchen tiefgefroren (Bestimmung der Konzentration des Speichelpools:
0,609 mg/ml).
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3.2.5 Herstellung von Glycerinkulturen mit S. gordonii

Samtliche Experimente zur Adhéasion von S. gordonii auf Werkstoffen sollten mit
einer identischen Bakterienpopulation durchgefihrt werden. Dazu wurden
Gefrierkulturen in ausreichender Zahl angelegt. Zunachst wurde eine 500 ul
Glycerinkultur von S. gordonii DL1 in 40 ml N&ahrmedium (50 ml Falcon-Rdhrchen)
unter sterilen Bedingungen in der Werkbank pipettiert. Das Réhrchen wurde dann bei
37°C im Brutschrank tber Nacht inkubiert.

Danach wurde bei 3700 U/min (Umdrehungen pro Minute) flr 7 Minuten zentrifugiert
und das Zellpellet in 10 ml frischem Medium resuspendiert. Anschliel3end wurden
unter sterilen Bedingungen in der Werkbank 10 ml Glycerin mit 87% Glyceringehalt
hinzugeflgt, gemischt und schlie3lich je 500 ul Gefrierkulturen angelegt. Diese
wurden bei —20°C im Labor bis zur weiteren Verwendung in den Experimenten
gelagert.

Dariiber hinaus wurde ein 3-Osenausstrich auf einem Frischblut-Agar angelegt und
dieser bei 37°C im Brutschrank bis zum nachsten Tag aufbewahrt. Dadurch wurde

die Reinkultur des Bakterienstamms kontrolliert.

3.2.6 Keimzahlbestimmun von S. gordonii

Fur die Analyse der Adhasion von Bakterien auf den Oberflachen der verschiedenen
Werkstoffe war aufgrund friherer Experimente als Ausgangssuspension eine
Bakterienkonzentration von 1,0x10° KBE (Kolonien bildende Einheiten) pro ml
wunschenswert (Prof. Schweikl, personliche Mitteilung). Aus praktischen Grinden
sollte diese Konzentration fur jedes Experiment anhand der optischen Dichte einer
Bakteriensuspension ermittelt werden. Bisher durfte man aus friheren
Untersuchungen annehmen, dass eine optische Dichte (OD) von 1,2 (A = 600 nm)
einer Bakterienkonzentration von 1,0x10® KBE/ml entspricht. Dieses Verhaltnis sollte
jedoch fur die hier durchzufiihrenden Experimente nochmals Uberprift werden.

Dazu wurde wie oben beschrieben eine Gefrierkultur von S. gordonii Gber Nacht in
Kultur genommen (vgl. Kapitel 3.2.5). Dann wurde diese Bakterienkultur bei
3700 U/min fir insgesamt 7 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Anschlie3end wurde zweimal mit sterilem NaCl (0,9%) gewaschen. Dabei wurde das
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Zellpellet in 40 ml NaCl mit Hilfe des Vortex-Vibrationsschittlers resuspendiert,
wieder zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das jetzt mediumfreie
Zellpellet wurde in 40 ml NaCl aufgenommen, und diese Suspension wurde auf eine
optische Dichte (OD) von 1,2 bei 600 nm eingestellt. Danach wurden von zwei
verschiedenen Kulturen jeweils Verdunnungsreihen von 1:50000, 1:100000 und
1:200000 hergestellt. Aus jeder Verdinnung wurden dreimal je 100 pl auf je drei
Frischblut-Agar-Platten ausplattiert und fur 2 Tage bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
AnschlieRend wurde die Zahl der Kolonien auf den Agarplatten bestimmt.

3.2.7 Minifold fur Bakterienstandards

3.2.7.1 Vorbereitung der Standardlésung

Vorbereitend wurde am Vortag eine 500 pl Gefrierkultur von S. gordonii wie oben
beschrieben Uber Nacht in Kultur genommen. Nun wurde als erstes der Arbeitsplatz
mit Kichentuchern ausgelegt, um eine saubere Arbeitsflache zu erhalten. Dann
wurde die Bakterienkultur bei 3700 U/min fur insgesamt 7 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde das Zellpellet dreimal mit PBS-Puffer
gewaschen. Dazu wurden je 40 ml PBS mit dem Zellpellet mit Hilfe des Vortex-
Vibrationsschiittlers vermischt, wieder zentrifugiert und der Uberstand wurde
verworfen. Danach wurden die jetzt mediumfreien Bakterien in 40 ml PBS-Puffer und
200 ul Biotin in DMSO (Dimethylsulfoxid) resuspendiert (4 mg Biotin fir 200 ul
LAsung fur 40 ml).

Das Biotin, welches vorher in Milligramm-Aliquots in Eppendorfcups abgewogen
wurde, wurde aus dem —-20°C kalten Gefrierschrank genommen und mit DMSO
vermischt. Die Biotinmenge in jedem Cup wurde mit 50 multipliziert, um so die
bendtigte Menge an Dimethylsulfoxid zu erhalten. Die so errechnete Menge wurde in
das Cup pipettiert, grundlich mittels Vortex-Vibrationsschuttler vermischt und kurz
abzentrifugiert, um eventuelle Reste im Deckel zu beseitigen. Dann wurden daraus
200 pl Lésung entnommen, zu den Bakterien pipettiert und diese fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur stehen gelassen.

Die Bakteriensuspension wurde dann wieder dreimal mit PBS-Puffer gewaschen, um

alle freien Biotinmolekule zu entfernen. AbschlieRend wurde das Zellpellet wieder in
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40 ml PBS resuspendiert. Die gewlnschte Keimzahl wurde mittels optischer Dichte
bei 600 Nanometer im Photometer eingestellt. Bei diesem Versuch wurden 0,48 OD

benétigt, die einer Bakterienkonzentration von 4,0x10” KBE/ml entsprechen.

3.2.7.2 Standardgewinnung

Fur die spatere Quantifizierung der auf den Oberflachen der verschiedenen
Werkstoffen adharierten Bakterien wurde flr jedes Experiment eine Eichkurve mit
bekannten Zahlen von S. gordonii erstellt (vgl. Kapitel 3.2.8.2).

Zunéchst wurde der Arbeitsplatz flr ein sauberes Arbeiten mit Kichentlchern
ausgelegt. Danach wurde die Nitrozellulosemembran und ein Filterpapier in Foto-
schalen mit PBS eingeweicht. Dann wurde eine Verdunnungsreihe (1:2) der
Bakterienkultur in PBS pipettiert. Dazu wurden elf Falcon-Réhrchen mit je 20 ml PBS
vorbereitet. Aus der zuvor hergestellten Bakteriensuspension (4,0x10” KBE/ml) mit
40ml Gesamtvolumen wurden 20 ml in das erste von elf Falcon-Réhrchen pipettiert
und grindlich mit Hilfe des Vortex-Vibrationsschuttlers vermischt. Nun wurden aus
diesem Gemisch ebenfalls 20 ml in das zweite der elf Falcon-Rdhrchen pipettiert;
dieser Vorgang wurde bis zum 11. Réhrchen wiederholt, wobei die am Ende des
Pipettierens verbleibenden 20 ml Bakteriensuspension in der Pipette verworfen
wurden. Also befanden sich in Réhrchen 1 20 ml Bakteriensuspension der
Konzentration 4,0x10° KBE/ml, in Réhrchen 2 20 ml der Konzentration
2,0x10" KBE/ml usw. Nun wurde der Inhalt der zwélf Falcon-Réhrchen auf je ein
Plastikschalchen verteilt und auRerdem wurde ein Schalchen mit beliebiger PBS-
Menge vorbereitet. Als nachstes wurde die Minifold-Apparatur zusammengebaut.
Hierbei wurden die O-Ringe in die Probenbehalterplatte eingesetzt und die
Filtertragerplatte auf die Vakuumkammer aufgesetzt. Auf die Filtertragerplatte wurden
dann das in PBS eingeweichte Blotting-Paper sowie die ebenfalls eingeweichte
Nitrozellulosemembran gelegt. Nun wurden die Probenbehélterplatte und der
Vacublottrahmen aufgesetzt und die Apparatur Uber Kreuz verschlossen.
AnschlieBend wurde die Minifold-Apparatur an die Vakuumpumpe angeschlossen
und diese eingeschaltet. Nun wurden alle 96 Wells des Minifolds mit einer
Mehrfachpipette mit je 100 pl PBS einmal gespult. Zuletzt wurden die

Bakteriensuspensionen (Verdinnungen) aus den verschiedenen Plastikschalchen
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auf den Minifold tbertragen und je 200 pl davon durchgesaugt. Dabei kam in Reihe 1
mit acht Wells die Bakteriensuspension aus dem ersten Schéalchen und in jede
weitere Reihe aus dem entsprechenden Schélchen. Das Nachspulen des Minifolds
mit je 100 pl PBS pro Well diente vor allem dazu, an den R&ndern der Minifold-Wells
verbleibende Tropfen der durchgesaugten Bakteriensuspension zu entfernen.

Die Minifold-Apparatur wurde nun vorsichtig auseinandergebaut, der Vacublott-
rahmen wieder Uber Kreuz gedffnet und die Membran mit dem Bakterienstandard auf
einem Filterpapier an der Luft getrocknet. Die Membran wurde dann mit einem
sauberen Skalpell in kleinere Segmente geschnitten und sorgfaltig aufbewahrt, um
dann in das jeweilige Experiment eingebracht zu werden. Die Membran ermdglichte
durch ihre klaren Unterschiede in der Zahl der Bakterien und den entsprechenden
Graustufen auf den belichteten Filmen (siehe unten) spéater eine gute Quantifizierung
der Bakterien auf den Prufkérpern. Die durch den Minifold gesaugte L&sung
(Bakterien- und PBS-L6sung) wurde in eine Flasche gefullt und autoklaviert. Die O-
Ringe der Probenbehélterplatte wurden von dieser entfernt und zusammen mit einem
Ruhrfisch in ein mit Spulmittelwasser gefllltes Becherglas gegeben und gerihrt.
Dann wurden die O-Ringe in ein Sieb gegeben, grindlich mit Wasser gespult, auf ein
fusselfreies Tuch gelegt und so getrocknet. Die restlichen Teile des Minifolds wurden
ebenfalls mit Spulmittelwasser gereinigt und mit Wasser demin. nachgespiilt;
Probenbehalterplatte und Filtertragerplatte wurden anschlieBend mit Druckluft

getrocknet.

3.2.8 Bakterielle Adhéasion auf verschiedenen Werkstoffen und auf Nitro-

zellulosemembran

3.2.8.1 Probenvorbereitung

Wegen der industriellen Herstellung und der damit verbundenen Politur der Titan-
und CoCrMo- Prifkérper wurden diese vor dem eigentlichen Experiment entfettet
und von Schmierschichten befreit.

Dazu wurden die Metall-Prifkérper in folgenden Losungen in dieser Reihenfolge fur
je 3 Minuten im Ultraschallbad gewaschen: Aceton, Toloul, Aceton, Ethanol und

demineralisiertes Wasser. Nach der Schallung mit Wasser war auf keiner
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Prufkorpergruppe noch Saure mit dem pH-Indikatorpapier nachweisbar. Aufgrund
ihrer geringen Saurestabilitat wurden Prufkorper aller anderen Werkstoffe nur in
Ethanol und Wasser geschallt mit Ausnahme von Ketac Molar, welches wegen seiner

geringen Stabilitat nicht weiter vorbehandelt wurde.

3.2.8.2 Bakterielle Adhé&sion

Bakterienkultur

Mit den so vorbereiteten Prifkérpern wurde das eigentliche Experiment gestartet.

Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf zwolf verwendete Prufkorper (acht
mit bakterieller Adhasion und vier Leerwerte) pro Versuch.

Zunachst wurde am Vortag wieder wie schon oben beschrieben der Bakterienstamm
in Kultur genommen. Die Bakterienkultur wurde bei 3700 U/min fir insgesamt 7
Minuten zentrifugiert, das Uberschissige Medium verworfen und das Zellpellet wurde
dreimal mit PBS-Puffer gewaschen. Dazu wurden je 40 ml PBS mit den verbliebenen
Bakterien mit Hilfe des Vortex-Vibrationsschittlers vermischt, wieder zentrifugiert und
der Uberstand wurde verworfen. SchlieRlich wurde das mediumfreie Bakterienpellett
in 40 ml PBS-Puffer und 200 pl Biotin in DMSO resuspendiert.

Die Biotinlésung wurde wie oben (vgl. Kapitel 3.2.7.1) beschrieben hergestellt und
die Bakteriensuspension wurde damit 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Bakteriensuspension wurde danach wieder dreimal mit PBS-Puffer gewaschen,
um die freien Biotinmolekiile zu entfernen. Das Zellpellet wurde wieder in 40 ml PBS
resuspendiert und die gewinschte Keimzahl mittels optischer Dichte bei 600
Nanometer im Photometer gemessen und eingestellt. Fir die Adh&sionsexperimente
wurden 1,2 OD bendtigt, die einer Bakterienkonzentration von 1,0x10° KBE/ml

entsprechen (vgl. Kapitel 3.2.6).

Beschichten der Prifkérper mit Speichel
Parallel dazu wurden je zwolf Prufkdrper mit humanem Speichel (vl. Kapitel 3.2.4)
oder mit PBS-Puffer inkubiert. Dazu wurden zwei 24-Wellplatten auf den
Orbitalschittler gestellt. In die ersten drei Reihen einer 24-Wellplatte wurden je
1,2 ml Speichel oder PBS pipettiert. Die verbliebenen neun Reihen der zwei Platten
wurden mit je 850 pl PBS-Puffer gefuillt.
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Nun wurden die Prufkorper in die Wellplatte gesetzt und im Speichel oder PBS fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde der Orbitalschittler auf
60 U/min eingestellt und die Prifkorper mit der Pinzette dreimal nach jeweils 5
Minuten eine Wellreihe weiter gesetzt und in PBS gewaschen. Danach wurden zwei
verschiedene Reihen an 24-Wellplatten bereitgestellt. Die eine fur acht Prufkorper far
die Adhasion der Bakterien und die andere fur die vier Leerwerte. Fir beide Reihen

wurden jeweils andere Pinzetten verwendet, um so die Werte nicht zu verfalschen.

Inkubation der Prufkorper mit S. gordonii

Aus der mit Biotin inkubierten Bakteriensuspension (1,2 OD) wurden je 2 ml auf die
ersten zwei Reihen der ersten Wellplatte pipettiert. Dann wurden die Prufkdrper in
diese weitergesetzt und fur 1 Stunde in der Biotinldsung im Kihlschrank belassen.
Wahrend dieser Stunde wurden nun folgende Waschgénge vorbereitet, die dazu
dienen, die nicht gebundenen Biotinbestandteile wieder von den Prufkdérpern zu
entfernen. Alle zwdlf Prufkdrper wurden nun dreimal in je 850 pl TBS/Tween20
gewaschen. Die Losungen wurden in die nachsten Wellreihen pipettiert und die
Prufkorper nach jeweils 5 Minuten weitergesetzt.

Nach dem 15 Minuten dauernden Waschvorgang wurden die Prufkdrper nun in eine
Avidin/TBS/Tween20-Losung gelegt. Das Avidin erkennt die Biotinmolekile und
bindet Uberall dort, wo vorher das Biotin gebunden hat. Das Avidin musste nun aus
Avidin D und Horseradish Peroxidase Avidin D im Verhéaltnis 1:7 angemischt werden,
da die Ergebnisse des Experiments mittels Belichtung eines Films gewonnen
wurden. Die Vermischung ist notwendig, da das ECL (Luminol und Enhancer) nur die
Peroxidase oxidiert und somit ohne Avidin D die Lichtreaktion zu intensiv ausfallen
wirde. Es wurde nun also eine 0,1%ige Avidin/TBS/Tween20-LOsung in einem
Becherglas mit Hilfe eines Ruhrfisches hergestellt. Davon wurden je 2 ml auf die
Wellplatten verteilt, die Prufkérper weitergesetzt und fiir 30 Minuten darin belassen.
Auch der zuvor hergestellte Bakterienstandard (vgl. Kapitel 3.2.7) kam ab diesem
Zeitpunkt in den Versuch. Zunachst wurde dieser kurz in 20 ml TBS/Tween20 in
einer Fotoschale eingeweicht und anschlieRend auch fur 30 Minuten in der
hergestellten 0,1%igen Avidin/TBS/Tween20-L6sung belassen.

Zuletzt erfolgten noch einmal zwei unterschiedliche Waschgange, zunachst mit
850 pl TBS/Tween20 und danach mit 850 pl TBS normal je Well fir die Prufkorper

sowie mit 60 ml TBS/Tween20 und danach mit 60 ml TBS normal je Fotoschale fur

47



den Standard. Es wurde jeweils viermal 5 Minuten in TBS/Tween20 und zweimal in
TBS normal gewaschen. Auch hier wurde der Orbitalschittler auf 60 U/min gestellt
wie schon bei den Waschgangen zuvor.

Am Ende wurden die Prufkorper und der Standard aus dem TBS normal genommen
und in eine neue Wellplatte bzw. Fotoschale umgesetzt, in die zuvor auch je 850 ul
bzw. 60 ml TBS normal pipettiert wurden. Der Deckel der Wellplatte wurde darauf
gesetzt und das Ganze mit Parafilm umschlossen, um so die Prufkérper und den
Standard auf ihrem Transport zu schitzen. AnschlielRend wurden die Prutkérper und

der Bakterienstandard in die Dunkelkammer zum Belichten transportiert.

3.2.9 Nachweis von S. gordonii auf Prufkérpern und Nitrozellulosemembranen

3.2.9.1 Bendtigte Materialien

Fur den Nachweis der Bakterien auf den Priufkérpern und in der Standardreihe auf
der Nitrozellulosemembran mit ECL wurden diese Materialien und Geréatschaften
bendtigt: Filmkassette, Doppelklebeband, zwei Kopierfolien, Filterpapier, Cellophan,
drei 5-ml-Pipetten, zwei 2-ml-Pipetten, eine elektrische Pipette, ein Wecker, eine
Pinzette, ein Standardschalchen, ein Falconrbhrchen in einem Halter, eine
Fotoschale, ECL (Solution 1 und 2), Rontgenfilme, (zwolf) Priafkérper und die

Standardverdunnungsreihe auf der Nitrozellulosemembran.

3.2.9.2 Vorbereitung im Labor

Als erstes wurde auf der Innenseite der Filmkassette eine Kopierfolie mit Klebeband
befestigt, so dass diese nicht verschiebbare Unterflache die spater einzubringende
ECL-L6sung am unkontrollierten Ausbreiten hindert. Wegen der GrofRe des spéater
einzulegenden Rontgenfilms sollten die Priufkérper maoglichst eng und wegen der
glatten Oberflache auch rutschfest platziert werden. Dazu wurden auf die Kopierfolie
drei Streifen doppelseitiges Klebeband geklebt, auf welchen die Priufkorper spater
platziert wurden. Diese Anordnung wurde mit einer weiteren Klarsichtfolie abgedeckt,

die an einem Ende mit Klebeband fixiert wurde, so dass ein aufklappbares
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.sandwich* entstand. In diese wurden spater die Prufkorper und die Membran
eingebracht (Abb. 3). Nach dieser Vorbereitung der Filmkassette wurde ein Stiick
Cellophan ausgeschnitten, welches in seiner GroRe spater genau die Prufkorper
bedecken sollte. Spater wurde dieses Cellophan 2 Minuten mit ECL inkubiert und
danach passgenau auf die Prufkorper gelegt. Fir die benétigte Menge an ECL
wurden die Flachen der Nitrozellulosemembran und des Cellophanstiicks berechnet
und jeweils mit 0,125 ml/ cm? (Herstellerangabe) multipliziert. Fur die zwolf
Prufkorper mit einer Flache von je 1 cm? ergab sich eine immer feste Gesamtmenge
von 1,5 ml ECL (12 cm? x 0,125 ml/ cm?). Die einzelnen Volumina wurden addiert

und notiert.

Abbildung 3: Die Anordnung von Prifkdrpern zum Nachweis adhérenter Bakterien. In einer
Filmkassette sind jeweils drei Priifkdrper von neun verschiedenen Werkstoffen fixiert. Die rechteckigen

Streifen tragen jeweils Standardverdiinnungsreihen von S. gordonii auf Nitrozellulosemembran.
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3.2.9.3 Durchfuihrung des Nachweises in der Dunkelkammer

Die Nachweisreaktion mit ECL wurde in der Dunkelkammer unter Rotlicht und bei
geschlossener Tur durchgefuhrt. Vor Beginn wurde kontrolliert, ob gentigend
Entwicklerflissigkeit, destilliertes Wasser und Fixierldésung vorhanden ist. Erst dann
wurde das ECL aus Solutionl und Solution2 im Verhaltnis 1:1 angemischt. Dazu
wurden mit zwei separaten 5-ml-Pipetten jeweils die vorgegebenen Mengen in ein
Falcon-Rohrchen pipettiert und geschittelt. Nun wurde mit einer neuen Pipette die
vorher errechnete Menge an ECL enthommen und das sich in einer kleinen Box
befindende Cellophan Uberschichtet. Anschlie3end wurde die Nitrozellulosemembran
mit der Standardverdinnungsreihe aus der mit TBS geflillten Fotoschale genommen,
kurz abgetropft und mit der bakterienfreien Rickseite nach unten auf ein Filterpapier
gelegt. Der Standard wurde dann in ein extra hergestelltes Schélchen gelegt und mit
der errechneten Menge an ECL fur 2 Minuten inkubiert. Nun wurden die Prufkdrper
aus der mit TBS gefillten 24-Wellplatte genommen, kurz mit der Unterseite auf dem
Filterpapier abgelegt und anschlielend wie die Membran mit der mit Bakterien
belegten Seite nach oben auf dem Doppelklebeband der aufgeklappten Filmkassette
platziert. Dabei bildete jede Materialgruppe eine Reihe aus drei Prufkérpern, wobei
die Leerwerte die unterste Reihe bildeten. Dann wurden mit Hilfe der 2-ml-Pipette
insgesamt 1,5 ml ECL auf die Prufkdrper gegeben und das mit ECL inkubierte
Cellophanstiick ohne Luftblasen genau dariiber platziert. Nach 2 Minuten wurde die
Nitrozellulosemembran aus dem Schalchen genommen, kurz mit der Rickseite auf
dem Filterpapier abgestreift und unter den Prifkorpern auf die erste Folie gelegt. Nun
wurde das Sandwich wieder geschlossen, also die zweite Folie auf die Prufkorper
und die Membran gelegt und kurz glattgestrichen. Die Aufgabe des Sandwichs
bestand darin, den direkten Kontakt von ECL und Rdntgenfilm zu vehindern.

Danach wurde ein Réntgenfilm mit einem Knick in der rechten oberen Ecke markiert,
um so spater die Vorderseite zu erkennen, und dann fur genau 10 Sekunden in die
Filmkassette gelegt und diese geschlossen. Danach wurde die Kassette gedffnet und
der nun belichtete Film wurde in die Entwicklerlésung gesteckt. Dieser Vorgang
wurde dann mit drei weiteren Filmen wiederholt, die jedoch 20, 30 oder 60 Sekunden
belichtet wurden (Abb. 4). Die so entstandenen Filme bilden Bakterien auf
Prufkdrpern und in Standardverdinnungsreihen als Grauwerte ab, die nun nach

definiert verschieden langen Belichtungszeiten unterschiedlich intensiv erzeugt
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wurden. Ein Sattigungseffekt in der Belichtung des Roéntgenfiims sollte mit den
unterschiedlichen Belichtungszeiten erkennbar werden. Aus diesen Grauwerten zu
unterschiedlichen Belichtungszeiten wurde die Zahl der Bakterien auf den
Prufkorpern errechnet (vgl. Kapitel 3.2.10).

3.2.10 Quantifizierung der Adhasion von S. gordonii

Der belichtete Film (Abb. 4) mit Grauwerten fur zwo6lf unterschiedlich stark gefarbte
Prufkorper (acht mit Bakterienadhasion und vier Leerwerte) und flr einen
Bakterienstandard mit einer Ausgangskonzentration von Ublicherweise 0,48 OD, also
4,0x10" KBE/ml, wurde zun&chst gescannt und dann mit einem speziellen
Computerprogramm (Optimas, Version 6.1; Optimas Co. Bothell, WA, USA)

ausgewertet.

C4 s 0P al )
Sturt : 0,4F 00 112 Veysd

Abbildung 4: Quantifizierung der Adhasion von S. gordonii. Die Abbildung zeigt beispielhaft einen
belichteten Film zur Bestimmung der Menge adharenter Bakterien auf Biomaterialien. In der oberen
Halfte erkennt man in unterschiedlichen Graustufen die detektierten Bakterienmengen auf jeweils zwei
Prufkérpern der Biomaterialien Tetric Evo Ceram (Tet), Filtek Siloran (Silo), Titan (Ti) und CoCrMo
(CoCr). Darunter jeweils Prifkorper, die nicht mit einer Bakteriensuspension inkubiert wurden
(Leerwerte). Wie oben links zu sehen ist, wurden die Prifkdrper mit Speichel beschichtet und der Film
wurde fur 10 Sekunden lang belichtet. Die untere Hélfte zeigt Graustufen, die Bakterienmengen auf
der Nitrozellulosemembran (Standardverdinnungsreihe) entsprechen und durch das bereits
beschriebene entsprechende Trennen der Membran jeweils doppelt angezeigt werden. Die hdchste
hier aufgetragene Bakterienmenge von 4x10" ergibt die hochste Schwarzung (links), mit steigenden
Verdlnnungsschritten von 1:2 werden die Grauwerte (nach rechts) schwacher. Unterhalb des Films
kann man zur Kalibrierung des Scanners eine Schwarz-Weil3-Tabelle erkennen, mit deren Hilfe die
Filme immer gleichbleibend grau eingescannt werden kénnen.
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Mit Hilfe dieses Programms ist es mdglich, die von den Prufkdrpern erzeugten
unterschiedlichen Lumineszenzgrade Uber die Schwarzung der entsprechenden
Standards zu bestimmen. Die jeweiligen Grauwerte der verschiedenen Prufkorper
und der Bakterienstandards wurden Uber eine definierte Kreisgrof3e integriert und
eingelesen. Fiur die Bestimmung der Grauwerte der Prufkdrper wurde hierbei stets
die gleiche Kreisgréf3e von 2,15 (spezifische Skalierung des Programms) angelegt.
Die Graustufen des jeweiligen Standards wurden mit einer kleineren Kreisgrof3e von
1,0 ausgewertet. Die KreisgréRen wurden kleiner als der Durchmesser der Spots
gewahlt, um die gelegentlich auftretenden Randeffekte auszuschliel3en. Mittels des
Programms TableCurve wurden aus den Grauwerten der Standardverdinnungs-
reihen Eichkurven erstellt. Jeder Bakterienzahl (Abszisse) in dieser Eichkurve
entspricht exakt ein Grauwert (Ordinate) (vgl. Kapitel 4.4.1). Die Zahl der Bakterien in
200 pl Bakteriensuspension (vgl. Kapitel 3.2.7.2) wurde in KBE/mm? umgerechnet:
KBE/mm? = KBE x 0,2 mm / 19,6 mm? Aus den Grauwerten fiir die Priifkdrper
wurden dann mit den Werten der Eichkurve die entsprechenden Bakterienmengen

errechnet. Diese Daten wurden in einer Excel-Tabelle gespeichert.

3.2.11 Netzwinkelbestimmung

Die Netzwinkelbestimmung der einzelnen Materialien erfolgte in der Abteilung
Chemie der Universitat Regensburg. Netzwinkel gegen Wasser beschreiben die
Hydrophilie einer Oberflache. Werkstoffoberflachen, die einen Netzwinkel gegen
Wasser von 0° bis etwa 63° bilden, werden tblicherweise als hydrophil und solche
mit Netzwinkeln von etwa 63° bis 120° als hydrophob definiert [Vogler, 1998].
Zunachst wurden von jeder der neun Materialgruppen zwei Prufkdrper wie oben
beschrieben hergestellt und vorbereitet (Entfernung etwaiger Monomer- und
Fettrickstande). Nun wurde je ein Prifkérper mit 1,2 ml humanem Speichel oder
PBS fur 30 Minuten beschichtet, anschliel3end zweimal je 5 Minuten mit 850 pl PBS
gewaschen und schlieBlich mit demineralisiertem Wasser gespult. Die Prufkorper
wurden dann (Uber Nacht im Ekksikator (geschlossenes Becherglas mit
Membranpumpe) getrocknet.

Danach wurde der jeweilige Prufkorper auf den Objekttrager des Winkelmessgeréats

gelegt [Name: P1 Goniometer, Firma: Erna Inc. (Tokio, Japan)], mit einer dinnen
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Nadel ein definierter Tropfen Wasser auf der Oberflache platziert und dann der
Netzwinkel Uber ein individuell angelegtes Fadenkreuz durch die Lupe links und

rechts abgelesen (siehe auch Abb. 5).

: G

Abbildung 5:  Darstellung der Netzwinkelmessung bei hydrophiler (links) und hydrophober (rechts)

Materialoberflache (griin) gegen einen Wassertropfen (blau); ®= Netzwinkel.

3.2.12 Rasterelektronenmikroskopie

Die Adhésion von S. gordonii auf Oberflichen wurde fir die Werkstoffe
Polytetrafluorethylen und Silikon mittels Rasterelektronenmikroskopie visualisiert.
Mehrere Prufkorper der Werkstoffe wurden wie oben beschrieben hergestellt, vor-
behandelt, mit PBS beschichtet und mit einer Bakteriensuspension (4,0x10" KBE/ml)
inkubiert. Die Oberflachen wurden danach mit einem FEI Quanta 400F (Eindhoven,
Holland) Rasterelektronenmikroskop im Hochvakuum-Modus in unterschiedlich hoher

Auflésung dargestellt.

3.2.13 Statistik

Die Netzwinkel gegen Wasser der mit PBS oder humanem Speichel beschichteten
Oberflachen von Priufkérpern wurden fur jedes Material je zweimal mit jeweils drei
Prufkorpern gemessen. Die resultierenden zwolf Einzelwerte wurden zu
Medianwerten und Perzentilen (25% und 75%) zusammengefasst.

Bei der Keimzahlbestimmung fir S. gordonii DL1 wurden jeweils drei Frischblut-
Agars fur jede Konzentration zweimal ausplattiert und ausgezahlt und anschlie3end
der entsprechende Medianwert gebildet.

Fur die Bestimmung der Zahl der Bakterien auf den unterschiedlichen Biomaterialien

wurden jeweils zehn Priufkdrper mit PBS oder humenem Speichel (WS = whole
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saliva) beschichtet. Die Zahl der Bakterien wurde durch die Avidin/Biotin-Reaktion
(vgl. Kapitel 3.2.3) sichtbar gemacht und Uber eine Standardeichkurve mit Hilfe der
Graustufenauslesung mit Optimas und TableCurve berechnet. Die in der Regel zehn
Einzelwerte wurden zu Medianen und Perzentilen (25% und 75%) zusammengefasst.
Mit Hilfe des Mann-Whitney U-Tests (SPSS Version 15.0, SPSS, Chicago, IL, USA)
wurden Unterschiede zwischen den Medianen durch paarweises Vergleichen von
Werten auf der 0,05 Signifikanzebene untersucht.

Fur Korrelationsanalysen mittels SigmaPlot (SigmaPlot 8.0, Systat Software, San
Jose, CA, USA) zur Abhéangigkeit der Adhasion von S. gordonii DL1 von Netzwinkeln
auf den verschiedenen Materialien oder den adsorbierten Proteinmengen aus
humanem Speichel wurden ebenfalls Medianwerte herangezogen. Die Daten fir die
Proteinmengen wurden mit Erlaubnis (Prof. Dr. H. Schweikl) aus der Doktorarbeit von
Herrn Dr. U. Carl Gbernommen, die parallel zur vorliegenden Arbeit entstand (Carl,
2010).

Die statistische Analyse samtlicher Daten sowie ihre grafische Darstellung
(SigmaPlot 8.0) erfolgte durch Herrn Dr. K.-A. Hiller (Poliklinik fir Zahnerhaltung und
Parodontologie, Universitatsklinikum der Universitat Regensburg).
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4. Ergebnisse

4.1 Die Bestimmung von Netzwinkeln

Die Bestimmung der Netzwinkel auf den Oberflachen der verschiedenen
Biomaterialien sollte eine Einschatzung ihrer Hydrophobizitat ermdglichen. Dieser
physikochemische Parameter sollte grof3en Einfluss auf die Adhasion von Bakterien
an Werkstoffoberflachen haben [Hannig und Hannig, 2009]. Fur die gepruften
Materialien wurden nach der Beschichtung mit PBS Netzwinkelwerte zwischen 30°

(Glasionomerzement Ketac Molar) und 120° (Polytetrafluorethylen PTFE) gefunden.

120
. FES
_— S
100 -
o
— 80 -
©
i~
E 60
=
e
U 40 -
2 =
20 A
0
Ww w £ £ E 5 £ @& £
o E ® o
EEE:EG:':%‘-
o = = & = F o =
oL ¢ 0O =T
o 2 O
= = x
w o E
o = —
E L
@
-

Abbildung 6: Netzwinkel der Oberflachen von Biomaterialien mit Wasser. Die Oberflachen wurden mit
PBS (phosphate buffered saline) (gelbe Balken) oder humanem Speichel (WS= whole saliva) (blaue
Balken) beschichtet. Die Grafik zeigt Mediane (plus 25% und 75% Perzentile) aus insgesamt 12
Einzelwerten (n=12). PTFE = Polytetrafluorethylen; PE= Polyethylen; PMMA = Polymethylmethacrylat;
Silikon (Mucopren soft); TetricEvoCeram (Komposit); Ketac Molar (Glasionomerzement); Titan
(TiAl4V6); CoCrMo= Cobalt-Chrom-Molybdén (Co28Cr6Mo); Siloran = Filtek Siloran. Das Ergebnis
der statistischen Analyse der Unterschiede zwischen den Medianen der Bakterienzahlen ist in Tabelle

1 gezeigt.
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Nach einer Unterteilung dieser beachtlichen Spannbreite wurden die Materialien mit
Netzwinkeln zwischen 90,5° und 105,5° nach Beschichtung mit PBS als stark
hydrophob (PTFE, PE und Silikon) und solche mit Netzwinkeln zwischen 61,75°
(PMMA) und 79,25° (Filtek Siloran) als schwach hydrophob (PMMA, Filtek Siloran,
TetricEvoCeram, Titan und CoCrMo) eingestuft. Der Glasionomerzement (Ketac
Molar) mit einem Netzwinkel von 39,25° wurde auf der Basis von Literaturdaten als
hydrophil klassifiziert [Vogler, 1998].

Die Beschichtung mit humanem Speichel hatte fur einige der hier gepriften
Oberflachen eine Reduktion des Netzwinkels und damit eine Steigerung der
Hydrophilie zur Folge (Abb. 6). Besonders deutlich war der Wechsel der Netzwinkel
fur Titan auf 38,5°, fur CoCrMo auf 35,75° und fir Filtek Siloran auf 37,5°, denn damit
sind diese zunachst hydrophoben Oberflachen nun als hydrophil einzustufen. So
wurde auch die Oberflache von PMMA (43,75°) hydrophil, wahrend PTFE auch nach
der Beschichtung mit humanem Speichel mit einem Netzwinkel von 69,75° eine
hydrophobe Oberflache blieb und auch die Nezwinkel von PE, Silikon und
TetricEvoCeram  blieben  unveradndert hoch. Auf der Oberflache des
Glasionomerzements Ketac Molar war nach der Beschichtung mit humanem

Speichel ein Netzwinkel nicht mehr messbar.

Tabelle 1: Statistische Analyse der Netzwinkel auf den Materialien bei Beschichtung mit Speichel (WS
= whole saliva) und PBS;

PTFE = Polytetrafluorethylen; PE= Polyethylen; PMMA = Polymethylmethacrylat; Silikon (Mucopren
soft); TetricEvoCeram (Komposit); Ketac Molar (Glasionomerzement); Titan (TiAl4V6); CoCrMo=
Cobalt-Chrom-Molybdéan (Co28Cr6Mo); Siloran = Filtek Siloran. In der Diagonalen (grau hinterlegt)
sind die p-Werte der Beschichtungen PBS vs. WS gegeneinander dargestellt (NS = nicht signifikant; p
<0,05).

WSIPBS  Tefon  PE PMMA Silkon TEC GIZ Titan CoCrMo Siloran

PTFE 0,002 0,002 0,002 0,002 0,026 0,002 0,002 0,002 0,002
PE 0,004 0,015 0,002 0,015 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
PMMA 0,002 0,002 0,009 0,002 0,002 0,002 0,015 0,002 0,026
Silikon NS NS 0,002 NS 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
TetricEvoCeram 0,002 0,002 0,009 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 WS
Ketac Molar 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
Titan 0,002 0,002 0,041 0,002 NS 0,002 0,002 NS NS
CoCrMo 0,002 0,002 NS 0,002 NS 0,002 NS 0,002 NS
Siloran 0,041 NS 0,002 NS 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
PBS WS/PBS
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4.2 Bakterienadhasion auf Biomaterialien

4.2.1 Bakterienstandardkurven

Die Standardverdunnungsreihen mit bekannten Zahlen an S. gordonii wurden als
Grauwerte von Dots nach der Detektion der biotinylierten Bakterien mit Avidin und
Chemilumineszenz auf einer Nitrozellulosemembran sichtbar gemacht (Abb. 7). Die
Grauwerte (Signale) der hergestellten Bakterienstandards wurden mittels Scanner
und der Software Optimas ermittelt und schlie3lich mit TableCurve dargestellt (vgl.
Kapitel 3.2.7.2, 3.2.9 und 3.2.10). Die Dots im rechten Bereich der Verdinnungsreihe
der Bakterien auf der Nitrozellulosemembran erzeugten als hohe Zelldichten
(4x10° KBE/mm?) eine sehr starke Schwérzung. Diese nahm mit abnehmender
Bakterienzahl (1:2 Verdinnung pro Feld) auf der Zellulosemembran in Richtung des
linken Bereichs kontinuierlich ab. Der Zusammenhang zwischen den Grauwerten und
den eingesetzten Bakterienzahlen ist in einer Eichkurve gezeigt. In jedem einzelnen
Experiment zur Bestimmung der Bakterien-Menge auf Biomaterialien wurde eine

entsprechende Eichkurve erstellt.
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Abbildung 7: Darstellung eines Bakterienstandards mit Eichkurve. Die als unterschiedliche Grauwerte
detektierten Bakterienmengen einer seriellen Verdunnungsreihe auf einer Nitrozellulosemembran
(oben) sind in der Grafik (unten) quantifiziert und gefittet. In der Standardkurve (mit 95%
Konfidenzintervallen) ist auf der x-Achse die jeweilige geblottete Bakterienzahl gegen die Grauféarbung
(Greylevel-Mean) auf der y-Achse aufgetragen.
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4.2.2 Bakterienadhasion an Biomaterialien

Die Zusammenfassung der Daten aus wiederholten Experimenten zeigt, dass S.
gordonii in unterschiedlichen Zellzahlen an den verschiedenen Biomaterialien
adhéarierte (Abb. 8). Selbst fir ein identisches Material gab es Unterschiede in
Abhangigkeit von der Beschichtung mit PBS oder humanem Speichel (WS = whole
saliva). Dabei wurden die héchsten Zellzahlen mit etwa 3,2x10* KBE/mm? auf Ketac
Molar nach einer Beschichtung mit Speichel gemessen, die niedrigsten Zellzahlen
wurden mit etwa 4x10° KBE/mm? auf Filtek Siloran mit PBS-Beschichtung gefunden
(Abb. 8). Auffallig ist, dass mit Speichel als Beschichtung der Materialoberflachen
verglichen mit PBS eine leichte Erh6éhung der Adhasion der Bakterien auf den
Materialien Teflon, Polyethylen, PMMA, Silikon, TetricEvoCeram und Ketac Molar zu
beobachten war. Allerdings waren die Unterschiede fir diese Materialien nicht
signifikant (vgl. Tabelle 2). Auf Filtek Siloran dagegen wurden nach der Beschichtung
mit humanem Speichel mit etwa 1,6x10° KBE/mm? signifikant mehr Bakterien
ermittelt als mit 4x10° KBE/mm? bei der Beschichtung mit PBS. Auch auf den
metallischen Prufkdrpern waren die Unterschiede der Bakterienzahlen abhéngig von
der Beschichtung signifikant, hier wurden allerdings auf den mit Speichel
beschichteten Oberflachen weniger Bakterien gefunden als auf den mit PBS
vorbehandelten Materialien (vgl. Tabelle 2). Mitunter lieRen sich starke
Schwankungen in der Bakterienadh&sion feststellen, vor allem auf Polyethylen und
Ketac Molar nach der Beschichtung mit Speichel sowie auf PMMA nach der
Beschichtung mit PBS. Dramatisch waren diese Schwankungen auf Polyethylen,

zwischen maximal 6x10* KBE/mm? und minimal 2,2x10* KBE/mm?.
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Abbildung 8: Die Adhésion von S. gordonii auf Oberflachen von Biomaterialien. Die Oberflachen
wurden mit Speichel (WS = whole saliva) und PBS beschichtet. Die Grafik zeigt Mediane (plus 25%
und 75% Perzentile) aus insgesamt 10 Einzelwerten (n = 10). PTFE = Polytetrafluorethylen; PE=
Polyethylen; PMMA = Polymethylmethacrylat; Silikon (Mucopren soft); TetricEvoCeram (Komposit);
Ketac Molar (Glasionomerzement); Titan (TiAl4V6); CoCrMo= Cobalt-Chrom-Molybdan (Co28Cr6Mo);
Siloran = Filtek Siloran. Das Ergebnis der statistischen Analyse der Unterschiede zwischen den
Medianen der Bakterienzahlen ist in Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2: Statistische Analyse der Bakterienmengen auf den Materialien bei Beschichtung mit
Speichel (WS = whole saliva) und PBS;

PTFE = Polytetrafluorethylen; PE= Polyethylen; PMMA = Polymethylmethacrylat; Silikon (Mucopren
soft); TetricEvoCeram (Komposit); Ketac Molar (Glasionomerzement); Titan (TiAl4V6); CoCrMo=
Cobalt-Chrom-Molybdén (Co28Cr6Mo); Siloran = Filtek Siloran. In der Diagonalen (grau hinterlegt)
sind die p-Werte der Beschichtungen PBS vs. WS gegeneinander dargestellt (NS = nicht signifikant; p
<0,05).

WS/PBS  Tefon ~ PE PMMA Silkon TEC GIZ Titan CoCrMo Siloran WS

PTFE 0 0,034 NS 0,003 NS 0 NS NS NS
PE 0,007 NS NS 0,001 NS NS 0,016 0,034 0,038
PMMA 0,022 NS NS 0,009 NS 0,02 NS NS NS
Silikon NS [0.056] NS NS [0.059] 0,001 0,005 0,002 0,008
TetricEvoCeram 0,003 NS NS NS NS 0 NS NS NS WS
Ketac Molar 0 0,016 NS 0 0,001 NS 0 0 0
Titan 0 NS NS 0 NS 0,003 0,005 NS NS
CoCrMo 0 NS NS 0,002 NS 0,011 NS 0,015 NS
Siloran [0.052] 0,003 0,016 0,035 0,013 0 0 0 0,001
PBS WS/PBS
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4.2.3 Korrelationsanalysen

Zur Darstellung der Abhangigkeit der Adh&sion von S. gordonii DL1 von der
Hydrophobizitat beschichteter oder unbeschichteter Werkstoffoberflachen und von
der Menge adsorbierter Proteine wurden lineare Regressionsanalysen errechnet. Die
Analyse zwischen steigenden Netzwinkeln auf Werkstoffoberflachen ohne
Beschichtung mit humanem Speichel und adhérierten S. gordonii DL1 lasst eine
negative Korrelation dieser beiden Parameter erkennen. Auf einer sehr hydrophilen
Oberflache wurden mit etwa 3x10* KBE/mm? die meisten Zellen gefunden, wéhrend
etwa 1x10* KBE/mm? auf hydrophoben Oberflichen nachgewiesen wurden. Die
Unterschiede zwischen den Zellzahlen auf den Oberflachen sind somit Uber einen
weiten Bereich der Hydrophobizitat klein und die negative Steigung der
Regressionsgeraden ist entsprechend gering (Abb. 9).
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Abbildung 9:  Korrelationsanalyse der Zahl adhéarierender S. gordonii in Abhéngigkeit von
Netzwinkeln unbeschichteter Materialien. Linearer Fit (Gerade) von Medianen mit 95%
Konfidenzlimiten; die Mediane sind als Punkte dargestellt.

y= a+bx: y= 38055 — 295.71851x ; r’= 0.55565.

Anders als fur unbeschichtete Oberflachen war auf den mit humanem Speichel
beschichteten Oberflachen dieser negative Zusammenhang zwischen steigenden
Netzwinkeln und der Zahl der Mikroorganismen nicht nachzuweisen. Die Zahl der

Zellen blieb Uber einen weiten Bereich der Benetzbarkeit mit Wasser gleich hoch und
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damit unabhéngig von den jeweiligen Netzwinkeln (Abb. 10). Derselbe Zusammen-
hang wurde zwischen der Zahl der Zellen und der auf den Oberflachen detektierten
Proteinmengen gefunden. Die Proteinmenge des Speichels per se hatte keinen
Einfluss auf die Zahl adharenter Zellen des Stammes S. gordonii DL1 (Abb. 11).
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Abbildung 10: Korrelationsanalyse der Zahl adhéarierender S. gordonii in Abhangigkeit von
Netzwinkeln der Materialien nach Beschichtung mit humanem Speichel. Linearer Fit (Gerade) von
Medianen mit 95% Konfidenzlimiten; die Mediane sind als Punkte dargestellt.

y= a+bx: y=15134.858 + 5.4982405 x; r’=0.0013862.
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Abbildung 11: Kaorrelationsanalyse der Zahl adhérierender S. gordonii in Abh&ngigkeit von der
Speichelproteinmenge auf den Materialien. Linearer Fit (Gerade) von Medianen mit 95%
Konfidenzlimiten; die Mediane sind als Punkte dargestellt.
y=a+bx: y= 17039.524 + 3886.1671x; r’=0.00078961553.
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4.3 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen beispielhaft die Adhasion von S.
gordonii auf Polytetrafluorethylen und Silikon nach Behandlung mit PBS. Auf beiden
Materialien erkennt man in der geringeren Vergrof3erung die gleichméanRige Verteilung
der Bakterien Uber die gesamte Oberflache. In der hoheren VergroRerung werden
die unterschiedlichen Kettenlangen der Streptokokken deutlich erkennbar, die von
einzelnen Zellen bis zu etwa 20 Zellen in einer Reihe reichen. Aul3erdem l&sst sich
auch die Oberflachenbeschaffenheit der Prufkorper beurteilen. So erkennt man bei
den maschinell hergestellten PTFE-Priufkdrpern beispielsweise Schneidespuren des
Herstellungsvorgangs, wahrend die manuell hergestellten Silikonprifkorper eine
relativ glatte Oberflache aufweisen (Abb. 12 und 13).

Abbildung 12: S. gordonii auf PTFE. Die elektronenmikroskopische Aufnahme (REM) zeigt die
gleichmafige Verteilung in zwei Bereichen (A,B) auf dieser Oberflache. Die héhere Auflésung (C,D)
zeigt in zwei verschiedenen Bereichen die Struktur der Oberflache und adharente Bakterien.
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Abbildung 13: S. gordonii auf Silikon. Die elektronenmikroskopische Aufhahme (REM) zeigt die
gleichmafige Verteilung in zwei Bereichen (A,B) auf dieser Oberflache. Die héhere Auflosung (C,D)
zeigt in zwei verschiedenen Bereichen die Struktur der Oberflache und adhéarente Bakterien.
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5. Diskussion

5.1 Prinzipien der Adhasion oraler Biomolekile

Bioadhasion, die Akkumulation von Proteinen, Bakterien oder eukaryontischen Zellen
in einer Flussigkeit auf einer festen Oberflache, ist ein sehr komplexes Geschehen
und von vielen Faktoren abhéngig. Dabei sind physikalische Kréfte zwischen
natirlichen und artifiziellen Oberflachen und der biologischen Umgebung die
Grundlage fur samtliche Adhasionsvorgange. Die Art der chemischen Elemente, die
chemische Funktionalitdt (Gruppen), die elektrische Ladung, Rauhigkeit oder die
Benetzbarkeit mit Wasser erzeugen Oberflachen, die ihrerseits die Zusammen-
setzung und Struktur einer Elektrolytldsung in unmittelbarer Nachbarschaft zu festen
Oberflachen beeinflussen. An fest-flissigen Grenzflachen ist die fundamentale
Grundlage fur spontane Adsorption, dass nach Gibb’'s Gesetz der freien Energie
mehr Energie freigesetzt als gewonnen wird. Dies bedeutet eine Zunahme der

Entropie oder Abnahme der Enthalpie [Hannig und Hannig, 2009].
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Abbildung 14: Energieverlauf zwischen zwei Oberflachen in Abhangigkeit vom Trennungsabstand,
beschriecben nach der DLVO-Theorie (modifiziert nach Busscher et al.,, 2010). Fur die
elektrostatischen Kréfte ist hier ein geringer Trennungsabstand skizziert, der jedoch eine hohe
lonendichte in der Ldsung voraussetzen wirde. Saure-Base-Komponenten sollten vor allem in
Zusammenhang mit biologischen Systemen eine Rolle spielen.
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Fur die Beschreibung der Interaktion zwischen Oberflachen in wassrigen Lésungen
(Elektrolytldsungen) werden Ublicherweise elektrostatische Krafte und Van-der-
Waals-Krafte herangezogen. Nach der DLVO-Theorie (Derjaguin, Landau, Verwey,
Overbeek) fir kolloidale Systeme wirken in Elektrolytldsungen repulsive, elektro-
statische Krafte und anziehende Van-der-Waals-Krafte [van Oss et al., 1986;
Busscher et al., 1990; Quirynen und Bollen, 1995; van Oss, 2003; Teughels et al.,
2006; Busscher et al., 2010]. Nach eigener Einschéatzung ist dabei die Reichweite der
elektrostatischen Krafte ganz entscheidend abhéngig von der lonendichte der
Elektrolytldsung. In Losungen mit hoher lonendichte sollte die Reichweite der
elektrostatischen Krafte geringer sein als diejenige der Van-der-Waals-Kréfte. Die
Energie der Wechselwirkung (interaction energy) zwischen zwei Oberflachen ist
insgesamt abhangig vom Trennungsabstand (distance-dependent interaction energy)
[van Oss et al., 1986; Busscher et al., 1990; Quirynen und Bollen, 1995; van Oss,
2003; Teughels et al., 2006; Busscher et al., 2010].

Die Adsorption von Proteinen des Speichels an eine feste Oberflache und damit die
Ausbildung eines Pellikels ist das Resultat verschiedener Wechselwirkungen
zwischen den wassrigen Elektrolyten, der Materialoberflache und den Proteinen
selbst. Die fur die Proteinadsorption wichtigen Krafte sind die Van-der-Waals- und
Coulomb-Krafte, hydrophobe Wechselwirkungen, welche in Wasser die wichtigste
Rolle spielen, elektrostatische Wechselwirkungen, kovalente Bindungen und
Wasserstoffbriickenbindungen, ionische Wechselwirkungen und auch Lewis S&ure-
Basen-Reaktionen [Hannig und Hannig, 2009]. Die Reichweiten dieser Krafte sind
sehr stark abhangig von der Qualitat der elektrolytischen Losung und sollten daher
nicht verallgemeinert werden. So sind Angaben wie diejenigen fir Van-der-Waals-
und Coulomb-Krafte als weitreichende Kréafte (50-100 nm), hydrophobe
Wechselwirkungen als solche mit mittlerer Reichweite (10-50 nm) oder
elektrostatische Wechselwirkungen mit kurzen Reichweiten (unter 5 nm) wohl nur
unter naher definierten Bedingungen zutreffend [Hannig und Hannig, 2009]. Die
Adsorption von Proteinen auf Substratoberflachen geht nach der initialen Adhasion
mit einer Anderung der Proteinstruktur einher. Geladene Gruppen von Proteinen
werden aufgrund der Polaritat der Oberflachen neu ausgerichtet und damit verandert
sich die Hydratation sowohl der Oberflache als auch der adsorbierten Proteine selbst
[Norde, 1995].
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Die initiale bakterielle Adhasion auf einer pellikelbeschichteten Oberflache dagegen
ist zun&chst eine schwache und reversible Adhasion. Diese wird durch Fimbrien auf
der Bakterienoberflache tUber mittlere und weitreichende Krafte, wie etwa hydrophobe
Wechselwirkungen, Van-der-Waals-Kréfte, Wasserstoffbriickenbindungen, Kalzium-
bricken, elektrostatische Wechselwirkungen oder Saure-Basen-Reaktionen ver-
mittelt. SchlieBlich kdnnen spezifische Wechselwirkungen zwischen Liganden
(Rezeptoren) auf Proteinen des Speichels und Adhasinen auf der Bakterien-
oberflache entstehen [Hannig und Hannig, 2009]. Nach momentanem Paradigma
werden substratspezifische Oberflacheneigenschaften bis zu einem gewissen Grad
von dem entstandenen Pellikel in Abhangigkeit von dessen Dicke maskiert. Lediglich
mittlere und weitreichende Krafte der Wechselwirkung zwischen Oberflachen und
angenaherten Bakterien werden durch sie hindurch transferiert. Mit seiner
Zusammensetzung, den Rezeptoren, enzymatischen Aktivitaten, Scherkraften sowie
entstehenden antibakteriellen Proteinen, etwa Defensinen, scheint das gebildete
Pellikel verschiedenste Mdglichkeiten zum weiteren Einfluss auf bakterielle Adhasion

und die initiale Biofilmbildung zu haben [Hannig und Hannig, 2009].

5.2 Hydrophobizitat von Materialoberflachen und Proteinadsorption

5.2.1 Grundlagen

Festkorper und Flussigkeiten besitzen eine definierte Oberflachenspannung, die auf
den Kohéasionskraften zwischen den Atomen oder Molekilen eines Festkdrpers oder
einer Flussigkeit basiert. Es handelt sich dabei um die spezifische Energie, die
notwendig ist, um Molekile aus dem Inneren einer Materie an die Oberflache zu
bringen. Bei direktem Kontakt zwischen einem Festkérper und einer Flussigkeit an
der Luft entsteht als spezielle Form der Oberflachenspannung eine Grenzflachen-
spannung zwischen Festkorper, Flussigkeit und Luft [Geckeler et al., 1997; Leckband
und Israelachvili, 2001]. Eine Festkorperoberflache ist hydrophil, wenn die
Grenzflachenspannung Kleiner ist als die Oberflachenspannung von Festkérper und
Flassigkeit, wobei die Oberflache dann benetzbar ist. Umgekehrt ist eine Oberflache
hydrophob, wenn die Grenzflachenspannung hoéher ist als diese Oberflachen-
spannung von Festkorper und Flussigkeit. Wassermolekile kénnen mit nicht-polaren
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Oberflachen keine Wasserstoffbrickenbindungen ausbilden und orientieren sich
nach den benachbarten Wassermolekilen, mit welchen dies méglich ist. Daher sind
hydrophobe Oberflachen mit Wasser kaum benetzbar [Geckeler et al.,, 1997;
Leckband und Israelachvili, 2001].

Der Kontaktwinkel zeigt das Ausmal’ der Benetzbarkeit einer Oberflache [Geckeler et
al., 1997; Leckband und Israelachvili, 2001]. Nach der Methode des liegenden
Tropfens, eines optischen Verfahrens, bestimmt man mittels eines Goniometers den
Winkel zwischen der Festkorperoberfliche und der Tangente, die am
Dreiphasenpunkt zwischen Festkorperoberflache, Flussigkeitstropfen und Luft
angelegt wird. Die hier gewdahlte Methode zur Ermittlung des statischen
Kontaktwinkels ist an eine definierte Arbeitsweise gebunden, denn durch
Sedimentation, Verdunstung, Veradnderung der Flissigkeit oder der Festkorper-
oberflache kann sich der Kontaktwinkel verandern. Dabei wird er durch die
Young'sche Gleichung beschrieben und zeigt den Zusammenhang zwischen der
Oberflachenenergie des Festkorpers, der Grenzflachenenergie zwischen Festkdrper
und Flussigkeitstropfen sowie der Oberflachenenergie des Flussigkeitstropfens
[Young, 1805].

Wasser ist eine Flussigkeit mit hoher Oberflachenspannung. Es wird als
Losungsmittel aller biologischen Systeme Ublicherweise zur Charakterisierung der
Oberflacheneigenschaften von Biomaterialien verwendet [Geckeler et al., 1997,
Leckband und Israelachvili, 2001]. Weil auch die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Werkstoffe in ihrer klinischen Anwendung als Biomaterialien in einer
wassrigen Umgebung fungieren, wurde die Benetzbarkeit ihrer Oberflachen mit
Wasser in erster Naherung als eine ihrer physiko-chemischen Eigenschaften
ermittelt. Auf die Unterscheidung polarer Anteile, die in der Regel sehr klein sind, und
dispersiver Anteile der Oberflachenenegie nach der Theorie von Owens-Wendt-
Rabel-Kaelble (OWRK) wurde fir den begrenzten Zweck der Arbeit verzichtet
[Owens und Wendt, 1969; Rabel, 1971]. In einer Analyse zur Struktur von Wasser
und ihrer Veranderung an Oberflachen wurden Oberflachen mit Netzwinkeln grofl3er
als 65° als hydrophob bezeichnet, solche mit kleineren Netzwinkeln sollten
hydrophile Oberflachen kennzeichnen [Vogler, 1998]. Auf diese Weise wurden
Polytetrafluorethylen (108°), Polyethylen (94°) und Polymethylmethacrylat (80°), die
auch hier verwendet wurden, als Werkstoffe mit hydrophoben Oberflachen
charakterisiert [Vogler, 1998].
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Dem entsprechend wurden PTFE (Polytetrafluorethylen), PE (Polyethylen) und
Silikon mit Netzwinkeln zwischen 90,5° und 105,5° nach Lagerung in PBS als stark
hydrophob eingestuft, wahrend PMMA (Polymethylmethacrylat), die Komposite Filtek
Siloran und TetricEvoCeram, sowie Titan und CoCrMo mit Netzwinkeln zwischen
61,75° und 79,25° als schwach hydrophob betrachtet wurden.

Die hier gemessenen Netzwinkel der verschiedenen Materialien gegen Wasser sind
identisch mit denjenigen in einer parallel entwickelten Arbeit zur Charakterisierung
der Adsorption von humanem Serumalbumin und humanem Speichel [Carl, 2010].
AuBerdem gibt es eine Ubereinstimmung mit entsprechenden Berichten in der
Literatur. Polytetrafluorethylen (PTFE) mit einem Netzwinkel von 106° wurde auch
von anderen als stark hydrophobes Material eingestuft, wie auch Silikon (95°) oder
Polyethylen (PE) (91°) [Hoffman, 1986; Gottenbos et al., 2000]. Der Netzwinkel des
PMMA von 61° liegt etwas unter denjenigen anderer Autoren, dennoch besitzt PMMA
eine als hydrophob eingestufte Oberflache [Gottenbos et al., 2000]. Das
Silorankomposit Filtek Siloran (79°) zeigt im Vergleich mit dem konventionellen
Komposit TetricEvoCeram (65°) eine hohere Hydrophobizitat. Dies wurde aufgrund
der chemischen Zusammensetzung aus Oxiranen und Siloxanen bereits vermutet, da
besonders der Bestandteil der Siloxane fir die gesteigerte Hydrophobizitat des
Biomaterials verantwortlich ist [Weinmann et al., 2005; Hahnel et al.,, 2010].
Vergleichbare Werte wurden auch von anderen Autoren berichtet [Blrgers et al.,
2009; Hahnel et al., 2010]. Fur die beiden Metalle CoCrMo und Titan wurden Winkel
von etwa 64° gemessen, die in der gleichen Grol3enordnung innerhalb der Literatur
gefunden wurden [Birgers et al, 2009]. Lediglich die Oberflache des
Glasionomerzements Ketac Molar wurde als hydrophil bestimmt. Aufgrund der
chemischen Zusammensetzung der Materialien (vgl. Kapitel 3.1.4) sind diese
Messungen der Kontaktwinkel unter Bertcksichtigung der oben diskutierten

Parameter zur Hydrophilie und Hydrophobizitét plausibel und erklarbar.

5.2.2 Die Benetzbarkeit von Oberflachen in Abhangigkeit adsorbierter Proteine

Die Adhasion von S. gordonii DL1 auf Werkstoffoberflachen wurde mit und ohne
Beschichtung mit humanem Speichel bestimmt. Zur ndheren Charakterisierung der

Rolle der Hydrophobizitat der Oberflachen wurden Netzwinkel gegen Wasser auch
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mit den speichelbeschichteten Werkstoffen bestimmt. Nach einem friilhen Paradigma
sollte eine auf der Oberflache von Materialien oder Biomaterialien adsorbierte
Proteinschicht zu einer Angleichung oder Nivellierung der Oberflachenenergie
fuhren, welche durch den experimentell bestimmbaren Netzwinkel gegen Wasser
ausgedruckt wird. Materialoberflachen mit urspringlich groRem Netzwinkel oder
relativ niedriger Oberflachenenergie sollten nach der Beschichtung mit Proteinen,
auch aus physiologischen Proteinlésungen, wie Blut oder Speichel, eine hdhere
Oberflachenenergie oder eine starkere Benetzbarkeit mit Wasser erfahren.
Umgekehrt sollte die relativ niedrige Oberflachenenergie urspringlich hydrophober
Oberflachen nach Adsorption einer Proteinlésung grél3er werden [van Dijk et al.,
1987; Morge et al., 1989; Miller et al., 2007].

Ihre Plausibilitdt gewinnt diese Modellvorstellung mdglicherweise aus der bekannten
Tatsache, dass Proteine amphiphile Molekile sind. Verschiedene Proteine einer
Losung oder Domanen eines Proteins wirden sich nach der Adsorption an
Oberflachen entfalten und unterschiedliche Anteile hydrophiler oder hydrophober
Abschnitte an der aul3eren Oberflache exponieren. Dieses Phanomen wirde Uber
die Bestimmung des Netzwinkels detektiert werden. Somit ist denkbar, dass
hydrophobe Abschnitte oder Domanen von Proteinen an hydrophobe Oberflachen
binden und so hydrophile Proteinstrukturen zur Oberflache gedreht werden. Auf
diese Weise konnte die Hydrophobizitat einer Oberflache reduziert werden.
Umgekehrt wirde die Bindung geladener oder polarer Gruppen von Proteinen und
komplementarer funktioneller Gruppen auf hydrophilen Oberflachen eher hydrophobe
Abschnitte von Proteinen an die Oberflache bringen, deren Hydrophobizitat auf diese
Weise insgesamt zunahme.

Diese Theorie wird unterstitzt durch experimentelle Daten mit Self-Assembled-
Monolayers (SAMs) auf Siliziumwafern als Modelloberflachen mit kontrolliert
veranderten funktionellen chemischen Gruppen [Miller et al., 2007]. Die urspringlich
sehr hydrophile Oberflache oxidierter Wafer (etwa 10°) mit funktionellen OH-Gruppen
war nach der Adsorption von Proteinen weniger hydrophil, wahrend umgekehrt die
auf hydrophoben Oberflachen mit funktionellen CHs- oder CF3-Gruppen adsorbierten
Proteinen diese hydrophiler machten (Abb. 15). Dabei ist jedoch, mdglicherweise fir
hydrophile Oberflachen mehr als fir hydrophobe, sehr genau darauf zu achten,
welche Proteine verwendet wurden. So reduzierte Fibronektin, ein fur die Adhasion

von Mikroorganismen relevantes Glykoprotein der extrazellularen Matrix, auf den

69



oxidierten Wafern die Hydrophilie weit mehr (60°) als etwa humanes Serumalbumin,
humaner Speichel oder Serum fir die Zellkultur [Mdller et al., 2007]. Fiur eine
ebenfalls hydrophile, allerdings mit Polyethylenglykol (PEG) modifizierte, Oberflache
wiederum war die Anderung der Hydrophilie mit den genannten Proteinen weniger
deutlich als auf den oxidierten Oberflachen. Auf der hydrophoben, mit CH3-Gruppen
funktionalisierten Oberflache erzeugte eine Beschichtung mit Proteinen zwar eine
héhere Hydrophilie, allerdings war hier kein Unterschied in der Wirkung der
unterschiedlichen Proteinlésungen erkennbar. Ahnliches wurde mit der extrem
hydrophoben CF3;-modifizierten Oberflache beobachtet, auf der auch nur eine sehr
geringe Proteinmenge nachzuweisen war. Ein direkter Zusammenhang zwischen der
Menge an adsorbierten Proteinen und der Anderung des Netzwinkels wurde
allerdings nicht beobachtet [Muller et al., 2007; Muller et al., 2008]. Ob die geringere
Menge adsorbierter Proteine auf den hydrophoben Oberflachen geringere
Unterschiede in der Veranderung der Netzwinkel verursacht, ist momentan nicht

bekannt.
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Abbildung 15: Netzwinkel gegen Wasser auf Modelloberflachen. Siliziumwafer mit oxidierten (OX)
Oberflachen oder solchen, die mit Polyethylenglykol (PEG), einer Ocytlgruppe (CHs-, OTS) oder einer
Heptadecafluorotetrahydrodecylgruppe (CFs-, HFS) funktionalisiert waren, wurden mit phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS), humanem Serumalbumin (HSA), Fibronektin (FN) oder humanem
Speichel beschichtet. Die Abbildung wurde modifizert nach Miiller et al., 2007.

Ein ahnlicher Einfluss einer Proteinbeschichtung auf den Netzwinkel an Oberflachen
war mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht zwingend nachvollziehbar.

Zwar wurde fur die meisten der als stark oder moderat hydrophob eingestuften
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Oberflachen eine Reduktion des Netzwinkels und damit eine Steigerung der
Hydrophilie ermittelt, aber der Netzwinkel fur die hydrophoben Oberflachen PE
(Polyethylen) und Silikon blieb nach der Beschichtung mit Speichelproteinen
unverandert hoch. Dabei war die Menge an adsorbierten Speichelproteinen auf PE
ungefahr um den Faktor 3 hoher als auf Silikon [Carl, 2010]. Interessant war auch die
Beobachtung, dass die ohnehin schon sehr hydrophile Oberflache des Glasionomer-
zements Ketac Molar nach der Beschichtung mit humanem Speichel nicht hydrophob
wurde, sondern nun mit Wasser vollstandig benetzbar war. Dabei war die adsorbierte
Proteinmenge in etwa so hoch wie auf Titan oder auf dem Kompositwerkstoff [Carl,
2010]. Somit korrelierte auch die Menge adsorbierter Speichelproteine nicht mit der
Benetzbarkeit der hier analysierten Oberflachen. Nach Korrelationsanalysen wurden
in der Tendenz fir den weiteren Bereich hydrophiler Netzwinkel (55°-75°) relativ
geringe Unterschiede fir die Adsorption von Speichelproteinen ermittelt, wéhrend im
stark hydrophoben Bereich der Netzwinkel (100°-120°) die Mengen adsorbierter
Speichelproteine abhéngig von den Oberflachen unterschiedlich waren [Carl, 2010].
Ahnliche Beobachtungen wurden fiir experimentelle Harze auf der Basis von UDMA
(Urethandimethacrylat) mit verschiedenen Kettenlangen und funktionellen Gruppen
berichtet. Die Beschichtung der unterschiedlichen Oberflachen mit Speichel fihrte
zwar tendenziell zu geringeren Netzwinkeln mit Wasser, jedoch waren diese
Verdnderungen sehr heterogen. Ein einheitlich nivellierender Effekt der
Speichelbeschichtung auf die Benetzbarkeit mit Wasser sollte aus diesen Resultaten
nicht abgeleitet werden [Hahnel et al., 2008]. Andererseits stieg die freie
Oberflachenenergie verschiedener Adhasivsysteme nach der Beschichtung mit einer
Muzinlésung tendenziell.  Allerdings waren die Unterschiede zu den
Oberflachenenergien der unterschiedlichen Systeme vor der Beschichtung gering
[Leyer, 2010].

Damit ist die Diskussion eines einfachen Zusammenhangs zwischen der
Oberflachenenergie von Oberflachen und ihrer Veranderung nach der Adsorption
von Proteinen insgesamt wenig hilfreich. Eine Nivellierung der Oberflachenenergie
nach Adsorption von Proteinen kann momentan nicht allgemein angenommen
werden. Selbst dort, wo sich ein entsprechender Trend abzeichnen kénnte, ist nicht
bekannt, ob auch dieselben Proteine dieselbe Anderung der Hydrophobizitat auf
unterschiedlichen Oberflachen verursachen. Mdglicherweise fuhrt eine ganz andere

Population von Proteinen aus einer komplexen Lésung wie Serum oder Speichel
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zum selben Phénomen einer gleichermalRen hydrophoben Oberflache. Die gezielte
Identifizierung spezifischer Proteine auf unterschiedlichen Oberflachen mit
proteinchemischen Methoden wie 2D-PAGE mit MALDI-TOF sollte darauf Hinweise
geben kdnnen.

Damit erlaubt die Information Gber die Oberflachenenergie auch nicht zwingend den
Schluss auf die Mengen adsorbierter Proteine. AuRerdem ist nicht vorhersagbar,
welche Proteine aus unterschiedlichen Losungen spezifisch und selektiv an
Oberflachen adsorbieren. Neben der Menge an adsorbierten Proteinen wird die
Adhasion von Bakterien oder Zellen wesentlich von der Zusammensetzung einer
Proteinschicht auf Oberflaichen und den insgesamt verfigbaren funktionellen
Gruppen beeinflusst. Sie entscheidet dartber, ob und in welcher Haufigkeit
spezifische Bindungen Uber Liganden in Proteinen zu Rezeptoren auf
Zelloberflachen auf welcher Materialoberflache méglich sind [Muler et al., 2006].

So ergibt sich momentan ein sehr komplexes Bild fur die Proteinadsorption auf
unterschiedlichen Biomaterialien, das mit den Parametern des Netzwinkels gegen
Wasser oder Uber die Bestimmung der Oberflachenenergie allein nicht zu erklaren
ist. Funktionelle chemische Gruppen, die hydrophobe oder hydrophile Oberflachen
erst spezifisch erzeugen, sowie Losungsmittel, pH-Wert, lonen und lonenstérke
spielen eine entscheidende Rolle. Diese Faktoren wirken auf und verandern die
funktionellen Gruppen an der Oberflache von Proteinen und bestimmen so die
Adsorption unterschiedlicher Proteine aus physiologischen Lésungen guantitativ und
selektiv. Proteine verdndern dadurch ihre Struktur und damit mdglicherweise ihre
biologische Funktion oder verandern oder erlauben so die spezifische Adhasion
bestimmer Bakterienspezies. Erganzend zu den vielen Ergebnissen, die aus in vitro
Untersuchungen stammen, sollten nach Madglichkeit auch Analysen in vivo
durchgefiihrt werden. Es wurde berichtet, dass in vitro gebildete Pellikel weniger
hydrophob waren als solche, die in einer klinischen Situation entstanden [van der Mei
et al., 2002].

5.2.3 Eigenschaften der Oberflache von Streptococcus gordonii

Die Oberflachenrauhigkeit und die Oberflachenenergie sind zwei Parameter, die als

wesentlich fur die Adhasion von Bakterien an Oberflachen diskutiert werden. So gibt
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es in der wissenschaftlichen Literatur viele Hinweise darauf, dass die
Oberflachenenergie von Werkstoffen und diejenige von Mikroorganismen deren
Adhasion bestimmen. Bakterien mit hydrophilen Oberflachen sollten bevorzugt an
hydrophile Substratoberflachen binden, und umgekehrt sollten hydrophobe
Oberflachen die Adhasion hydrophober Organismen fordern [Absolom et al., 1983;
Uyen et al., 1985; Pratt-Terpstra et al., 1987; An und Friedman, 1998; Bakker et al.,
2004].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Adhasion von Mikroorganismen auf
Werkstoffoberflachen einschlie3lich solcher, die haufig in der restaurativen
Zahnheilkunde verwendet werden, mit dem Stamm Streptococcus gordonii DL1
analysiert. Streptokokken besiedeln viele Nischen der Mundhohle und gehoéren zu
den haufigen Organismen der dentalen Plaque [Nyvad und Kilian, 1987; Frandsen et
al., 1991]. Wachstum und Uberleben der Streptokokken hangen auch von ihrer
Fahigkeit ab, an orale Oberflachen zu adhéarieren, welche selbst mit
Speichelproteinen und Glykoproteinen (berzogen sind. Dazu und fur die
Vergesellschaftung mit anderen Organismen, wie etwa Actinomyceten, dienen auf
der auReren Oberflache der Streptokokken selbst eine Reihe von Adhéasinen, die
meist auf Fibrillen oder Fimbrien exprimiert sind [Handley et al., 1985; Jenkinson und
Lamont, 1997].

Diese fibrillaren Strukturen etwa auf S. gordonii oder S. sanguis wurden oft mit der
Adhasion auf speichelbeschichteten Oberflachen und mit der Hydrophobizitat der
Oberflache der Bakterien in Verbindung gebracht [Gibbons et al., 1983; Harty et al.,
1990; McNab et al., 1995]. Diese Annahmen sind fur die vorliegende Arbeit von
besonderem Interesse, weil die Oberflachen der hier untersuchten Werkstoffe auch
nach der Beschichtung mit Speichel unterschiedlich hydrophob sind und dieser
Parameter moglicherweise die Adhasion von S. gordonii DL1 beeinflussen kénnte.
Die Hydrophobizitat von S. gordonii DL1 basiert auf der Expression von CshA, einem
Hauptprotein der Bakterienzellwand, das an der Bildung von Fibrillen beteilgt ist
[McNab und Jenkinson, 1992; McNab et al., 1999]. Aul3erdem wurde berichtet, dass
Mutanten von S. gordonii DL1 mit erhéhter Hydrophobizitat auch vermehrt das CshA-
Protein exprimierten und starker mit Actinomyces aggregierten [Jenkinson und
Carter, 1988]. In CshA-defizienten Mutanten wiederum waren die Hydrophobizitat
sowie ihre Fahigkeit, an Actinomyces naeslundii oder S. oralis zu binden,
eingeschrankt [McNab et al., 1994; McNab et al.,, 1996]. CshA-ahnliche Proteine
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wurden in S. gordonii, S. oralis und S. sanguis gefunden, nicht jedoch in der Mutans-
Gruppe [McNab et al., 1995]. Es sollte jedoch nicht unerwéhnt bleiben, dass S.
gordonii DL1 in einer in vitro Untersuchung durchaus auch an eine sehr hydrophile
Modelloberflache ohne weitere Modifizierung stark adhéarierte [Muller et al., 2007].

5.3 Methoden der Bakteriendetektion auf Oberflachen

Fur den quantitativen Nachweis der auf Werkstoffoberflachen adhérierten
Mikroorganismen steht ein breites Spektrum von Methoden in vivo und in vitro zur
Verfugung. Abhangig von der origindren primaren Fragestellung sind in vitro
Analysen auf Einzelzellebene ebenso moglich wie der Nachweis der in komplexen
Biofilmen vergesellschafteten Organismen in statischen oder dynamischen Systemen
(FlieBkammer). Biofilmbildung kann aufRerdem analytisch im Tiermodell oder in
klinischen Studien verfolgt werden [Leonhardt et al., 1995; Gottenbos et al., 2003;
Meier et al., 2008; Rosentritt et al., 2008].

Fur den quantitativen Nachweis der auf Oberflachen adhérierten Bakterien in vitro
werden als direkte in situ Verfahren die Darstellung mittels Licht- und
Fluoreszenzmikroskopie verwendet [Liu et al., 2008; Rosentritt et al., 2008; Burgers
et al., 2010; Hahnel et al., 2010]. AuRerdem kénnen Mikroorganismen mit Hilfe des
Rasterkraftmikroskops (AFM) [Beyth et al., 2007; Tedjo et al., 2007; Boks et al.,
2008] oder des Rasterelektronenmikroskops [Hahnel et al., 2008; Liu et al., 2008;
Namba et al., 2009] visualisiert und quantifiziert werden. Die konfokale Laser-Raster-
Mikroskopie (CLSM) bietet nach Fluoreszenzfarbung neben der sehr aufschluss-
reichen Unterscheidung zwischen dem Anteil lebender oder toter Zellen in einem
Biofilm auch den Vorteil der Rekonstruktion der Eigenschaften seiner
dreidimensionalen Architektur [Auschill et al., 2002; Al-Ahmad et al., 2008]. Damit
erlauben die direkten mikroskopischen Methoden die unmittelbare Darstellung
adharierter Mikroorganismen. Die Quantifizierung ist allerdings wegen der mitunter

sehr kleinen Ausschnitte, die erfasst werden kdnnen, sehr aufwendig.

Indirekte Methoden erfordern zunachst die manchmal schwierig zu kontrollierende
Entfernung der Mikroorganismen oder eines Biofilms von der Oberflache. Erst dann

ist die Quantifizierung von radioaktiv markierten Bakterien mit anschlieRender
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Szintigrafie méglich [Steinberg und Eyal, 2002; Lima et al., 2008]. Manchmal genigt
auch eine einfache Spektrophotometrie oder der Nachweis spezifischer
Stoffwechselprodukte. Genau wie diese setzen numerische Verfahren mittels
Partikelzahler oder Durchflusszytometrie meist eine relativ hohe Zellzahl fir
zuverlassige Ergebnisse voraus [Gottenbos et al., 2000; Ebi et al., 2001; Gottenbos
et al., 2003; Beyth et al., 2007]. Umgekehrt kdnnen mit der real time-PCR sehr
geringe Zellzahlen nachgewiesen werden. Dennoch ist diese Methode relativ zeit-
und kostenintensiv [Namba et al., 2009]. Eine weitere einfache Methode zur
Quantifizierung von Bakterien ist Kolonisation auf Agarplatten mittels Replikatechnik
oder aber die Bestimmung der Zahl koloniebildender Keime auf selektiven
Nahrboden [Mdller et al., 2007].

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Nachweisreaktion mittels Biotin/Avidin
erlaubt den direkten quantitativen Nachweis von Bakterien auf sehr kleinen
Oberflachen. Bei dieser Reaktion bindet das Sulfo-NHS-Biotin unter Spaltung einer
Esterbindung kovalent an freie Aminogruppen an der Oberflache eines Bakteriums.
Das eingebrachte Avidin D- Avidin D-HRP (horseradish peroxidase) bindet
seinerseits an Biotin. Die horseradish peroxidase oxidiert den Farbstoff Luminol,
einen Bestandteil des ECL-Systems. Letztlich wird dann durch Belichtung eines
Rontgenfilms die Bakterienadh&sion auf Oberflachen oder, wie in der vorliegenden
Arbeit, auf Prufkdrpern in ein sichtbares Ergebnis dberfuhrt. Anhand unter-
schiedlicher Graustufen, die von unterschiedlichen Oberflachen stammen, wird im
Vergleich zu den Grauwerten bekannter Bakterienzahlen in Eichkurven mit einer
geeigneten Software die Menge an Bakterien auf den Werkstoffoberflachen
errechnet [Ruhl et al., 2006; Muller et al., 2007].

Bakterielle Overlay-Methoden sind bis heute bewéhrte Mittel zur Untersuchung von
Adhasin-vermittelten Bindungen an Glykolipid- oder Glykoproteinrezeptoren. Bis vor
kurzem war diese Methode allerdings nicht zur Quantifizierung von Bakterien auf
kleinen Oberflachen etabliert. Die direkte Replika-Methode mittels Kolonisation auf
Agarplatten bendtigt lebende Bakterien und kann nur mit solchen Bakterien bebrutet
werden, die auf das Medium ubertragbar sind. Ungenauigkeiten kénnen dadurch
entstehen, dass eine ungewisse Anzahl an Bakterien auf der Materialoberflache
bleiben kénnte und somit nicht erfasst wird. Das Rasterelektronenmikroskop bietet

Momentaufnahmen und zeigt nur die wirklich festsitzenden Bakterien auf der
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Oberflache. Es ist nicht auszuschliel3en, dass wahrend der Probenaufbereitung
Zellen verloren gehen kénnen. Alternative Methoden und Techniken, wie vorher
genannt, bendtigen meist eine grof3e Oberflache, um zuverlassige Ergebnisse zu
erzielen. Die zu wéahlende Technik bleibt allerdings immer abhangig vom Material
und der jeweiligen Fragestellung [Mduller et al., 2007]. Die Vorteile der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Methode des Bakterien-Overlays sind die relativ
einfache Detektion, die Mdglichkeit zur simultanen Auswertung einer grof3en Zahl
von Prufkorpern oder Oberflachen und der Nachweis relativ kleiner Bakterienmengen
auf kleinen Oberflachen [Ruhl et al., 2006; Miller et al., 2007].

5.4 Bakterienadhéasion auf unterschiedlichen Biomaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Materialien werden in der Medizin fur
ganz unterschiedliche Zwecke verwendet. Manche von ihnen sind ausschlief3lich als
Fullungs- oder Unterfutterungsmaterialien in der Zahnmedizin und zahnérztlichen
Chirurgie in Gebrauch. Andere dagegen werden im gesamten Bereich der Medizin
als Implantatwerkstoffe genutzt. Die Frage nach der initialen Adhasion von
Mikroorganismen auf diesen Werkstoffen ist in den benannten medizinischen
Bereichen klinisch von grof3er Bedeutung. Oberflachen, die eine schnelle Adh&sion
erlauben, bergen ein erhdhtes Risiko, dass darauf Biofilme entstehen, welche die
Struktur und Funktion von Implantatwerkstoffen beeintrachtigen und zu
unerwunschten infektiosen Krankheitsbildern fihren kénnen. Biofilme auf dentalen
Werkstoffen fordern oder bedingen Karies, Parodontitis oder Periimplantitis auf
Implantatwerkstoffen, die zu Infektionen fihren kénnen, die mindestens den Verlust
des Implantats bedeuten [Costerton et al., 1999; Busscher et al., 2010; Mombelli und
Décaillet, 2011]. Im Folgenden sollen dazu der Einfluss der Hydrophobizitat von
Werkstoffoberflachen, des Speichels, sowie der Eigenschaften der Werkstoffe selbst

auf die Adhéasion von S. gordonii DL1 erlautert werden.

76



5.4.1 Der Einfluss der Hydrophobizitat reiner Werkstoffoberflachen auf die

Adhéasion von Mikroorganismen

Die Bioadhasion an verschiedenen Materialien ist ein komplexer Vorgang, welcher
von enorm vielen Faktoren abhéngig ist (siehe Kapitel 5.1). Bakterielle Adhasion an
Oberflachen kann auch ohne spezifische Speichelproteine auftreten und demzufolge
kénnen Materialien per se die Kolonisation beeinflussen [Montanaro et al., 2004]. Als
ein physiko-chemischer Faktor dafiir wird auf ansonsten glatten Oberflachen die
auch in dieser Arbeit untersuchte Hydrophobizitat der Materialien diskutiert [Muller et
al., 2007; Hahnel et al., 2010].

Die meisten Zellen fur S. gordonii DL1 wurden hier auf der hydrophilen Oberflache
des Glasionomerzements Ketac Molar nachgewiesen. Auch auf den Oberflachen von
Titan oder CoCrMo wurden relativ viele Zellzahlen gefunden. Eine vergleichsweise
geringe Zellzahl wurde hingegen auf den hydrophoben Oberflachen von PTFE oder
Filtek Siloran ermittelt (Abb. 8). Regressionsanalysen zeigten eine negative
Korrelation zwischen steigenden Netzwinkeln auf Werkstoffoberflachen ohne
Beschichtung mit humanem Speichel und den Zellzahlen fur S. gordonii DL1, auch
wenn die Unterschiede zwischen den Zellzahlen mit hochstens Faktor 3 Uber den
hier bestimmten Bereich der Hydrophobizitat klein waren (Abb. 9).

Ein negativer Zusammenhang zwischen den Netzwinkeln und der Adh&sion von S.
gordonii war so nicht unbedingt zu erwarten, denn folgt man den Uberlegungen zur
Thermodynamik, wiirde man gerade das Gegenteil vermuten. Ublicherweise werden
hydrophile Oberflachen als solche diskutiert, die einer initialen Adhasion der
Bakterien eher widerstehen als hydrophobe [Muller et al., 2007]. Wenn man, wie
oben diskutiert, annimmt, dass der hier verwendete Stamm S. gordonii eine eher
hydrophobe Oberflache aufweist, wirde man erwarten, auf den unbehandelten
hydrophoben Oberflachen mehr Zellen als auf den unbehandelten hydrophilen
Oberflachen zu finden. Es ist allerdings auch mdglich, dass unter den hier gewéhlten
Bedingungen mit PBS als Ldsungsmittel die Oberfliche von S. gordonii eher
hydrophil sein konnte. Nicht auszuschliel3en ist aber auch, dass nicht die Hydrophilie
alleine ein Kriterium ist, sondern auch die chemischen Gruppen an der Grenzflache,
die diese Benetzbarkeit mit Wasser erst erzeugen. Dazu wéaren Analysen mit mehr
Oberflachen hilfreich, die dieselbe Benetzbarkeit aufgrund unterschiedlicher

chemischer Funktionalitat zeigen. Hinweise auf die Bedeutung der Funktionalitat von
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Oberflachen fir die Besiedlung mit Mikroorganismen geben auch die hier erzielten
Ergebnisse mit dem stark hydrophoben Filtek Siloran. Auch andere Autoren fanden,
dass die sehr hohe Hydrophobizitat einer glatten Oberflache des Silorankomposits
nur eine geringe Bakterienadhéasion erlaubte. Andere hydrophobe Komposite auf
Acrylatbasis hingegen wurden durchaus, éhnlich wie das TetricEvoCeram in der
vorliegenden Arbeit, von einer relativ gro3en Zahl von Bakterien besiedelt [Blrgers et
al., 2009; Hahnel et al., 2010].

Insgesamt ergibt sich momentan hinsichtlich der Funktion der Hydrophobizitat von
Oberflachen fur die Adhasion von Mikroorganismen kein einheitliches Bild. Frihere
Analysen interpretieren durchaus einen direkten Zusammenhang zwischen der
Hydrophobizitat der Bakterienoberflache und derjenigen von Werkstoffen fur die
Adhasion der Zellen [Uyen et al., 1985; Pratt-Terpstra et al., 1987; Suljak et al.,
1995]. In fruhen klinischen Untersuchungen beispielsweise wurde weniger dentale
Plaque auf Oberflachen mit geringerer Oberflachenenergie als auf hydrophilen
Substraten gefunden. Allerdings war die Zusammensetzung der Plaque auf
hydrophoben und hydrophilen Oberflachen nicht verschieden. Man nahm nun fur
diese in vivo-Analysen an, dass die Mehrheit der Mikroorganismen der Mundhdhle
eine hohe Oberflachenenergie aufwiesen und daher bevorzugt auf hydrophilen
Oberflachen adhéarierten, wahrend Mikroorganismen mit geringer Oberflachenenergie
in der Mundhothle eher selten waren. Fur einen bestimmten Bakterienstamm
stimmten diese thermodynamischen Uberlegungen auch fir die Adhasion auf
blanken Oberflachen in vitro. Allerdings wurden die Eigenschaften von
Substratoberflachen durch die Adsorption von Speichel rasch verandert [Busscher
und van der Mei, 1997].

Bemerkenswert ist auch der Bericht Uber signifikante Unterschiede der
Adhasionskréfte vier verschiedener Staphylococcus epidermidis-Stamme an
hydrophilen und hydrophoben Oberflachen. Auf hydrophoben Oberflachen wurde
eine rasche Bindung beobachtet, jedoch war die Adhasionskraft limitiert und der
Adhasionsvorgang von hydrophoben Wechselwirkungen beeinflusst. Auf hydrophilen
Oberflachen dagegen wurde die Bindungsstarke mit langer dauerndem Kontakt
groRer, da mdoglicherweise durch Umordnung auf3erer Zellstrukturen Wasserstoff-
bricken gebildet wurden. Folglich sollten die Adhasionskrafte auf den hydrophilen
Oberflachen starker sein als auf den hydrophoben [Boks et al., 2008]. Aul3erdem ist

anscheinend die Teilungsrate von Bakterien auf Oberflachen viel starker von den
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Oberflacheneigenschaften der Materialien abhéangig als etwa die initiale Adhasion.
Auf allen Materialien verlief die initiale bakterielle Adhasion wegen der ionischen
Kraft von PBS &ahnlich, so dass elektrostatische Kréafte der Materialoberflache als
nahezu unbedeutend diskutiert wurden [Gottenbos et al.,, 2000]. Neuere Arbeiten
erdrtern ahnlich wie hier, dass der Parameter Hydrophobizitat bei weitem nicht als
einziger fur die Interpretation der Starke der Bakterienadhasion hinreicht [Birgers et
al., 2009; Hannig und Hannig, 2009; Hahnel et al., 2010; Leyer, 2010]

5.4.2 Der Einfluss einer Beschichtung von Werkstoffoberflachen mit Speichel

auf die Adh&sion von Mikroorganismen

Naturliche Oberflachen, dentale Restaurationen, aber auch alle anderen
medizinischen Implantate stehen in Kontakt mit Korperflissigkeiten und adsorbieren
deshalb Proteine aus diesen Medien auf der Oberflache. In der Zahnheilkunde
bezeichnet man diesen dinnen Film aus Komponenten des Speichels als
erworbenes Pellikel. Diese dunne Schicht kann Eigenschaften der reinen
Oberflachen, einschlie3lich der Benetzbarkeit mit Wasser, tiberdecken. Dadurch und
durch die direkte Interaktion von Speichelkomponenten mit Mikroorganismen selbst
wird deren Adhasion auf naturlichen und kinstlichen Oberflachen veréndert [Hannig
und Hannig, 2009].

Die initiale bakterielle Adhasion auf einer pellikelbeschichteten Oberflache ist relativ
schwach und reversibel. Die substratspezifischen Oberflacheneigenschaften werden
bis zu einem gewissen Grad von dem entstandenen Pellikel in Abh&angigkeit von
dessen Dicke maskiert und nur die mittleren und weitreichenden Krafte durch sie
hindurch transferiert. Mit seiner Zusammensetzung, Rezeptoren, enzymatischer
Aktivitat, Scherkraften sowie entstehenden antibakteriellen Proteinen scheint das
gebildete Pellikel verschiedenste Moglichkeiten zum weiteren Einfluss auf die
bakterielle Adhasion und die initiale Biofilmbildung zu haben. Zusatzlich erfolgt sein
standiger Auf-, Ab- und Umbau [Hannig und Hannig, 2009].

Fur die Diskussion der initialen Adhasion von S. gordonii DL1 auf Werkstoff-
oberflachen wurden in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der Hydrophobizitat der
Oberflachen auch nach der Beschichtung mit Speichel sowie die Anwesenheit von

Speichel per se betrachtet. Fiur alle Oberflachen wurde Uber einen weiten Bereich
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von Netzwinkeln kein Zusammenhang zwischen dem physiko-chemischen Parameter
der Hydrophobizitat speichelbeschichteter Oberflachen und der Zahl adhéarenter S.
gordonii DL1 gefunden. Zu denselben Ergebnissen gelangten auch neuere Analysen
der Adhasion von Bakterien auf einer Reihe dentaler Komposite, einschlie3lich eines
Silorans oder experimenteller Formulierungen von Dimethacrylaten [Hahnel et al.,
2008; Burgers et al., 2009]. Die Beschichtung von Oberflachen von Dentinadhasiven
mit Muzin hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Adh&asion von S. mutans [Leyer,
2010].

Andere Autoren analysierten das Alter der Pellikel oder Unterschiede der Adhasion
verschiedener Bakterienspezies. So wurde fur die Adhasion von S. mitis an Schmelz
kein signifikanter Effekt eines Pellikels gefunden. Andererseits sollte die Adhasion
von S. sanguis und S. mutans an Schmelz bereits durch ein nur wenige Minuten
altes Pellikel nahezu vollstandig reduziert sein. Es wurde vermutet, dieses Pellikel
wirde die Eigenschaften der Oberflachen von Materialien maskieren und die
Streptokokkenadhasion stark verringern. Ein reifes Pellikel dagegen zeigte nahezu
keine Wirkung auf die Bakterienadhasion [Pratt-Terpstra et al., 1989]. Fur die
Adhasion verschiedener Streptokokkenspezies auf Keramikwerkstoffen war die friihe
Bildung einer Plaque eher vom Pellikel selbst als von Materialeigenschaften
abhangig. Bemerkenswert war die geringe Adhésion von S. mutans und S. sobrinus
verglichen mit S. sanguinis oder S. oralis [Meier et al., 2008]. Nach kunstlicher
Alterung dentaler Komposite war die Adhasion von S. mutans nach der Beschichtung
der Oberflachen mit kinstlichem Speichel sogar reduziert [Hahnel et al., 2010].
Ahnliche Beobachtungen berichteten ebenfalls von einer reduzierten Adhasion von
S. sanguis, S. salivarius und Actinomyces viscosus an mit Speichel beschichteten
Kompositen [Suljak et al., 1995].

Die Beschichtung chemisch funktionalisierter Modelloberflaichen mit Speichel
wiederum fuhrte zu einer gesteigerten Adhasion von S. gordonii ganz unabhangig
von der Art der Oberflachenmodifizierung [Mller et al., 2007]. Diese Beobachtung ist
bemerkenswert in Zusammenhang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. So
fuhrte die speichelbeschichtete Oberflache des Glasionomerzements Ketac Molar zu
einer vollstandigen Benetzbarkeit mit Wasser und dennoch wurde dieselbe Zahl von
Mikroorganismen wie auf der reinen Oberflache nachgewiesen. Zur Erklarung dieser
Beobachtung reicht die thermodynamische Theorie mdglicherweise nicht mehr, auch

wenn die Oberflachenenergie der reinen Oberflache des Glasionomerzements mit
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einem Netzwinkel gegen Wasser von etwa 40° hoch ist. Sie wirde auch der friher
formulierten Theorie widersprechen, der zufolge hydrophile Oberflachen resistent
gegen die Adhasion von Mikroorganismen sein sollten [Muller et al., 2007]. S.
gordonii wurde auch auf einer hydrophilen Oberflache in fast derselben Menge
gefunden, wie auf zwei chemisch verschiedenen, mit CHs- oder CF3-Gruppen
funktionalisierten, stark hydrophoben Oberflachen [Miiller et al., 2007]. Wegen des
fehlenden Zusammenhangs zwischen Netzwinkel und Zahl der Mikroorganismen darf
man jedoch vermuten, dass spezifische Komponenten aus dem Speichel auf der
Oberflache des Glasioniomerzements auch die inititale Adh&sion der
Mikroorganismen foérdern.

Diese spezifischen Komponenten oder Proteine sollten dann in etwa derselben
Menge auf allen Oberflachen vorhanden sein, auch wenn die absoluten
Proteinmengen unterschiedlich sind. Eine minimale Menge der spezifisch an S.
gordonii bindenden Proteine sollte genligen, um maximale Sattigung der Bindung an
S. gordonii zu erzielen. Diese maximale Sattigung mit S. gordonii fur alle Werkstoffe
wurde den fehlenden Zusammenhang mit der Benetzbarkeit mit Wasser und der
Gesamtproteinmenge erklaren. Nur in diesem Sinne wirde die Beschichtung mit
Speichelproteinen eine Nivellierung der inititalen Adhasion von S. gordonii erzeugen.
Die hohere Zahl der Mikroorganismen auf der reinen Oberflache des
Glasionomerzements Ketac Molar war auf der mit Speichel beschichteten Oberflache
reduziert. Umgekehrt stieg die urspringlich kleinere Zellzahl auf den reinen, stark
hydrophoben Oberflachen nach der Beschichtung mit Speichel. Diese Uberlegungen
wurden nun lediglich fur die initiale Adhasion von S. gordonii in vitro gelten. Fir den
Verlauf der Bildung eines komplexen Biofilms in vivo sollten jedoch keine Prognosen
abgeleitet werden. Dennoch kénnte eine spezifische Bindung von S. gordonii an
Speichelproteine die initiale Adh&sion fordern. So wurden auf der Oberflache von S.
gordonii DL1 mehrere Adhasine beschrieben, die an Speichelproteine binden
kobnnen, etwa das grofRe serinreiche Protein HSA [Takahshi et al., 2002]. Es ist
aulRerdem bekannt, dass S. sanguis, S. gordonii oder A. naeslundii an spezifische
Speichelkomponenten, wie etwa MG2 oder PRP-1, binden [Ruhl et al., 2004]. MG2,
ein Muzin, ist ein low molecular weight mucin glycoprotein mit O-glykosidischen und
einem geringen Anteil an N-glykosidischen Bindungen. PRP-1 ist eines der prolin-
reichen Proteine (PRP) des Speichels [Scannapieco, 1994]. Ahnlich wie hier fiir den

Glasionomerzement Ketac Molar beschrieben, forderte auch die Beschichtung einer
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mit Polyethylenglykol (PEG) modifizierten hydrophilen Oberflache, an die un-
beschichtet wenige Zellen binden kdnnen, die Adhasion von S. gordonii. Zu guter
Letzt wurde nachgewiesen, dass dieser Bakterienstamm, anders als S. mitis, sehr
stark an Speichel alleine binden kann [Miller et al.,, 2007]. Aus diesen Be-
obachtungen darf man ableiten, dass die adsorbierten Proteine die urspriinglich
reinen Oberflachen nicht unbedingt maskieren, sondern mit funktionellen Gruppen
bereichern. Jedoch bestimmen wohl die in der jeweiligen Umgebung aktiven physiko-
chemischen Eigenschaften der reinen Oberflache Menge und Spektrum adsorbierter
Proteine. Eine differenzielle Analyse des Spektrums der auf unterschiedlichen
Oberflachen adsorbierten Proteine aus identischen physiologischen Flissigkeiten,

Speichel oder Serum, steht allerdings noch aus [Walz et al., 2006].

5.4.3 Die Adhasion von Mikroorganismen auf den Werkstoffen

Dentale Komposite auf Acrylatbasis

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Komposit TetricEvoCeram der Firma
Ivoclar Vivadent ist ein Nanoflllerkomposit mit einer mittleren PartikelgroRe von
550 nm. Dieser zahnfarbene, plastische Fullungswerkstoff wird ausschliel3lich im
zahnmedizinischen Bereich verwendet. Aufgrund der Bestandteile seiner
organischen Matrix wird dieses Material als hydrophob bezeichnet und steht so
stellvertretend fur die Klasse dentaler Komposite auf Acrylatbasis [Marxkors et al.,
2005].

Erste Analysen zur Adhasion von Mikroorganismen an Kompositen zeigten fir S.
sanguis und S. mutans die Abhangigkeit der bakteriellen Adhasion von
Hydrophobizitat und Zeta-Potential der verwendeten Materialien [Satou et al., 1988].
Andere fanden an flie3fahigen Kompositen, Microhybridkompositen, Glasionomer-
zementen, einem Kompomer und einem Ormocer eine anndhernd identische
Adhasion von S. mutans, mit Ausnahme des Ormocers. Daraus wurde gefolgert,
dass bakterielle Adh&asion auch ohne spezifische Speichelproteine auftreten kann
und demzufolge die verwendeten Materialien die Kolonisation beeinflussen kdnnen
[Montanaro et al., 2004].

Die Biofilmbildung auf Kompositen und Glasionomerzementen wurde vielfach als

negativer Vorgang beschrieben, welcher zur Zerstérung der Oberflache dieser
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Materialien fuhrt. In dieser ,Spirale” fordert die Bakterienadhasion die Bildung eines
Biofilms mit fortschreitender Zerstérung des Materials und schlussendlich die
Kariesentstehung. Mit der Adhasion von S. mutans an Kompositen mit
verschiedenen Fullstoffgrof3en sollte die Rauhigkeit der Oberflachen zunehmen,
Fullstoffe modifiziert werden und die Mikroharte geringer werden kénnen. AufRerdem
sollte die Freisetzung von Kompositbestandteilen, vor allem Ethylenglycol-
dimethacrylat oder Triethylenglycoldimethacrylat, das Wachstum kariogener
Bakterien fordern [Beyth et al.,, 2008; Busscher et al.,, 2010]. Antibakterielle
Eigenschaften lieBen sich (ber einen langeren Zeitraum nur bei Amalgam
beobachten, wahrend sie bei den Kompositen nur minimal auftraten. Komposite
sollten im Vergleich zu Amalgam die Bildung eines Biofilms férdern [Beyth et al.,
2007].

Silorane

Silorane gehdéren ebenfalls zur Klasse der dentalen Komposite und basieren auf
ringdffnenden Molekulen aus Siloxanen und Oxiranen. Die Siloxane bedingen dabei
die Hydrophobizitat des Werkstoffes [Palin et al., 2005; Weinmann et al., 2005]. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die Berichte anderer Arbeitsgruppen zeigen
in groRer Ubereinstimmung mit verschiedenen Bakterienspezies eine, verglichen mit
herkdbmmlichen Kompositen, geringere Besiedlung der Oberflache eines Werkstoffes
auf der Basis von Siloranen. Bei hoher Hydrophobizitat der Siloranoberflache ist die
Adhasion von Bakterien auf der reinen Oberflache gering [Birgers et al., 2009;
Hahnel et al., 2010]. Allerdings stieg hier die Zahl der adhérenten S. gordonii, wenn

die Siloranoberflache mit Speichel beschichtet wurde.

Glasionomerzemente

Glasionomerzemente (Polyalkenoatzemente, GIZ) werden heute nicht nur als
Fullungsmaterialien verwendet, sondern eignen sich auch als Unterfullungs- und
Aufbauwerkstoff sowie zur Wurzelkanalfullung und zur Befestigung von Kronen und
Bricken. Zusatzlich finden sie gelegentlich Anwendung als Fissurenversiegler
[Schmalz, 2005]. In der Arbeit wurde der hochviskdse, hydrophile Glasionomer-
zement Ketac Molar verwendet.

Die Bildung eines Biofilms erscheint, wie oben beschrieben, auf Glasionomer-

zementen als negativer Vorgang, der zur fortschreitenden Zerstérung der Material-
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oberflache, einer vermehrten Bakterienadhasion und schlief3lich zur Entstehung von
Karies fuihrt. Durch die Freisetzung von Fluorid kénnten GIZ jedoch die Bildung eines
Biofilms beeinflussen. Fluoride dienen als Puffer zur Neutralisation von S&uren und
hemmen das Wachstum von Bakterien. Allerdings wurde die Bildung eines Biofilms
durch die Beschichtung eines GIZ mit Speichel nicht reduziert. Es wurde vermutet,
dass Fluoride dann entweder keine dominante Rolle in der Biofilmbildung spielen
oder aber ihre wirksame Konzentration nicht erreicht wurde [Busscher et al., 2010].
Der Zusammenhang zwischen Rauhigkeit, Plague und bakterieller Adh&sion wurde
mittels Adhasion von S. mutans an konventionellen GIZ (Ketac Fil, Aqua lonofil),
kunststoff-modifizierten GIZ (Vitremer), Compoglass, Dyract, Kompositen (darunter
auch Tetric Ceram) und Empress-Keramik analysiert. Die meiste Plaque und die
hdchste Rauhigkeit wurde bei den GIZ beobachtet, und Fluoride schienen auch hier
keinen Einfluss auf Anlagerung und Lebensfahigkeit der Bakterien zu haben [Eick et
al.,, 2004]. Andererseits gibt es durchaus plausible Berichte Uber antibakterielle
Eigenschaften von GIZ [da Silva et al., 2007].

Silikone

Silikone sind warmebestandig, hydrophob, also in wassriger Umgebung extrem
schlecht benetzbar, und gelten als nicht gesundheitsschadlich. Daher werden sie vor
allem fir die Hautpflege und in der plastischen Chirurgie, aber auch fur kinstliche
Herzklappen und Herzschrittmacher verwendet [Ratner et al.,, 2004]. In der
Zahnmedizin sind A- und K-Silikone fur die exakte Abformung der Zahne zur
Herstellung von Préazisionsmodellen wichtig [O’Brien, 2002].

Die Bildung eines Biofilms auf Silikon-basierten Implantaten ist eine haufige Ursache
ihres Versagens und damit ein grol3es Problem in der Klinik. Anscheinend begunstigt
die starke Hydrophobizitat der Silikonoberflaiche die Adh&asion von Bakterien
vergesellschaftet mit Hefepilzen. Vor allem die Anwesenheit von Rothia dentocariosa
und S. aureus im Biofilm scheint hier kritisch zu sein [Millsap et al., 2001, Price et al.,
2005; Rodrigues et al., 2006].

Titan
Titan besitzt einen relativ geringen E-Modul, ist biokompatibel, durch die Ausbildung
einer Sauerstoff-Inhibitionsschicht korrosionsbestandig und ist daher ein bevorzugtes

Material beim Einsatz fur orthopadische Prothesen. Vor allem auch in der

84



Zahnmedizin ist es ein Uber Jahrzehnte verwendetes (Implantat-)Material [Long und
Rack, 1998; Cai et al., 2003]. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Ti6Al4V
wird typischerweise als Osseosyntheseimplantatmaterial oder als Verankerungs-
komponente von Prothesen gebraucht [Sulzer Medica/ Zimmer; 2001].

Es ist allerdings auch lange bekannt, dass Titan-basierte Implantate in der
Mundhdhle mit oralen Mikroorganismen besiedelt werden [Baffone et al., 2011]. Fir
die bakterielle Adhéasion an leitfahigen Materialien ist mdglicherweise ein
Elektronentransfer wesentlich, denn es entsteht ein elektrostatisches Feld, wenn sich
ein Bakterium mit negativer Oberflache einem leitfdhigen Material annéhert
[Busscher et al., 2010].

In einer vergleichenden Untersuchung wurde die Adsorption von Speichel- und
Serum-Proteinen und die anschlieende Adhasion von S. mutans und Actinomyces
naeslundii an Titan, Zirkonoxid-Keramik und Hydroxylapatit geprift. Dabei
adharierten auf unbeschichteten Materialien mehr S. mutans und weniger
Actinomyces naeslundii an Titan und der Keramik als an Hydroxylapatit. In
Anwesenheit eines Speichel- oder Serum-Pellikels wurde die Adhéasion von S.
mutans an Titan und Zirkonoxid stark reduziert [Lima et al., 2008]. Jedoch wurden in
vivo keine Unterschiede in der Bildung eines Biofilms an Titan, Amalgam oder
Hydroxylapatit gefunden [Leonhardt et al.,, 1995]. Andere Autoren wiederum
berichteten von Unterschieden in der Adhé&sion von Bakterien an Titan, TiN oder ZrN
[Groessner-Schreiber et al., 2004].

Zur Verbesserung der Osseointegration von Titan-basierten Implantaten wurde
versucht, die Rauhigkeit der Oberflachen zu erhthen, ein Verfahren das allerdings
auch zu einer noch hoheren Besiedlung der Oberflache mit oralen Mikroorganismen
fuhren konnte. Daher sollten Titanoberflachen, welche der Mundhdhle ausgesetzt
sind, immer hochglanzpoliert sein [Blrgers et al.,, 2010]. Titan erlaubt in der
vorliegenden Arbeit die Adhasion von S. gordonii DL1. Weil Titan per se kein Metall
mit antibakteriellen Eigenschaften ist, wurde auch verschiedentlich versucht, Uber
geeignete chemische Modifikationen bakterienabweisende Oberflachen zu erzeugen.
Am meisten Aussicht auf Erfolg scheint die Veranderung mit PEG (Polyethylenglykol)
oder anderen funktionellen Gruppen zu haben. Eine kurze Behandlung der
Titanoberflachen mit UV-Licht foérderte anscheinend lediglich die Osseointegration
[Hu et al., 2010; Khoo et al., 2010; Yasuyuki et al., 2010].
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Cobalt-Chrom-Molybdéan

In der Zahnheilkunde werden Cobalt-Chrom-Molybdan-Legierungen aufgrund ihres
hohen E-Moduls und ihrer hevorragenden Korrosionsbestandigkeit hauptséachlich
innerhalb der Modellgussprothetik fur die Herstellung von Einstiickgussprothesen
verwendet. In der Humanmedizin finden sie dagegen schon seit Jahrzehnten vor
allem in der Unfallchirurgie und als Implantatwerkstoff ihre Anwendung [Eichner et
al., 2000; Reclaru et al., 2005].

Metalllegierungen sind nicht biologisch inert, weil sie Metallpartikel erzeugen, die auf
benachbarte Gewebe einwirken kdnnen und die in Korperflissigkeiten nachweisbar
sind. Metalle korrodieren und auf diese Weise steigt die Konzentration von
Metallionen in Geweben. Zudem wird beispielsweise Cobalt-Chrom nur sehr langsam
aus dem Korper entfernt [Schaffer et al., 1999; Witzleb et al., 2006]. Dariiber hinaus
wirken hohe Konzentrationen von Co und Cr im Serum moglicherweise toxisch
[Evans und Benjamin, 1987; Hallab et al., 2001; Ladon et al., 2004]. Aul3erdem
werden Oberflachen metallischer Implantate relativ haufig von Bakterien besiedelt,
die schliel3lich einen kompakten Biofilm bilden konnen [Neut et al., 2003; Rafiq et al.,
2006]. Co-Cr kann dieser Entwicklung lediglich entgegenwirken, sie aber nicht
vollstandig verhindern [Hosman et al., 2009]. Ahnlich wie mit dem statischen System
zur Analyse der initialen Adhasion in der vorliegenden Arbeit wurde auch in einer
FlieBkammer nach langerer Inkubation mit CoCrMo und Titan kein Unterschied in der
Besiedlung der Oberflachen mit S. mutans gefunden. Allerdings waren die Zellzahlen
auf den Metalloberflachen, wahrscheinlich wegen der langeren Inkubationszeit,

wesentlich geringer als auf Kompositoberflachen [Rosentritt et al., 2008].

Polymethylmethacrylat

Polymethylmethacrylat  (PMMA) gehort  wie Polyethylen (PE) und
Polytetrafluorethylen (PTFE) zu den hydrophoben Materialien. PMMA wird in der
Zahnheilkunde hauptséachlich zur Herstellung von Prothesen und
kieferorthopadischen Apparaturen, aber auch als Beschichtungsmaterial fur
Gipsmodelle verwendet [Eichner et al., 2000]. In der Medizin wird es unter anderem
als Knochenzement fir orthopadische Implantate eingesetzt, es ist aber auch wegen
seiner hohen Stabilitdtt und Lichtdurchlassigkeit ein geeignetes Material flr

intraoculare Linsen [Gottenbos et al., 2002].
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Obwohl an PMMA-Oberflachen auch Bakterien adharieren, ist die Anlagerung
verschiedener Candida-Spezies eines der Hauptprobleme ihrer Kklinischen
Anwendung. Candida albicans gilt als haufigster Besiedler und wird meist in einem
gemischten Biofilm vergesellschaftet mit Streptokokken-, Veilonellen-, Lactobacillen-,
Prevotella- und Actinomyces-Spezies entdeckt [Millsap et al., 1999; Rinastiti et al.,
2010]. Moglicherweise fordert die bakterielle Adhéasion die Anlagerung von Candida,
da Bakterien bereits frih auf PMMA-Oberflachen nachgewiesen wurden, die
Besiedlung mit Candida allerdings erst nach Tagen. Unterschiedlich wird der Einfluss
der Rauhigkeit des Materials auf die Adhasion von C. albicans interpretiert
[Gottenbos et al., 2003; Hahnel et al., 2009].

Fur die Adhasion von Bakterien auf PMMA in vivo ist moglicherweise die Ladung der
Oberflache ein entscheidender Parameter. Wahrend auf etwa der Halfte der positiv
geladenen Flachen keine E. coli gefunden wurden, waren die negativ geladenen
Oberflachen mit E. coli besiedelt. Mit P. aeruginosa wurde dieser Unterschied jedoch
nicht nachgewiesen [Gottenbos et al., 2003]. In vitro wurde, stellvertretend fir viele
ahnliche Analysen, eine rasche Adhasion einer PMMA-Oberflache mit S. epidermidis
und P. aeruginosa AK1 bereits nach einer Stunde ermittelt. Bemerkenswert hier war
der groR3e Unterschied in der initialen Adh&sion der verschiedenen Bakterienstamme
und die relativ geringen Unterschiede auf den unterschiedlichen Materialoberflachen.
Ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit war die Adhasion auf den hydrophoben
PMMA- und PE-Oberflachen in etwa gleich [Gottenbos et al., 2000].

Polyethylen

Im medizinischen Bereich wird Polyethylen (PE) unter anderem zur Herstellung von
Implantaten wie etwa Ruckenmarksflissigkeitsshunts oder orthopédische Prothesen
verwendet [Gottenbos et al.,, 2003]. Im zahnmedizinischen Bereich findet PE
momentan keine relevante klinische Verwendung [Ludwig et al., 2005].

In einer reprasentativen Analyse wurde die initiale Adh&asion und das Oberflachen-
wachstum von S. epidermidis und P. aeruginosa an biomedizinischen Polymeren wie
PMMA, PTFE, PE, Poly(dimethylsiloxan), Poly(ethylenterephthalat), Polypropylen
und Polyurethan untersucht. Dabei wurde eine sehr schnelle initiale Adhasion von S.
epidermidis, verglichen mit P. aeruginosa, beobachtet. Interessanterweise gab es
zwischen den einzelnen Materialien, wieder ahnlich den hier erzielten Ergebnissen,

nahezu keine Unterschiede. Besonders wenig P. aeruginosa wurde an PTFE
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gefunden. Wahrend die initiale bakterielle Adhasion wahrscheinlich wegen der
lonenstarke des PBS relativ ahnlich verlief, wurde das Wachstum der Bakterien auf
den Oberflachen unter anderem abhéangig von physikalisch-chemischen
Wechselwirkungen zwischen Nahrstoffangebot, Bakterien und der Materialoberflache
diskutiert. Fur PTFE, PMMA und PE wurde auch nach langeren Inkubationszeiten

eine ahnliche Entwicklung eines Biofilms berichtet [Gottenbos et al., 2000].

Polytetrafluorethylen

Polytetrafluorethylen (PTFE), Teflon, ist ein lineares, nicht verzweigtes, teilkristallines
Polymer aus Kohlenstoff und Fluor und gehért zur Klasse der Polyhalogenolefine
[Eichner et al., 2000]. PTFE ist sehr reaktionstrage und ist wegen seiner extrem
niedrigen Oberflachenspannung sehr hydrophob [Ratner et al., 2004]. In der Medizin
wird PTFE unter anderem fiur Gefal3prothesen, arterielle Shunts, intravasculare
Gerate oder auch abdominelle Prothesen verwendet [Gottenbos et al., 2002].
Prothesen aus Polytetrafluorethylen werden sehr leicht von pathogenen Keimen wie
S. aureus oder S. epidermidis besiedelt. Man nimmt an, dass diese Organismen die
Implantate kolonisieren, indem sie an Proteine auf der Oberflache des Werkstoffes
binden und dort einen Biofilm bilden [Gotz, 2002; Matl et al., 2008]. Es wurde auch
berichtet, dass Enterococcus faecalis auf der PTFE-Oberflache in deutlich geringerer
Menge adhatrierte, als auf anderen Kunststoffen, wie Polyurethan oder Polyamid und
auch leichter zu entfernen war [Senechal et al., 2004]. In der vorliegenden Arbeit
adhérierte S. gordonii in etwa in dem MalRe auf PTFE wie auf dem vergleichbar
hydrophoben Silikon, aber starker als auf dem Siloran. In Anwesenheit von Speichel
wurden signifikant mehr Zellen auf PTFE nachgewiesen als auf dem reinen Material.
In einer vergleichbaren Analyse adhéarierten Streptokokken an Teflon in deutlich
geringeren Mengen als an naturlichem Schmelz. Bei vorheriger, nur kurzzeitiger,
Beschichtung mit Speichel war die Menge der initial adharenten Bakterien zum einen
stark reduziert und zum anderen waren, genau wie in der vorliegenden Arbeit, die
Unterschiede der Zellzahlen auf den unterschiedlichen Oberflachen aufgehoben.
Eine Beschichtung der Teflonoberflache mit Speichel tGber zwei Stunden wirkte auf
die verschiedenen Bakterienstamme wieder unterschiedlich, denn nun adhérierte S.
mutans besser als S. sanguis oder S. mitis [Pratt-Terpstra et al., 1989]. Momentan
richtet sich das Forschungsinteresse darauf, auch fur die PTFE-Oberflache

antibakterielle Modifikationen zu entwickeln [Matl et al., 2008].
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5.5 Ausblick: Materialien mit antibakteriellen Eigenschaften

Die Vermeidung der Adhasion von Mikroorganismen und der Bildung eines Biofilms
ist ein wesentlicher Aspekt in der Entwicklung neuer Materialien fur die Anwendung
in der Medizin. Winschenswert ware, dass Biomaterialien bereits die unspezifische
Adsorption von Proteinen und in der Folge die Adhasion von Mikroorganismen
verhindern, aber gleichzeitig selektiv die Adhasion von gewebespezifischen
Zielzellen erlauben. Dazu wurden verschiedene Strategien vorgeschlagen [Harris
und Richards, 2006; Maddikeri et al., 2008; Muller et al., 2008].

Eine haufig vorgeschlagene Mdglichkeit ist die Beschichtung von Oberflachen mit
Antibiotika. So wurde beispielsweise eine Membran aus Polybutylmethacrylat mit
dem Antibiotikum Ciprofloxacin beschichtet und so die Anlagerung und das
Wachstum von S. epidermidis und P. aeruginosa fur kurze Zeit verhindert [Liu et al.,
2008]. Jedoch wurde in zahlreichen anderen Untersuchungen festgestellt, dass die
Freisetzung von antimikrobiellen Substanzen aus einem Material auch Nachteile
besitzt. So wurde beispielsweise die kurze Effektivitat und eine mdgliche Toxizitat
gegenuber umgebenden Materialien diskutiert. Daher sollten Bakterizide
idealerweise im Material stabil integriert sein, um so unerwinschte Nebeneffekte zu
verhindern, ohne die antibakterielle Aktivitdt zu verlieren. Allerdings haben solche
Materialien im Vergleich zu freien Bakteriziden eine schwachere antibakterielle
Wirkung. AulRerdem muss darauf geachtet werden, dass die integrierten Bakterizide
biokompatibel sind und die mechanischen Eigenschaften des Materials nicht
verandern [Liu et al., 2008; Namba et al., 2009]. Die Verwendung von Silberionen
wurde als Mittel vor allem gegen antibiotikaresistente Bakterien versucht. So wurde
berichtet, dass bereits geringe Konzentrationen von Silberionen die Adhasion von S.
epidermidis Uber langere Zeit inhibierten. Die toxische Wirkung von Silberionen in
eukaryontischen Zellen bleibt jedoch zu bedenken [Liu et al., 2008].

Eine Alternative zur Vermeidung von mikrobieller Adhasion ist die Funktionalisierung
des implantierten Materials mit antimikrobiellen Wirkstoffen. So wurden
beispielsweise Titan-Oberflachen mit Poly(L-lysine)-grafted-poly(ethylene glycol)
(PLL-g-PEG) beschichtet, die selbst wieder Bioliganden, wie etwa RGD (Arg-Gly-
Asp)-Sequenzen, tragen sollten. Die Adhasion von S. epidermidis, S. mutans und P.
aeruginosa an diesen Oberflachen war, abhangig vom Bakterientyp, um etwa 90%

geringer als an unbeschichteten Oberflaichen. Eukaryontische Zellen hingegen
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konnten adharieren [Maddikeri et al., 2008]. Modelloberflachen, etwa Siliziumwafer,
die unabhangig von spezifischen Werkstoffen kontrolliert chemisch funkionalisiert
werden kdnnen, eignen sich besonders gut fur das Studium der Kréafte der initialen
Adhasion. Auch in diesem Bereich wurde mit PEG-modifizierten Oberflachen eine
sehr geringe Adhasion von Bakterien beobachtet, die jedoch die Adh&sion und
Proliferation von Osteoblasten erlaubte [Muller et al., 2008].

Es wurde auch versucht, in dentale Komposite die antiseptische, quartare
Ammoniumverbindung Cetylpyridiniumchlorid (CPC) zu polymerisieren. Auf
Oberflachen mit 3% CPC-Anteil adharierten Uber eine langere Zeit signifikant
weniger Bakterien [Namba et al., 2009]. Ein alternativ modifiziertes Komposit wurde
mit Methacryloyloxydodecylpyridiniumbromid (MDPB), einem kationischen, bakterien-
abweisenden Monomer, als Bestandteil der organischen Matrix, hergestellt. Auf
dieser Materialoberflache war das Wachstum einer Plaque reduziert [Ebi et al.,
2001]. Es wurde auch berichtet, ein mit MDPB modifiziertes Komposit wirde die
Adhasion von S. mutans ohne Freisetzung der antibakteriellen Komponenten
vollstdndig hemmen [Imazato et al., 2003]. Die kovalente Immobilisierung von MDPB
auf einem Siliziumwafer als Modelloberflache reduzierte, im Unterschied zu einer mit
PEG modifizierten Oberflache, die Adhéasion von S. gordonii und S. mutans nicht.
Allerdings waren die meisten Bakterien an der reinen kationischen Oberflache nicht
vital. Die Vitalitat der Bakterien stieg allerdings signifikant nach der Beschichtung der
Oberflachen mit Speichel. Erst die Verbindung einer PEG-modifizierten Oberflache
mit kationischen Gruppen sollte zuverlassig die Adhasion von Bakterien reduzieren
konnen [Mller et al., 2009].

5.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit sollte die initiale Adhasion von S. gordonii DL1 auf
medizinischen und zahnmedizinischen Biomaterialien analysiert werden. Die
Ausbildung eines Biofilms sollte jedoch nicht untersucht oder prognostiziert werden.
Von besonderem Interesse war, ob fur die initiale Adh&sion die Hydrophobizitat der
reinen Materialoberflachen relevant ist. Weil natirliche und kinstliche Oberflachen in

der Mundhohle rasch von Speichel bedeckt werden, sollte au3erdem der Einfluss der
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Hydrophobizitat beschichteter Oberflachen auf die Adhasion von S. gordonii DL1
analysiert werden.

Ein Einfluss einer Proteinbeschichtung auf den Netzwinkel an Oberflachen war nicht
immer eindeutig. Die meisten der als hydrophob detektierten Oberflachen waren
zwar nach der Beschichtung mit humanem Speichel hydrophiler, andererseits blieb
der Netzwinkel fur die hydrophoben Oberflachen PE (Polyethylen) und Silikon auch
nach dieser Beschichtung gleich hoch. Bemerkenswert war auch, dass die hydrophile
Oberflache des Glasionomerzements Ketac Molar nach der Beschichtung mit
humanem Speichel vollstandig mit Wasser benetzbar wurde. Lineare
Regressionsanalysen zeigten auflerdem (ber einen weiten Bereich der
Hydrophobizitat der Materialoberflachen einen negativen Zusammenhang zwischen
der Adhasion von S. gordonii und der Hydrophobizitdt der Materialoberflachen. Im
Unterschied zu den unbeschichteten Oberflachen gab es diesen Zusammenhang auf
den mit humanem Speichel beschichteten Oberflachen nicht. Aul3erdem war ein
Zusammenhang zwischen der Zahl der Bakterien und der auf den Oberflachen
detektierten Proteinmengen ebenfalls nicht nachzuweisen.

Der negative Zusammenhang zwischen den Netzwinkeln und der Adhasion von S.
gordonii auf den reinen Oberflachen war so nicht unbedingt zu erwarten. Nach der
thermodynamischen Theorie wirde man vermuten, die als hydrophob beschriebene
Oberflache von S. gordonii adhéariere starker an den hydrophoben Oberflachen.
Weniger Zellen sollten sich an die hydrophile Oberflache des Glasionomerzements
anlagern. Allerdings sollten die hier ermittelten Zellzahlen die fir die unmittelbare und
initiale Adhasion physiko-chemisch relevanten Krafte widerspiegeln. Durch das
Fehlen der Speichelproteine wirken ausschliel3lich die Uber die lonen der
phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) vermittelten chemischen Funktionalitdten an
den Oberflachen von S. gordonii und der Werkstoffe. Daher ist es durchaus mdglich,
dass lonenladungen auf der Oberflache des Glasioniomerzements, vermittelt tGber
die lonen des Puffers auf geladene Gruppen der Oberflache von S. gordonii,
elektrostatisch wirken konnen. Damit ware weniger die Hydrophobizitat von
Oberflachen fiur die initiale Adh&sion bedeutsam, sondern die Art der chemischen
Gruppen an den Grenzflachen, die diese Benetzbarkeit mit Wasser erzeugen. Um
diese Hypothese zu bearbeiten, sollten Analysen mit sehr viel mehr Oberflachen
derselben Benetzbarkeit durchgefuhrt werden, die allerdings auf unterschiedlicher

chemischer Funktionalitat basieren. Auch die hier erzielten Ergebnisse mit Filtek
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Siloran unterstitzen diese neue Arbeitshypothese der Bedeutung der chemischen
Funktionalitat, weil speziell die hohe Hydrophobizitat dieser Oberflachen eine relativ
geringe Bakterienadh&sion erlaubte, wahrend eine viel groRere Zellzahl an ahnlich
hydrophoben Oberflachen adhérierte.

Wenn die Zahl der adharierten S. gordonii unabhéngig ist vom Netzwinkel der
Oberflachen nach der Beschichtung mit Speichelproteinen und gleichzeitig die
Menge der adsorbierten Proteine keine Rolle spielt, sollten spezifische Bindungen an
bestimmte Speichelproteine entscheidend sein. Zumindest dieselbe Menge dieser
Proteine sollte auf den chemisch verschiedenen Oberflachen vorhanden sein oder
eine minimale Menge davon wirde ausreichen, um maximale Sattigung mit S.
gordonii zu erzielen. Nur in diesem Sinne erzeugt die Beschichtung mit
Speichelproteinen eine Nivellierung der initialen Adh&asion mit S. gordonii. Der Verlauf
der Bildung eines Biofilms ist damit nicht vorgezeichnet. Diese Hypothese wiirde
bedeuten, man konnte auf allen moglichen Oberflachen in etwa die gleiche initiale
Zahl S. gordonii prognostizieren, wenn man diese Oberflachen vorher mit Speichel
beschichtet hat.

Man sollte des weiteren fur die Charakterisierung der Adh&asion von Bakterien
zwingend unterscheiden zwischen der Adhasion an Systemen in biologischer oder
physiologischer Umgebung und derjenigen in nicht-biologischen Systemen. Die
intiale Adhasion in einem nicht-biologischen System oder an reine Oberflachen
wirde nur von den chemischen Gruppen an den Grenzflachen hydrophiler oder
hydrophober Medien beherrscht werden. An bakterienabweisenden Oberflachen
sollte bereits diese erste Phase der Anndhrung der beiden Grenzflachen nicht
maoglich sein.

Fur die Adhasion an Oberflachen in physiologischer Umgebung hingegen wirde man
zwei Zustande unterscheiden muissen. Zum einen wirde die intiale reversible
Adhasion oder Annahrung von physiko-chemischen Parametern bestimmt werden.
Andererseits sollte eine feste reversible Bindung erst Uber funktionelle Gruppen
spezifischer Proteine des Speichels, beispielsweise Muzine oder CSP-1 (common
salivary protein-1) und Rezeptoren oder Adhasinen auf Oberflachen von Bakterien
entstehen. Die protein-chemische Analyse des Spektrums adsorbierter Proteine an
unterschiedlichen Oberflachen wiurde helfen, diese Hypothese experimentell zu
bearbeiten.
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6. Zusammenfassung

Der klinische Erfolg oder Misserfolg medizinischer und zahnmedizinischer
Biomaterialien hangt zu einem wesentlichen Teil von der Adh&asion von Bakterien
und eukaryontischen Zellen auf den Oberflachen dieser Werkstoffe ab. Mit
entscheidend dafur ist wiederum die Adsorption von Proteinen aus dem umgebenden
Milieu, die ihrerseits die Adh&sion von Bakterien und Zellen beeinflussen kann.
Bioadh&sion an Werkstoffoberflachen ist ein sehr komplexes Geschehen und
abhangig von vielen Faktoren. So werden etwa physikalisch-chemische
Eigenschaften wie die Hydrophobizitat einer Oberflache und die Adsorption von
Speichelproteinen speziell auf zahnmedizinischen Werkstoffen in der Mundhohle in
der Literatur diskutiert.

Ziel dieser Arbeit war die Quantifizierung der Adhasion des oralen Mikroorganismus
Streptococcus gordonii DL1 auf zahnmedizinischen Werkstoffen und solchen, die
dartber hinaus auch in der Medizin verwendet werden. Dazu wurde die Zahl von S.
gordonii DL1 auf Biomaterialien in Phosphatpuffer (PBS) oder nach Beschichtung mit
humanem Speichel bestimmt. Auf3erdem wurden Korrelationsanalysen zwischen der
Zahl adharenter Bakterien, der Menge an Proteinen auf den Werkstoffoberflachen
sowie der Hydrophilie der Oberflachen durchgefihrt.

Es wurden die Metalllegierungen Ti6Al4V und Co28Cr6Mo, die dentalen Komposite
TetricEvoCeram und Filtek Siloran, die Kunststoffe Polymethylmethacrylat (PMMA),
Polytetrafluorethylen (PTFE) und Polyethylen (PE) sowie der Glasionomerzement
Ketac Molar untersucht. Von diesen Werkstoffen wurden materialspezifisch
Prufkoérper mit einem Durchmesser von 11,3 mm und einer H6he von 2 mm
hergestellt.

Zur Bestimmung der Hydrophobizitat der Oberflachen wurde der Netzwinkel gegen
Wasser bestimmt. Materialien mit Netzwinkeln zwischen 90,5° und 105,5° nach
Beschichtung mit PBS wurden als stark hydrophob (PTFE, PE und Silikon) und
solche mit Netzwinkeln zwischen 61,75° (PMMA) und 79,25° (Filtek Siloran) als
schwach hydrophob (PMMA, Filtek Siloran, TetricEvoCeram, Titan und CoCrMo)
klassifiziert. Der Glasionomerzement (Ketac Molar) mit einem Netzwinkel von 39,25°
wurde als hydrophile Oberflache betrachtet. Die Beschichtung mit humanem
Speichel hatte fur einige Oberflachen (Titan, CoCrMo, Filtek Siloran, PMMA) eine
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Reduktion des Netzwinkels und damit eine Steigerung der Hydrophilie zur Folge. Fur
andere Prufkorper (PTFE, PE, Silikon, TetricEvoCeram) blieben die Netzwinkel nach
Speichelbeschichtung unverandert hoch, wahrend beim Glasionomerzement Ketac
Molar ein Netzwinkel gegen Wasser nicht mehr messbar war.

Fur die Bestimmung der Zahl an Bakterien auf den Prifkérpern wurden diese
zunachst einzeln in einer Wellplatte mit Speichel oder PBS fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen in PBS wurden die Prifkorper mit
einer biotinylierten Bakteriensuspension fiur eine Stunde im Kuhlschrank inkubiert.
Adharente Mikroorganismen auf den Materialoberflaichen wurden schlie3lich tber
eine Biotin-Avidin-gekoppelte Reaktion indirekt anhand von Signalen auf
lichtempfindlichen Filmen detektiert. Die mit bekannten Zahlen von Bakterien auf
Nitrozellulosemembranen im dot blot-Verfahren erstellten Eichkurven erlaubten tber
den Vergleich der Signalintensitaten die quantitative Bestimmung der Bakterien auf
den Oberflachen von Prufkdrpern.

S. gordonii adharierte in unterschiedlichen Zellzahlen an den verschiedenen
Biomaterialien. Selbst fur ein identisches Material gab es Unterschiede in
Abhé&ngigkeit von der Beschichtung mit PBS oder humanem Speichel. Dabei wurden
die héchsten Zellzahlen mit etwa 3,2x10*° KBE/mm? auf Ketac Molar nach
Beschichtung mit Speichel gemessen, die niedrigsten Zellzahlen wurden mit etwa
4x10° KBE/mm? auf Filtek Siloran mit PBS-Beschichtung gefunden. Auffallig ist, dass
mit Speichel als Beschichtung der Materialoberflaichen verglichen mit PBS eine
leichte Erh6hung der Adhasion der Bakterien auf den Materialien Teflon, Polyethylen,
PMMA, Silikon, TetricEvoCeram und Ketac Molar zu beobachten war. Auf Filtek
Siloran dagegen wurden nach der Beschichtung mit humanem Speichel signifikant
mehr Bakterien ermittelt als nach Beschichtung mit PBS. Auch auf den metallischen
Prufkorpern waren die Unterschiede der Bakterienzahlen abhéngig von der
Beschichtung signifikant, hier wurden allerdings auf den mit Speichel beschichteten
Oberflachen weniger Bakterien gefunden als auf den mit PBS vorbehandelten
Materialien. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten eine gleichmafiige
Verteilung der Bakterien Uber die gesamten unterschiedlichen Oberflachen. Lineare
Regressionsanalysen zwischen steigenden Netzwinkeln auf Werkstoffoberflachen
ohne Beschichtung mit humanem Speichel und adhéarenten S. gordonii DL1 liel3en
eine schwach negative Korrelation erkennen. Dieser Zusammenhang war auf den mit

humanem Speichel beschichteten Oberflachen nicht nachzuweisen. Aul3erdem hatte
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die Proteinmenge des Speichels per se keinen Einfluss auf die Zahl adharenter
Zellen.

Die hier erzielten Ergebnisse und die Diskussion der Bakterienadhdsion an
unterschiedlichen Biomaterialien verweisen somit auf einen sehr komplexen
Vorgang, welcher allein durch die hier untersuchten Parameter, namlich
Hydrophobizitat und Proteinabsorption, nicht zu erklaren ist. Andere Faktoren, wie
funktionale chemische Gruppen an Grenzflachen, lonen und lonenstarke, oder eine
spezifische Bindung an Speichelproteine spielen auch eine entscheidende Rolle
dabei. Um diese verschiedenen Einflisse zu untersuchen, sollten weiterfiihrende
Analysen mit sehr viel mehr Oberflachen mit entsprechenden Modifizierungen oder
Inkubationsbedingungen durchgefihrt werden. Des weiteren sollte fur die
Charakterisierung der Adhasion von Bakterien auf Biomaterialien unbedingt zwischen
der Adhasion an Systemen in vivo und der Adh&sion an Systemen, die in vitro

stattfinden, unterschieden werden.
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