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Kurzbeschreibung:

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Modifizierung von Titanoberflachen
mit Kalziumphosphatbeschichtungen unter Einbeziehung der biologisch aktiven
Spurenelemente Strontium und Kupfer untersucht. Hierfiir bildet die Methode der
elektrochemisch gestitzten Abscheidung (ECAD) von Kalziumphosphaten aus
wassrigen Elektrolyten die Grundlage. Mit der Modifizierung der Kalziumphosphat-
beschichtung soll die Einheilphase der Implantate verkirzt werden, indem durch
sukzessive Degradation sowie der Phasenumwandlung der unter Bruschitbedingung
abgeschiedenen Beschichtungszustande die immobilisierten lonen in das
Umgebungsgewebe freigesetzt werden.

Fur die Bruschitabscheidung mit bzw. ohne Strontium wurden drei unterschiedliche
Beschichtungsstrategien zur Immobilisierung von Kupfer in die Kalziumphosphat-
beschichtung angewendet. Diese spurenelementhaltigen Beschichtungen wurden
hinsichtlich der Belegungsdichten der Hauptkomponenten der Kalzium-
phosphatmatrix sowie der eingelagerten Spurenelemente sowie der Morphologie der
Beschichtungsoberflache untersucht. Zur weiteren Oberflachencharakterisierung
wurden der chemische Status von Kupfer und Strontium sowie die
Phasenzusammensetzung der abgeschiedenen Beschichtung analysiert. Weiterhin
wurde untersucht, inwieweit unterschiedliche Belegungsdichten bzw. die
verschiedenen Beschichtungsvarianten das Freisetzungsverhalten der
Spurenelemente unter annahernd physiologischen Verhéltnissen beeinflusst. Die
kupferhaltigen Beschichtungszustdnde wurden hinsichtlich ihres antimikrobiellen
Potentials untersucht.
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Einleitung

1 Einleitung

Titan - basierte Materialien werden haufig als Biomaterialien fur die Implantation in
das Weichgewebe als auch im Knochengewebe eingesetzt. Diese Materialien
zeichnen sich durch ihre mechanisch glunstigen Eigenschaften sowie das
hervorragende Korrosionsverhalten aus. Unter besonderen Bedingungen kann die
Implantation in das Knochengewebe gestdrt ablaufen, sodass in Folge eine
aseptische Lockerung mit einem mdglichen Implantatversagen auftreten kann. Um
eine langfristige stabile Verankerung eines Biomaterials im Knochengewebe zu
erzielen, muss die initiale Einheilphase des Implantats direkt im Anschluss der
Implantation mit verschiedenen Strategien optimiert werden. Mittels funktioneller
Oberflachenbeschichtung kann unterstitzend auf diesen osseointegrativen Prozess
eingewirkt werden. Diese Oberflachenbeschichtung kann aus kalzium-
phosphatbasierten Materialien wie zum Beispiel Hydroxylapatit oder Bruschit
bestehen. Aufgrund der chemischen Ahnlichkeit dieser Kalziumphosphate zum
natirlichen Knochenmineral stellt diese Beschichtungsart eine im klinischen Einsatz
etablierte Methode zur unterstitzenden Integration des Implantats im Knochen dar.
Besonders bei Patienten mit schlechtem Knochenlager sowie bei systemischen
Erkrankungen wie Osteoporose und Diabetes mellitus ist eine verbesserte
Osseointegration von immenser Bedeutung. Mit der elektrochemisch gestitzten
Abscheidung von Kalziumphosphaten aus wassrigen Elektrolyten kdnnen komplex
strukturierte Materialoberflachen mit dichten keramischen Beschichtungen tiberzogen
werden. Durch Elektrolytmodifikationen kénnen die biologisch aktiven Metallionen in
diese keramischen Beschichtungen integriert werden. Das Kupfer ist essentielles
Spurenelement, welches bei der Angiogenese und der Neubildung von
Knochengewebe eine grofRe Bedeutung zugeschrieben wird. Weiterhin besitzt Kupfer
ein antimikrobielles Potenzial, welches bei der Vorbeugung von Infektionen eine
wichtige Rolle spielt. Strontium foérdert die Bildung von Knochengewebe bei
gleichzeitiger Suppression der Knochenresorption. Aufgrund der sukzessiven
Degradationen bzw. der Phasenumwandlung des leicht l6slichen Bruschit in vivo
konnen in die Beschichtung integrierte lonen am Implantatort freigesetzt und
demzufolge der Einheilprozess des Implantats unterstitzt werden (Peters und Kénig
(2008); Noyama et al. (2012); Wazen et al. (2013); Matusiewicz (2014)).



Einleitung

1.1 Kalziumphosphat - Phasen
Von der Orthophosphorsédure HsPOas, eine dreiprotonige und mittelstarke Saure,

leiten sich die Kalziumphosphate (CaP) ab. Die Dissoziation der Orthophosphorséure

erfolgt unter Abspaltung von Wasserstoff in drei Schritten:

(1) HsPO4 > H* + H2PO4
(2) H2POs > H* + HPO4*

(3) HPO4Z > H* + PO

Dihydrogenphosphate (primare Phosphate), Hydrogenphosphate (sekundare
Phosphate) und Phosphate (tertiare Phosphate) koénnen mit Kalzium zu
verschiedenen Kalziumphosphatverbindungen reagieren. Tabelle 1 fasst die
wichtigsten Kalziumphosphat - Phasen (CPP) mit ihren zunehmenden molaren
Kalzium zu Phosphat - Verhaltnissen und ihrer Loslichkeit in wéassrigen Losungen
zusammen. Kennzeichen der CaP ist die allgemeine Formel Ca(OH)2-H3PO4-H20,
das heifl3t es liegt ein Dreistoffsystem vor (Krénung (2008)). Anhand der Kalzium zu
Phosphat - Verhéltnisse von 1 bis 2 ist eine Einteilung der CaP im Sinne einer
stochiometrischen Zusammensetzung mdoglich. Es gilt der Grundsatz, dass ein
kleines Kalzium zu Phosphat - Verhaltnis mit einer besseren Ldslichkeit in wassrigen

Ldsungen und hoher Aziditat korreliert.

Tabelle1l Zusammensetzung verschiedener Kalziumorthophosphate
(Schumacher (2014))

Summenformel Trivialname Molares lg pH -
der CPP _ Ca/P- Laslich- | Stabilitats-
Kristallsystem
Verhéltnis keits- bereich
produkt bei 25 °C
bei 25 °C
CaHPO4 Monetit 1 6,9 -

(Dikalziumhydrogen-
phosphat - DPCA)

Triklin




Einleitung

Tabelle 1 (Fortsetzung) Zusammensetzung verschiedener Kalziumortho-

phosphate
(Schumacher (2015); Epple (2013))
Summenformel Trivialname Molares lg pH -
der CPP , Ca/P- Laslich- | Stabilitats-
Kristallsystem _ _ _
Verhaltnis keits- bereich
produkt bei 25 °C
bei 25 °C
CaHPO4 * 2H20 Bruschit 1 6,59 2,0-6,0
(Dikalziumhydrogen-
phosphat-Dihydrat - DCPD)
Monoklin
CaHPO4 Oktakalziumphosphat 1,33 96,9 5,5-7,0
(OCP)
Triklin
CaxHy(POa)n* Amorphes 1,0-2,2¢ - ~5-12
nH20 Kalziumphosphat
(meta-
(n=3-4,5) (ACP) stabil)
(15-20 % H20)
Cas(PO4)2(OH)2 Hydroxylapatit 1,67 58,4 9,5-12
(HAP)
Hexagonal

Die Kalziumphosphate weisen eine pH - Wert abhangige Ldslichkeit auf (Abbildung

1). In dem Diagramm ist der Logarithmus der Gesamt-Kalziumkonzentration gegen
den pH - Wert bei 25 °C aufgetragen (Krénung (2008); Epple (2003)).

! Chemische Zusammensetzung ist abhangig von den Fallungsbedingungen (pH-Wert, Konzentrationen an

Kalzium und Phosphat)
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[ o
?-2 DCPD
8 DCPA
? -4 oCP
— | B-TCP

61t HAP

345678910
pH—
Abbildung 1 Loslichkeit von ausgewahlten CPP in Abhangigkeit des pH-

Werts
(Epple M. (2003))

In dieser Forschungsarbeit liegt der Schwerpunkt auf der CPP Bruschit. Aufgrund
des hohen Léslichkeitsproduktes von Bruschit im physiologischen Medium ist von
einer sukzessiven Degradation bzw. Phasenumwandlung auszugehen (Sheik et al.
(2015); Klammert et al. (2011)). Durch Lésungs- und Prazipitationsprozesse kann
Bruschit in Losungen mit pH - Werten zwischen 6-7 in Oktakalziumphosphat (OCP)
bzw. bei pH-Werten groRer 7 in Hydroxylapatit (HAP) umgewandelt werden
(Krébnung (2008); Epple (2003)). Mit der Integration von biologisch aktiven
Spurenelementen in diese Bruschitbeschichtung kann eine gezielte Freisetzung
dieser immobilisierten lonen am Implantatort erzielt werden, sodass die
Osseointegration des Implantats in den Knochen unterstitzt wird. Weiterhin zeichnet
sich Bruschit wie andere CPP durch eine hervorragende Biokompatibilitat aus, die

auf der chemischen Ahnlichkeit zur natiirlichen Knochenmatrix beruht.

Bruschit oder Dikalziumhydrogenphosphat - Dihydrat (DCPD) mit der Formel
CaHPO4 * 2H20 kristallisiert leicht aus wassrigen Losungen monoklin in einem
Schichtgitter (Abb. 2, A). Zwischen den Kalziumphosphatketten, die im Kristall
parallel nebeneinander liegen, ist das Kristallwasser eingelagert. Jeweils ein
Phosphation ist zwischen den Kalziumionen angeordnet. Im Kristallgitter des
Bruschits ist jeweils ein Kalziumion mit sechs Phosphatatomen und zwei
Wasserstoffatomen koordiniert (Abb. 2, B) (Peters (2001)).
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Abbildung 2 Kristallstruktur von Bruschit
A: Monoklines Kristallsystem. Die Achsen a, b und ¢ besitzen unterschiedliche Langen. Eine

\ /)
Y

Achse ist zu den beiden senkrecht stehenden Achsen geneigt. B: Struktur von Bruschit
entlang der a- Achse.
(Boanini et al. (2009); URL-1)

1.2 Biologisch aktives Spurenelement Strontium

Erst Mitte der 1990er Jahre wurde in zahlreichen klinischen Studien der Effekt von
Strontium auf das Knochengewebe in vivo untersucht. Eine regelmafRige Aufnahme
von zweiwertigem Strontium von 2 g pro Tag fuhrte zur signifikanten Zunahme der
Knochendichte und zur Abnahme von osteoporose - assoziierten Frakturen. Bei dem
hieraus entwickelten Osteoporosemedikament Strontiumranelat sind die mit
Ranelinsdure komplexierten zweiwertigen Strontiumionen, die in wassrigen Loésungen
als freie lonen vorliegen, die pharmazeutisch wirksamen Bestandteile. Die
Wirksamkeit dieses Medikamentes beruht darauf, dass Strontium einen &hnlichen
lonenradius sowie dieselbe Ladung wie Kalzium besitzt und demzufolge im Kérper
die biologischen Prozesse des Kalziums folgen kann. Beispielsweise kann Strontium
an den Kalziumbindungsplatze in den Knochenapatiten eingebaut werden
(Schumacher (2015); Nielsen (2004)).

Die Zunahme der Knochendichte sowie die Abnahme von osteoporose - assoziierten
Frakturen kann mit der Wirkung des Strontiums auf zellularer Ebene erklart werden,
indem diese die Knochenbildung unterstitzen und die Knochenresorption
supprimieren (Abbildung 3). Erzielt wird die Unterstitzung der Knochenbildung durch
die stimulierte Proliferation der Praosteoblasten und einer erhéhten Synthese der
Expression kollagener Matrixproteine. Bisher sind die genauen Mechanismen der

biologischen Wirksamkeit der Strontiumionen auf sowohl Osteoblasten wie
5
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Osteoklasten noch nicht verstanden. Jedoch weisen Ergebnisse von Studien darauf
hin, dass Strontium in vivo die Expression von [3 - Catenin erhoht. Dies deutet auf
eine Verstarkung der Transkriptionsfaktoren der Osteogenese hin (Schumacher,
(2015)). Weiterhin steigert Strontium die Prostaglandin-Expression, dass stimulierend
auf die Proliferation und Differenzierung osteoblastarer Vorlauferzellen wirkt
(Choudhary et al. (2007)). Die Ergebnisse diverser Studien zeigen, dass Strontium-
ionen den durch Kalzium aktivierenden calcium sensing receptor (CaSR) aktivieren
kénnen, sodass eine Regulierung der Aktivitait der Osteoblasten sowie der
osteogenen Differenzierung mdoglich ist (Marie (2010)). Die Knochenresorption wird
eingeschrankt, indem freigesetzte Strontiumionen auf der Knochenoberflache die
Differenzierung und die Aktivitat der Osteoklasten inhibieren ohne ersichtliche
zytotoxische Effekte auf Osteoblasten und Osteoklasten auszulésen (Schumacher
(2015)).
(A) (B)

Bildung Resorption

Strontium |:-3> Strontium

Proliferation Differenzierung
.3 4 S
. ) & | Strontium L Y

Ob Ob Ob
[ Knochenbildung :I I A
_Strqn_tiun_’l___

(o

v

l Differenzierung

Knochenresorption

_-')‘.',-.':

“Knochenmatrix

Abbildung 3 Wirkmechanismen von Strontium auf Knochenzellen

A: Stimulation der Replikation von Praosteoblasten und erhthte Synthese der Matrix.

B: Inhibierung der Differenzierung sowie der Aktivitdt von Osteoblasten.

(Abkirzungen: Pre-Ob: Praosteoblasten, Ob: Osteoblast, Pre-Oc: Praosteoklasten,
Oc: Osteoklast; + Stimulation, - Inhibierung)

(Modifiziert nach Marie J.P. et al. (2001))

1.3 Biologisch aktives Spurenelement Kupfer

Zum optimalen Einwachsen eines Implantats in den Knochen ist eine funktionale
Blutgefal3neubildung (Angiogenese) eine wichtige Voraussetzung. Unter dem
Prozess der Angiogenese ist die Aussprossung neuer Blutgefalie aus dem bereits
vorhandenen BlutgefaRsystem zu verstehen. Im Zusammenhang mit dem

angiogenen Wirkpotential spielt das essentielle Spurenelement Kupfer eine grof3e
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Rolle. Der zugrunde liegende biologische Mechanismus des Kupfers im Prozess der
Angiogenese ist noch nicht vollstandig verstanden. Jedoch wurde in diesem
Zusammenhang die Enzymgruppe der Superoxiddismutase identifiziert, deren
katalytisches Zentrum Kupfer- und Zinkionen enthalt. Kupfer dient in verschiedenen
Enzymen als Kkatalytisch wirksames Metallkation. Weiterhin kann Kupfer als
Bestandteil der Lysyl - Oxidase, welches die Quervernetzung von Elastin und
Kollagen katalysiert, die Knochenbildung beeinflussen (Wu et al. (2003); Bose et al.
(2013)).

Weiterhin besitzt Kupfer ein antimikrobielles Potential. Prinzipiell kann eine
Kontamination eines Implantats mit Mikroorganismen bereits perioperativ stattfinden.
Diese implantat - assoziierten Infektionen und die damit einhergehende
Biofilmbildung kénnen durch antimikrobielle Oberflachenmodifikationen verhindert
werden. Nach Kontakt der Bakterien mit zweiwertigen Kupferionen laufen vier
Mechanismen ab (Abbildung 4). Durch freigesetzte Kupferionen aus der
Beschichtungsoberflache eines Implantats werden Zellschdden am Bakterium
verursacht (Abb.4, A), die zur Ruptur der Zellmembran fihren und im Ergebnis zum
Verlust des Membranpotentials und des Zellplasmas (Abb.4, B). Durch die
anschlielende kupferinduzierte Herstellung von reaktiven Sauerstoffspezien wird der
Prozess der Zellschadigung fortgesetzt (Abb.4, C) und letztendlich die genomische
sowie die Plasmid - DNA abgebaut (Abb.4, D) (Grass et al. (2011)). Weiterhin
verandert Kupfer die Proteinstruktur oder stért die Struktur und Funktion der Enzyme
durch Bindung an schwefel-oder karboxylathaltigen Gruppen (Liu et al. (2014),
Thurman et al. (1989); Sterritt et al. (1980)). In Bakterien haben sich einige
Mechanismen entwickelt, die diese vor der toxischen Wirkung von Kupfer schitzen:
extrazellulare Sequestrierung der Kupferionen, aktive Extrusion von Kupfer aus der
Zelle sowie kupferbindende Metallothioneine. Escherichia coli besitzt zur
Verteidigung gegen das toxisch wirksame Kupfer mehrere spezifische zellulare
Resistenzsysteme (CopA, CusF sowie CueO), sodass minimale Kupfermengen
toleriert (Grass et al. (2011)).
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Abbildung 4 Antibakterielles Potential des Kupfers

A: Kuper l6st sich aus der Oberflache und verursacht Zellschaden. B: Zellmembran bricht
auf und fiuhrt zum Verlust des Membranpotentials sowie des zytoplasmatischen Inhalts. C:
Weitere Zellschdden durch Generierung radioaktiver Sauerstoffspezien. D: Abbau der
genomischen und Plasmid-DNA.

(Grass et al. (2011))

1.4 Elektrochemisch gestitzte Abscheidung
Bei der elektrochemisch gestitzten Abscheidung (electrochemically assisted
deposition - ECAD) werden durch kathodische Polarisation des Tragerwerkstoffs
elektrochemische Reaktionen an deren Oberflache ausgelost. Bei den fur die ECAD
charakteristischen Stromdichten von mehreren Milliampere entladt sich vorwiegend
der Wasserstoff aus den wassrigen Elektrolyten. Somit erfolgt unmittelbar in
Oberflachennéhe eine Anhebung des pH-Werts, indem durch Spaltung von Wasser
und der Entladung der Wasserstoffionen an der Substratoberflache (Kathode) das
Protolysegleichgewicht zugunsten der Hydroxidionen verschoben wird (Gleichung 1
und 2).

Q) 2H20 + 2e- > H2 + OH-

2 O2 + 4e + 2H20 2> 40H"

In unmittelbarer Oberflachennahe erhoht sich der pH-Wert und fihrt zu einer lokalen
Herabsetzung der Léslichkeit der CPP, sodass in Zeitrdumen von etwa 15-60
Minuten aus den im Elektrolyten befindlichen lonen eine dichte keramische
Beschichtung aus Kalziumphosphaten auf der Substratoberflache (Titanoberflache)

abgeschieden wird.

Abbildung 5 fasst die elektrochemischen Reaktionen der ECAD zusammen und zeigt
die Dissoziationsstufen der Phosphationen sowie die Erh6hung des pH-Werts.
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Metastabile Kalziumphosphatiésung

7
et Reaktionen an der
OH- Kathodenoberflache:
A HgPO.{

Ti || ros 2H,0 + 2 > Hy + OH

/ HPO 2
/ _— 2H,0 + 0, > de" + OH
a

: / pH Oberflache >> pH Lasuig |
RA—

Abbildung 5 Schema des Messprinzips der elekrochemisch gestiitzten
Abscheidung von Kalziumphosphaten
Ti- Titan; i = Stromstarke
(modifiziert nach Scharnweber D. und Bierbaum S. (2009))

Die Kristallstruktur, die Morphologie sowie die Belegungsdichten der
abgeschiedenen Kalziumphosphate werden beeinflusst durch die Stromstarke, die
Zusammensetzung des Elektrolyten, die Temperatur und die Abscheidungszeit.
Durch Modifikationen der Elektrolytzusammensetzung konnen weitere Komponenten
in die abgeschiedene Schicht integriert werden. Durch den Zusatz von
Strontiumionen oder Kupferionen kdénnen modifizierte Bruschitschichten auf den
Titanoberflachen abgeschieden werden. Von Vorteile ist, dass mittels ECAD auf
komplex  strukturierten  Oberflachen  gleichméRige und  reproduzierbare
Beschichtungen erzeugt werden koénnen (Scharnweber und Bierbaum (2009);
Shadanbabaz et al. (2012); Zhang et al. (2015)).
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2 Zielstellung

Die elektrochemisch gestitzte Abscheidung (ECAD) von Kalziumphosphatschichten
auf Titan und gleichzeitige Einlagerung bioaktiver Spurenelemente sind fir die
Anwendung im dentalen sowie orthopadischen Bereich vorgesehen. Die
Malnahmen zielen darauf ab, die Einheilphase der Implantate zu verkirzen,
besonders im Hinblick auf Patienten mit systematischen Erkrankungen wie
Osteoporose oder mit schlechten Knochenlagern. Durch die Elektrolytmodifikation
mit den bioaktiven Metallionen Strontium- und Kupfer kdénnen diese in die
Kalziumphosphatschicht eingelagert werden. Durch die Freisetzung bioaktiver
Metallionen im physiologischen Umfeld soll der biologische Prozess stimuliert
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen strontium- und kupfermodifizierte Bruschitschichten
untersucht werden, die aus Elektrolyten mit einem Strontiumgehalt von 24 %
bezuglich der Kalziumkonzentration mittels ECAD abgeschieden werden. In die mit
Strontium modifizierten Kalziumphosphatbeschichtungen soll zusatzlich Kupfer
eingebracht werden. Dies soll mit drei Anséatzen realisiert werden. Die
elektrochemische Abscheidung von Kupfer wird einerseits durch Kupferzugabe im
Elektrolyten sowie andererseits durch die elektrochemische Abscheidung einer
Kupferbasisschicht durchgefiihrt. Mit dem dritten Ansatz zur Kupferimmobilisierung
wird der reine Adsorptionsprozess von Kupferionen an eine bereits abgeschiedene
Kalziumphosphatbeschichtung analysiert. Ein Teil der hergestellten Proben wird
einer hydrothermalen Behandlung mit Natriumhydroxid zugefuhrt, um den Einfluss
der Umwandlung der abgeschiedenen Kalziumphosphatphase auf die Freisetzung
der Spurenelemente zu untersuchen.

Untersucht werden soll die Einlagerung der lonen in die Schichten in Abh&angigkeit
von der chemischen Zusammensetzung der Tragermatrix, der Immobilisierungs-
methode und wie sich diese Parameter auf die Freisetzung der lonen auswirken. Die
zu erreichenden Schichtmassen der Tragermatrizes sollen im Bereich von 250 - 1500
ug / cm? liegen und reproduzierbar sein. Fur die Freisetzung des Spurenelements
Strontium werden 5 - 10 pg pro cm? Oberflache und Tag angestrebt. Weiterhin soll
am Modellorganismus Escherichia coli SM 2029 untersucht werden, inwieweit durch
die Art und Weise der Kupferintegration die anvisierte antimikrobielle Wirkung erzielt
wird.

10



Material

3 Material

3.1 Chemikalien

Tabelle 2

Chemikalien und deren Herkunft

Chemikalien

Hersteller

Ammoniumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Ammoniumsulfat

Sigma-Aldrich, Darmstadt

D (+) Glucose

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Eisen-(lll) Ethylen-
Diamintetraessigsaure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hefeextrakt

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Kaliumchlorid

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Kaliumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Kalziumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Kalziumchlorid-Dihydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Kalziumnitrat-Tetrahydrat

VWR-Chemicals ProLabo®, Dresden

Kanamycinsulfat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Kupfernitrat- Trihydrat

VWR-Chemicals ProLabo®, Dresden

Kupfersulfat-Pentahydrat

Merck, Darmstadt

L-Ascorbinsaure

Sigma-Aldrich, Darmstadt

L-Prolin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid

VWR-Chemicals ProLabo®, Dresden

Natriumhydrogencarbonat

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Natriumsulfat

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Strontiumnitrat

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Salzsaure

VWR - Chemicals ProLabo®, Dresden

Schwefelsaure 96%

BASF, Ludwigshafen am Rhein

Salpetersaure: 65%,

VWR-Chemicals ProLabo®, Dresden

Thiamin Hydrochlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Trizma®base

Sigma-Aldrich, Darmstadt

Trypton

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Kalzium Fluitest® CA CPC

Analyticon Biotechnologies AG, Lichtenfels

Phosphor: Fluitest® PHOS

Analyticon Biotechnologies AG, Lichtenfels

Kupfer (Dibrom-PAESA)

Greiner Diagnostic GmbH, Bahlingen

Live / Dead Cell Viability Assay

Invitrogen, Hennigsdorf
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3.2 Medien

Tabelle 3  Verwendete Medien und deren Zusammensetzung

Medium Zusammensetzung
Simulierte Korperflissigkeit nach Tas | = 112 mM NacCl
(Tas-SBF) = 27 mM NaHCOs3
= 3mMKCI

= 1 mM NazHPOs* 2 H20
= 1,5mM MgClz2 * 6 H20

= 1 MHCI

= 2,5mM CaClz * 2 H20

= 0,5 mM NaSO4

= 50 mM Trizma®base

= in entionisiertem H20 l6sen

= pH-Wert7,4
Phosphatgepufferte Salzlésung = 123 mM NaCl
(PBS) = 10,4 mM Na2HPO4

= 3,1 mM KH2PO4

= in entionisiertem H20 l6sen

" pH74
LB-Flussigmedium = 5 g/l Hefeextrakt
(Zusammensetzung nach Luria = 10 g/l Trypton
Bertani Muller) = 10 g/l NaCl

= 50 pg / ml Kanamycinsulfat
Biofilmmedium = 1mM MgCl2

= 0,1 mM CaCl2

= 0,010 mM Fe - EDTA

= 10 mM D (+) Glucose

= 0,002 uM Thiamin

= 0,08 uM L-Prolin

= 15,1 mM (NH4)2S0a4

= 37,5 mM Na2HPO4 * H20
= 22,2 mM KHPO4

= 51,3 mM NacCl

= pH7.2

12
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= Fotales Bovines Serum (Chargennummer 740), Herkunft Stiidamerika, Biochrom
AG, Berlin

3.3 Materialien

Titanproben: Material Reintitan (commercially pure, c. p., grade 2), geschliffen
mit Fliehkraftanlage und bestrahlt mit Korundpartikeln (MSEKA 30A),
Oberflachenspezifikation Rauigkeit (Ra 3,15-3,2 um, Durchmesser 10 mm,
Dicke 2mm, Oberflache 157,08 mm?, Herstellerfirma KLS Martin Group,
Muhlheim a.d. Donau

Suspensionskulturplatte; Nunc Cell Culture, Thermo Fisher Scientific,
Hennigsdorf

Escherichia coli SM 2029, GFP-gelabelt, Ubernachtkultur, 137 rpm, 30 °C

3.4 Geréate

Atomabsorptionsspektroskopie: AAS 5FL, Carl-Zeiss-Technology, Jena
Brutschrank: COz2- Incubator, Sanyo Electric Biomedical Co., Ltd, Japan
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Observer. Z1, Carl Zeiss, Jena, Software: ZEN
pro 2012, LED-Lichtquelle Colibri.2

FTIR-Spektrometer: FTS 2000 + Autoimage-System (Perkin Elmer), Software:
Auto Image 4.1

Galvanostat: Jaissle IMP 88PC -100 V, Software: ECM-Win Build 6"U

Ofen: KOE 10, Padelttherm, Leipzig

Photoelektronenspektrometer: Amycus (Kratos), Software: CasaXPS 2.2.67
Rasterelektronenmikroskop: XL-30 ESEM FEG, Philips, Hamburg
Ultraschallbad: BANDELIN electronic GmbH & Co. KG , Sonorex, Berlin
Photometer: Tecan Infinite® 200 PRO, Software: i-control™ Microplate
Reader, Schweiz

Schiittelplatte Magnetschittler Monoshake Drehzahlbereich 100 - 2000 min-?,
Schuittelamplitude 2 mm, HP Labortechnik AG, Oberschleil3heim
Trockenschrank: BINDER GmbH, Tuttlingen
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4 Methoden

4.1 Vorbereitung der Titanoberflache

Die Titanproben aus Reintitan mit einem Durchmesser von 10 mm und eine Hohe
von 2 mm wurden hergestellt und sandgestrahlt durch KLS Martin Group. Vor dem
Einsatz wurden die Titanproben fur funf Minuten mit einer Atzlésung aus 10,18 M HCI
und 17,97 M H2S0Oa4 bei 108 °C behandelt. Anschliel3end wurden die Proben 2 mal 15
Minuten in sterilen, entionisiertem Wasser im Ultraschallbad von S&ure - und
Strahlgutresten gereinigt. Zur Vermeidung von mdglichen Kontaminationen der
geatzten Titanproben lagerten diese bis zur Durchfihrung der elektrochemisch
gestutzten Abscheidung 1 - 2 Tage in Reinstwasser (0,055 uS / cm).

4.2 Elektrochemische Versuchsanordnung

Zur Durchfiihrung der elektrochemisch gestitzten Abscheidung (ECAD) wurde eine
Versuchsanordnung gemaf Abbildung 6 verwendet. Diese setzte sich aus einem mit
einem Galvanostat (1) verbundenen Probenhalter und einer bei 30 °C temperierten
Elektrolytldsung in einem Glaszylinder (2) zusammen. Es wurde ein 2 - Elektroden-
Aufbau verwendet: vier, in den Probenhalter eingespannte Titanproben (3) wurden
als Kathode geschalten und ein den Probenhalter umgebendes Platingitter (4)
fungierte als Anode.

Abbildung 6 Versuchsanordnung der elektrochemisch gestitzten
Abscheidung
(1) Galvanostat (2) bei 30°C temperierte Elektrolytibsung in einer Glasschale (3)

Probenhalter mit vier eingespannten Titanproben (Arbeitselektrode/Kathode) (4) ein den

Probenhalter umgebendes Platingitter (Bezugselektrode/Anode)

14
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Die Durchfuihrung der ECAD von Kalziumphosphaten auf Titanoberflachen erfolgte,
indem der Probenhalter mit vier eingespannten Titanproben in circa 300 ml
Elektrolytldsung getaucht und die galvanostatische Polarisation mit gleichbleibender
Stromstarke (1,5 A/cm?) Uber einem Zeitraum von 2400 s gestartet wurde. Diese
Abscheidung wurde bis zur ersten Minuten statisch durchgefiihrt. Weil eine gestorte
Abscheidung von Kalziumphosphaten auf den Titanoberflachen durch entstehende
Wasserstoffblasen im Abscheidungsprozess (siehe Kapitel 1.4, Gleichung 1) zu
vermeiden ist, wurde der Probenhalter ab der ersten Minute bis Beendigung der
ECAD durch die Verbindung mit einem Schiittler bei 50 rpm rotiert. AnschlieRend
wurde der Probenhalter mit den beschichteten Titanproben aus der Elektrolytldsung
entnommen und zur anschliel3enden Reinigung fur 2 mal 15 Minuten in Reinstwasser
(0,055 uS/cm) bei 100 rpm geschittelt. Die Trocknung der beschichteten
Titanproben erfolgte mit einem N2-Strom mit anschlie@ender Lagerung in

Wellplatten.

4.3 Beschichtung der Titanoberflache

Die Beschichtung der Titanoberflache mit Bruschit mit gleichzeitiger Einlagerung der
bioaktiven Spurenelemente Strontium und Kupfer in die Beschichtungen wurde mit
vier Ansatzen erzielt: (1) Zugabe von Strontium im Elektrolyten, (2) Zugabe von
Kupfer im Elektrolyten, (3) Abscheidung von CPP-Beschichtungen auf einer
Kupferbasisschicht, (4) Kupferbadbehandlung von bereits abgeschiedenen CPP-

Beschichtungen.

Der Standardansatz des Elektrolyten zur elektrochemisch gestitzten Abscheidung
von Bruschit setzte sich aus 50 mM Ammoniumdihydrogenphosphat sowie aus
83,5 mM  Kalziumnitrat - Tetrahydrat zusammen. Nach Beendigung des
Abscheidungsprozesses wurden die beschichteten Titanproben in Reinstwasser 2
mal 15 Minuten gewaschen, mit einem N2 - Strom getrocknet und in Wellplatten

gelagert.

4.3.1 Herstellung einer Strontium-modifizierten Titanoberflache
Die Herstellung einer Strontium - modifizierten Titanoberflache mit elektrochemisch
gestutzter Abscheidung (Kapitel 4.2) wurde mit Strontiumzusatz im Elektrolyten

durchgefuhrt. Auf Grundlage von Ergebnissen eigener Voruntersuchungen
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hinsichtlich der Belegungsdichte an Strontium in der abgeschiedenen
Beschichtungsoberflache sowie dem Freisetzungsverhalten in einem serumhaltigen
Inkubationsmedium wurde die Konzentration an Strontiumionen auf 20 mM im
Elektrolyten festgelegt.

Tabelle 4 fasst die Stoffmengenkonzentrationen an Ammoniumdihydrogenphosphat,
Kalziumnitrat - Tetrahydrat sowie Strontiumnitrat im  Elektrolyten, der zur
elektrochemisch gestitzten Abscheidung von Bruschit und strontiumhaltigen Bruschit
eingesetzt wird, zusammen. Die Gesamtkationenkonzentration im Elektrolyten wurde
auf 83,5 mM festgelegt, sodass bei der Anwendung strontiumhaltiger Elektrolyten

eine Anpassung der Konzentrationen an Kalzium erfolgte.

Tabelle4  Konzentrationen an Kalzium, Phosphat und Strontium im
Elektrolyten
Proben- C((NH4)H2PO4) c(Ca(NOs3)2*4H20) c(Sr(NO3)2)

bezeichnung

[mM] [mM] [mM]
Bruschit 50 83,5 0
(Bru)
Co - Abscheidung 50 63,5 20

Bruschit und
20 mM Strontium
(Bru /20 mM Sr)

4.3.2 Herstellung einer Kupfer-modifizierten Titanoberflache durch Zugabe von
Kupfer im Elektrolyten

Zusatzlich zum bereits beschriebenen Ansatz fir die Bruschitabscheidung mit bzw.
ohne Strontium (Kapitel 4.2) wurde dem Elektrolyten flr diese Abscheidungsvariante
eine konzentrierte Kupfernitratiosung zum Elektrolyten hinzugefigt, um eine finale

Kupferkonzentration von 0,5 mM zu erreichen.

4.3.3 Herstellung einer Kupfer-modifizierten Titanoberflache durch
elektrochemische Abscheidung einer Kupferbasisschicht

Die elektrochemische Abscheidung einer Kupferbasisschicht auf Titanproben wurde
mit einem schwefelsauren Elektrolyten (pH 1) bestehend aus 1,8 M Schwefelséaure

und 0,24 M Kupfersulfat-Pentahydrat bei Zimmertemperatur durchgefiihrt (Magagnin
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et al. (2001)). Um den Einfluss elektrochemischer Parameter wie z.B. Abscheidungs-
dauer, Stromstarke und Konzentration der Kupfersulfatidsung zu untersuchen, wurde
die elektrochemische Abscheidung einer Kupferbasisschicht auf einer
Titanoberflache zunachst mit unterschiedlichen Parametersets (Tabelle 5)
durchgefiihrt. Direkt im Anschluss der elektrochemisch abgeschiedenen
Kupferbasisschicht erfolgte die ECAD der strontiumfreien bzw. strontiumhaltigen
Beschichtungszustande mit der im Kapitel 4.2 erlauterten Methode.

Tabelle 5 Parameterset der elektrochemischen Abscheidung einer
Kupferbasisschicht auf Titanoberflache

Parameter
Abscheidungsdauer 7,5 min, 10 min, 12,5 min 2.5 min, 30 sec, 10 sec
Stromdichte [mA / cm?] 3 9
Konzentration der
0,24, 0,125, 0,024 0,24, 0,125, 0,02
Kupfersulfatlésung [M]
Drehzahl der
0, 50, 100

Schittelplatte [rpm]

4.3.4 Herstellung einer Kupfer-modifizierten Titanoberflache durch Proben-
einlagerung in Kupferbad

Nach Beendigung der elektrochemischen Abscheidung von CPP mit und ohne
Strontiumzusatz (Kapitel 4.2) wurden diese Beschichtungen in jeweils 1 ml 0,5 mM
Kupfernitratlésung (pH-Wert nach Auflosung in Wasser: 5,1) fur 1 h bzw. fir 24 h
ausgelagert.

4.3.5 Nachbehandlung einiger Beschichtungszustande mit Natriumhydroxid

Im Anschluss an die Probenherstellung wurde ein Teil der so erhaltenen Proben
einer hydrothermalen Behandlung mit NaOH zugefiuhrt. Die Probeneinlagerung der
Beschichtungszustdnde wurde in jeweils 0,1 M NaOH in 20 ml Glasflaschen mit
Schraubverschluss bei 65 °C uber einen Zeitraum von 4 h im Trockenschrank
durchgefuhrt. Anschlielend wurden diese Proben vorsichtig in destilliertem Wasser

gespult und nachfolgend 2 h bei 65 °C im Trockenschrank getrocknet (Huang et al.
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(2015)). Nach Beendigung dieser Trocknungszeit wurden die herstellten
Probenzustande in Wellplatten gelagert.

4.4 Probensterilisierung
Vor der Durchfihrung der Freisetzungsstudie (Kapitel 4.5) sowie des Zellversuchs

mit Escherichia coli (E.coli) SM 2029 (Kapitel 4.7) wurden die Proben in
Multiwellplatten gelagert und y-sterilisiert. Die y-Sterilisierung erfolgte bei dem BBF

Sterilisationsservice GmbH in Kernen-Rommelshausen bei mindestens 25 kGy.

4.5 Freisetzungsstudie
Die elektrochemisch hergestellten spurenelementhaltigen Beschichtungszustande

mit und ohne NaOH-Nachbehandlung wurden in einer simulierten Korperflissigkeit
(simulated body fluid - SBF) nach Tas (Tas (2000)) supplemiert mit 10 % f6talem
Kalberserum eingelagert. Diese Probeneinlagerung in 24-Wellplatten wurde in jeweils
1 ml SBF bei 37 °C mit 8%iger CO2-Begasung Uber einen Zeitraum von drei Tagen
durchgefiihrt. Das Inkubationsmedium wurde téglich vollstandig gewechselt und das
abgenommene Medium fir die nachfolgende Analytik in Eppendorftubes gesammelt.
Weiterhin wurde jeweils ein ausgelagerter Probenzustand mit
Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht.

4.6 Probenanalytik

Die Charakterisierung der spurenelementhaltigen Beschichtungszustande erfolgte
mittels REM, Kits zur Bestimmung der Konzentrationen an Kalzium-, Phosphat, und
Kupferionen sowie der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) zur Konzen-
trationsbestimmung von Strontiumionen. Weiterhin wurden die Proben mit
Rdntgenphotoelektronenspektroskopie (X-ray photoelectron spectroscopy - XPS) und

Fourier - transformierte Infrarotspektroskopie (FTIR) analysiert.

4.6.1 Rasterelektronenmikroskopie
Die stickstoffgetrockneten Beschichtungszustande wurden auf dem Objekttrager

befestigt, am Probenrand mit Leitsilber versehen und mit Kohlenstoff im Hochvakuum
bedampft. Die Kohlenstoffoedampfung sollte eine Aufladung der Beschichtungen bei
einfallenden Elektronen verhindern und demzufolge eine optimale Abbildung der
Oberflache der Beschichtungszustande liefern. Die rasterelektronischen

Mikroskopieaufnahmen wurden mit einer Beschleunigungsspannung von 3 kV und
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einem Arbeitsabstand von 6 mm mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) XL-30
ESEM FEG der Firma Phillips® aufgenommen.

4.6.2 Bestimmung der Konzentrationen an Kalzium, Phosphat und Kupfer
mittels fotometrischen Farbtests
Die hergestellten Beschichtungszustande wurden durch Zugabe von jeweils 1 ml

konzentrierter Salpetersaure und 30 minttigem Schuitteln bei 300 rpm aufgeldst.
Anschlie3end wurden die enthommenen salpetersauren Lésungen gesammelt und
mit den kommerziellen Kits Kalzium Fluitest® CA CPC, Phosphor Fluitest® PHOS
sowie Kupfer mit der Methode Dibrom-PAESA mit dem Plattenlesegerét Infinite®
200PRO (Tecan) analysiert. Zur Bestimmung der Kalziumionenkonzentrationen
wurden die Extinktionen bei einer Wellenlange von 578 nm, der
Phosphationenkonzentrationen bei 340 nm sowie der Kupferionenkonzentration bei
578 nm gemessen. Die fotometrischen Tests wurden mit Kalibierkurven, die mit den

kommerziellen Tests enthaltenen Standardlésungen ermittelt wurden, ausgewertet.

4.6.3 Bestimmung der Konzentration an Strontium mit Atomabsorptions-
spektroskopie

Die salpetersauren Losungen, die zur Auflosung von kupferhaltigen
Beschichtungszustanden verwendet wurden, wurden mit 0,1 % Kaliumchlorid
verdinnt. Die Bestimmung der Konzentrationen an Strontiumionen erfolgte an dem
Gerat AAS 5FL (Carl Zeiss) bei einer Wellenlange von 460,7 nm. Die Kalibierkurven
wurden mit entsprechenden Standardlosungen (0 mg/l, 0,05 mg/l, 0,1 mg/l, 0,5 mg/l,
1 mg/l, 2 mg/l) hergestellt.

4.6.4 Rontgenphotoelektronenspektroskopie
Zur Bestimmung der chemischen Zusammensetzung der Beschichtungsoberflachen

wurde die XPS verwendet. Die Anregung erfolgte mit nichtmonochromatischer
Al-Ka-Strahlung (1486,6 eV) mit einer Leistung von 240W bei einer
Beschleunigungsspannung von 8 kV. Die Aufldsung des Spektrometers betrug ca.
2 eV. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software CasaXPS (Version
2.2.67). Zur Korrektur der durch Aufladung der Oberflachen bedingten Verschiebung
der Spektren wurden die Energieskala anhand des Ca-2psz-Peaks auf die
theoretische Bindungsenergie fir Bruschit von 347,2 eV kalibriert. Die quantitative

Elementarzusammensetzung wurde aus den Peakflachen mit Verwendung von
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elementspezifischen Empfindlichkeitsfaktoren und der Spektrometeribertragungs-
funktion berechnet. Weil das Elementspektrum von Sr 3p12 mit dem Spektrum von
Cls uberlappt, wurde zur Entfaltung und Bestimmung der Flachen der
Uberlappenden Peaks das bekannte Flachenverhéltnis der Peakflachen von Sr 3ps2
zu Sr 3pi. von 2:1 verwendet. Im Bereich von 134 eV Uberlappen sich die Peaks
P 2p und Sr 3d vollstandig. An der Flanke des gemessenen Peaks war eine Schulter
zu hohen Bindungsenergien erkennbar, der Sr 3ds2 zugeordnet werden konnte.
Dadurch war eine Entfaltung von Sr 3d und P 2p mdglich. Allerdings ist bei dieser

Herangehensweise zur Quantifizierung mit einer hohen Fehleranfalligkeit zu rechnen.

4.6.5 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie
Die Phasenzusammensetzung der Beschichtungszustande wurde mit Fourier -

Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR) mit dem Spektrometer FTS 2000 und
Autoimage-System (Perkin Elmer) im Bereich von 4000 - 500 cm* mit einer
Auflésung von 1,0 cm™ untersucht. Die Spektren wurden im Reflexionsmodus mit
mindestens 6 Messbereichen a 100 * 100 um? aufgenommen. Zur Aufnahme des
Untergrundspektrums wurde eine polierte Titanoberflache verwendet. AnschlieRend
wurde dieses Untergrundspektrum von den FTIR - Spektren der Beschichtungs-

zustande subtrahiert.

4.7 Bakterienadhasion an spurenelementhaltigen Beschichtungen
Das Bakterium Escherichia coli (E.coli) SM 2029, (GFP - gelabelt) wurde zur

Untersuchung der Bakterienadh&sion an spurenelementhaltigen CPP in einem
Biofiimmedium verwendet. Zur Glycerolentfernung wurde die bei - 20 °C gelagerte
Bakteriensuspension bei 2500 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert und das Pellet in 1 ml
LB mit 50 pug/ml  Kanamycin resuspendiert. AnschlieRend wurde diese
Bakterienlosung in ca. 20 ml LB-Medium uUberfihrt und bei 30 °C auf einer
Schittelplatte bei 137 rpm bis zu einer optischen Dichte (OD) bei 600 nm von
mindestens 0,8 inkubiert. Im Anschluss wurden 15 ml der E.coli - Suspension fur
5 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert und in 5 ml Biofilmmedium resuspendiert. Fur
einen weiteren Waschschritt wurde die Zentrifugation mit denselben Parametern und
der Resuspension im Biofilmmedium wiederholt. Nach Vereinzelung der
Bakterienlosung mit einem 5 um Filter wurde mit der Messung der optischen Dichte
des Filtrats bei 600 nm eine Zellzahl von 10,71 *10% Zellen/ml- bestimmt.

Anschlie3end erfolgte das Aussden der Bakteriensuspension auf den in einer
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Suspensionskulturplatte gelagerten spurenelementhaltigen Beschichtungszustanden
mit jeweils einer Zellzahl von 2 * 108 Zellen/ml sowie mit 2 * 10° Zellen/ml in je 1 mi
Biofiilmmedium. Die Einstellung der Zellzahl erfolgte tber eine zuvor im Institut fur
Lebensmitteltechnologie und Bioverfahrenstechnik ermittelte Kalibrierfunktion
(Original von Mulansky et al. (2015)).

Fur die Inkubation der beschichteten Titanproben in der Bakteriensuspension wurden
jeweils 500 pl Biofilmmedium vorgelegt und anschlielend 500 pl der doppelt
konzentrierten Bakteriensuspension zugegeben. Fur die Referenzlésungen mit
bekannten Kupferkonzentrationen wurden entsprechend doppelt konzentrierte
Kupferlosungen in dem Biofilmmedium vorgelegt. Die Inkubation der
Beschichtungszustande mit der E.coli-Suspension wurde bei 37 °C auf einer
Schittelplatte mit 500 rpm durchgefiihrt. Zur Inkubation wurden nur die inneren Wells
einer 48-well-Suspensionskulturplatte verwendet Die &ufRReren Wells in dieser
Wellplatte wurden jeweils mit 1 ml sterilem Wasser gefullt, um die Verdunstung der
Bakteriensuspension in den inneren Wells zu minimieren. Nach einer 17-stindigen
Inkubationszeit der beschichteten Titanproben erfolgte eine Extinktionsmessung
(ODso0o) der jeweiligen abgenommenen Bakteriensuspensionen. Die Proben wurden
3-mal mit je 1 ml Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) und 5 Minuten Schiitteln bei
200 rpm gespult, um nicht adh&rente Bakterien zu entfernen. Anschliel3end erfolgte
die mikroskopisch gestitzte Ermittlung der von den Bakterien belegten Oberflache an
einem Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung eines 20x-Okulars mit je 15
Aufnahmen pro Probe unter Ausnutzung der Eigenfluoreszenz durch das
innerzellular gebildete GFP. Die Ermittlung der prozentual von Bakterien belegten
Flache erfolgte mittels Image J (Version: Image J (Fiji) V 2.0.0-rc54/1.51, java
1.8.0 66) nach Einstellung des Schwellwertes unter Abgleich mit den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Die Bedeckung der Oberflache wurde
dabei auf die projizierte Stirnflache bezogen. Zusatzlich erfolgte zur Beurteilung der
Zellviabilitat die Anfarbung der adharenten Bakterien mittels eines Live/Dead Kits mit
den Farbstoffen SYTO® 9 wund Propidiumiodid. Zur Farbung wurde ein
Reaktionsgemisch aus jeweils 3 pl Losung 1 und Ldsung 2 in 1 ml H20 hergestellt.
Anschlieend wurden jeweils 100 pl auf die jeweilige Probe pipettiert. Nach
15 mindtiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Proben in H20 gespiilt
und bis zur Fluoreszenzmikroskopie in H20 gelagert. Die Fluoreszenzmikroskopie
erfolgte flr den Farbstoff SYTO® 9 mit Wellenlangen von 485 nm (Anregung) und
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498 nm (Emission) bzw. fur Propidiumiodid mit Wellenlangen von 535 nm (Anregung)

und 617 nm (Emission).

4.8 Allgemeine Angaben zum Versuchsdesign und Probenzahlen
Jeweils vier Proben pro Beschichtungszustand wurden zur nasschemischen Analyse

sowie jeweils eine Probe zur Untersuchung mit REM, XPS und FTIR Messung
verwendet.

Zur Beurteilung des Freisetzungsverhaltens bei Inkubation in serumhaltiger SBF
wurden pro Probenzustand je drei beschichtete Titanproben eingesetzt und der
nasschemischen Analyse zugefihrt. Nach Inkubation wurde je eine Probe zur
Analyse mittels REM untersucht.

Zur Darstellung der Belegungsdichte der Kalzium-, Phosphat-, Kupfer- sowie
Strontiumionen in den Beschichtungen sowie der gemessenen Konzentrationen im
Inkubationsmedium wurden in den Abbildungen die berechneten Konzentrationen als
Mittelwerte sowie die zugehorigen Standardabweichungen als Fehlerbalken
abgebildet. Da der Probenhalter so konstruiert war, dass nur die Stirnseite der
Proben beschichtet wurde, wurden die Belegungsdichten entsprechend der
projizierte  Stirnflache  errechnet. Auf Grund der bisher fehlenden
Versuchswiederholungen wurde auf eine konsequente Eintragung der statistischen
Signifikanzen verzichtet. Fur alle Messwerte, deren Fehlerbalken sich nicht
Uberlappen, wurden statistische Signifikanzen fir ein gewahltes Signifikanzniveau
von 0,05 mittels t-Test ermittelt.

Zur Untersuchung der Bakterienadhasion an spurenelementhaltigen CPP in einem
Biofilmmedium wurden pro Beschichtungszustand je drei beschichtete Titanproben in
eine 24-Wellplatte eingesetzt. Zur Beurteilung der Zellviabilitdt der adh&renten

Bakterien wurde pro Probenzustand jeweils eine beschichtete Titanprobe verwendet.
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5 Ergebnisse

Mittels ECAD wurden, wie im Abschnitt 4.3 beschrieben, die Spurenelemente Kupfer
und Strontium einerseits als singulare Zusatzkomponente bzw. andererseits in
Kombination  beider  Elemente in  Kalziumphosphatbeschichtungen  auf
Titanoberflachen integriert. Die Charakterisierung der erhaltenen Oberflachen-
zustande erfolgte hinsichtlich der Zusammensetzung der Hauptkomponenten der
Kalziumphosphatmatrix (Kalzium, Phosphat) sowie der integrierten Spurenelemente
Kupfer und Strontium nach Auflosung der Schicht in konzentrierter Salpetersaure.
Die chemische Phasenzusammensetzung der abgeschiedenen CPP mit integrierten
Spurenelementen wurde mit FTIR untersucht. Weiterhin wurden mit XPS der
chemische Status sowie die prozentualen Anteile der erfassten Elemente in den
Beschichtungsoberflachen analysiert. AufRerdem war zu prifen, inwieweit
unterschiedliche Belegungsdichten bzw. die verschiedenen Beschichtungsvarianten
das Freisetzungsverhalten der Spurenelemente unter annahernd physiologischen
Verhaltnissen beeinflussen. Die Morphologie der Oberflachenzustande wurde mittels
REM vergleichend vor bzw. nach der Inkubation in dem Freisetzungsmedium
dokumentiert. Um  das  antimikrobielle  Potenzial von  kupferhaltigen
Beschichtungszustanden auf das GFP - gelabelte Bakterium E.coli SM 2029 zu
untersuchen, wurden die prozentual mit Bakterien belegte Beschichtungsoberflache
bestimmt sowie die Zellviabilitat durch Anfarbung der adharenten Bakterien mittels
eines Live/Dead Kit untersucht.

Trotz Anwendung verschiedener Versuchsparameter wie beispielsweise
Stromstarke, Abscheidungsdauer zur Erzeugung einer Kupferbasisschicht oder
Dauer der Probeneinlagerung in einer Kupferldsung wurden Belegungsdichten an
Kupfer in unterschiedlichen Gré3enordnungen erzielt.

In der Legende und in den Beschriftungen der Abbildungen sowie in den Tabellen
wird das strontiumhaltige Bruschit - Co-Abscheidung Bruschit mit 20 mM Strontium -

als jeweils mit Bru /20 mM Sr abgekurzt.
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5.1 Charakterisierung der unterschiedlich beschichteten Titanoberflachen

5.1.1 Belegungsdichten der Hauptkomponenten der unterschiedlichen
Beschichtungszustande
Abbildung 7 stellt die Belegungsdichten an Kalzium-, Phosphat -, Strontium- und

Kupferionen fur die spurenelementhaltigen Kalziumphosphatphasen (sCPP) unter
Einbeziehung von Kupferionen gegentber. Als Beschichtungsstrategien wurden drei
Ansatze verfolgt: erstens Integration des Kupfers in die Abscheidung der CPP -
Matrix, zweitens die Abscheidung einer Kupferbasisschicht vor der Abscheidung von
CPP, sowie drittens nachtragliche Integration durch Adsorption an eine bereits
abgeschiedene CPP. Die bereits zuvor etablierte Integration des Kupfers in die CPP -
Abscheidung fungierte als Referenzzustand. Fir diesen Zustand wurde ein hoher
Anteil des immobilisierten Kupfers bei Inkubation in proteinhaltiger SBF bereits
innerhalb der ersten Inkubationsperiode von 24 h freigesetzt, wahrend in den
folgenden drei Tagen nur noch eine minimale Freisetzung im Bereich von
0,5-0,7 ug/ml erfolgte (s. Anhang 1). Durch Modifizierung der Art und Weise der
Kupferintegration sollte untersucht werden, ob andere Freisetzungskinetiken -
entweder eine gleichmaRigere Verteilung des Kupfers auf einen langeren
Freisetzungszeitraum oder eine 2-Schritt-Freisetzung (ein initialer Peak gefolgt von
einer gleichmaRigen Freisetzung auf niedrigerem Niveau) - realisierbar sind.

Mit dem zusatzlichen Referenzzustand Bruschit sollte im Vergleich zu den
spurenelementhaltigen Beschichtungen die Zusammensetzung der Haupt-
komponenten der Kalziumphosphatmatrix ohne Einfluss der Spurenelemente
untersucht werden.

Im Vergleich zum Referenzzustand Bruschit lagen die Belegungsdichten an Kalzium
sowohl bei den strontiumfreien Beschichtungszustanden mit einer Kupferbasisschicht
als auch mit nachtraglicher Kupferbadbehandlung ca. 35-40 % niedriger. Eine
Verminderung der Phosphatbelegungsdichte in der GroR3enordnung von ca.
35-45 % konnte ebenfalls bei den in Kupferbad behandelten CPP sowie den CPP mit
einer Kupferbasisschicht festgestellt werden.

Bei Betrachtung der Belegungsdichten in den Beschichtungen mit und ohne
Strontiumzusatz im Elektrolyten konnte folgender Zusammenhang beobachtet
werden: sowohl fur die Beschichtungsvariante mit Kupferbasisschicht als auch mit
Kupferbadbehandlung waren bei den strontiumhaltigen Beschichtungen die
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abgeschiedenen Belegungsdichten an Kalzium um ca. 30-43 % und an Phosphat um
ca. 10-12 % niedriger.

Wurde die Kupferbasisschicht unter Zugabe von Ascorbinsdure zum schwefelsauren
Elektrolyten zur elektrochemischen Abscheidung erzeugt, so wurden im Vergleich zur
direkten  Abscheidung auf den geatzten Proben unter identischen
Abscheidungsbedingungen eine veranderte Schichtzusammensetzung erhalten.
Wahrend die Belegungsdichte an Phosphat im Vergleich zur direkten
Abscheidungsvariante unverandert war, wurden unter Zugabe von Ascorbinsaure
25 % niedrigere Belegungsdichte an Kalzium abgeschieden.

Im Anschluss an die Probenherstellung mit unterschiedlichen Immobilisierungs-
methoden von Strontium- und Kupferionen, wurde ein Teil der so erhaltenen Proben
einer hydrothermalen Behandlung mit NaOH zugefihrt, um den Einfluss der
Umwandlung der abgeschiedenen Kalziumphosphatphase auf die Freisetzung der
Spurenelemente zu untersuchen. Zunachst wurde untersucht, inwieweit dieser
Umwandlungsschritt zu einer Anderung der Beschichtungszustande vor dem Beginn
der Inkubation im serumhaltigen Medium fihrte. Der Referenzzustand Kupferzugabe
im  Elektrolyten wurde keiner NaOH-Behandlung zugefuhrt, weil aus
Voruntersuchungen bereits bekannt war, dass eine nahezu vollstandige Freisetzung
der immobilisierten Kupferionen im ersten Inkubationsintervall erfolgt (s.Anhang 1).
Wurden die strontiumfreien sowie die strontiumhaltigen Beschichtungszustande nach
der Kupferbadbehandlung zusatzlich in NaOH gelagert, so veranderten sich die
Belegungsdichten an Kalzium im Vergleich zu den nicht mit NaOH-behandelten
Beschichtungen nur geringfligig, wahrend die Belegungsdichten an Phosphat nach
der NaOH-Nachbehandlung ca. 25-45 % niedriger lagen. Im Gegensatz dazu
bewirkte die NaOH-Nachbehandlung im Fall der abgeschiedenen CPP auf
Kupferbasisschichten eine Verminderung der Kalziumbelegungsdichte in der
Grofienordnung von ca. 30 % und an Phosphat von ca. 30-50 %.

Erfolgte die Immobilisierung des Kupfers in Form einer Kupferbasisschicht an der
Titanoberflache, so wurde bereits bei kurzen Abscheidungszeiten von 30 sec
vergleichsweise hohe Menge an Kupfer in der Gréf3enordnung von
1500-3400 pg/cm? abgeschieden. Mit dem Zusatz der L-Ascorbinsaure zur
elektrochemischen Abscheidung einer Kupferbasisschicht sollte untersucht werden,
ob die Adhasion des Kupfers an die Titanoberflache verbessert wird und infolge die
Freisetzung von Kupferionen aus der Beschichtung beeinflusst wird. Jedoch konnten
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keine wesentlichen Unterschiede in den Belegungsdichten an Kupfer in den
strontiumfreien CPP auf einer Kupferbasisschicht festgestellt werden.
Voruntersuchungen zur Herstellung einer Kupferbasisschicht mit Variationen der
Stromdichte und Konzentration der Kupfersulfatiésung zeigten, dass eine Erhéhung
der Stromdichte von 3 mA/cm? auf 9 mA/cm? zu niedrigeren Belegungsdichten an
Kupfer mit homogenen Schichten fihrte (s. Anhang 2). Wurde das Kupfer im Zuge
der Abscheidung der CPP-Matrix dem kalzium- und phosphathaltigen Elektrolyten
zugesetzt, so wurde eine wesentlich geringere Belegungsdichte von 110 pg/cm?
erhalten. Da aus der Literatur bekannt ist, dass Kupfer eine hohe Affinitat zu Bruschit
hat, wurde als weitere Immobilisierungsvariante die nachtragliche Adsorption an eine
bereits abgeschiedene CPP im Vergleich untersucht. Nach einstiindiger
Adsorptionszeit, was bereits der anderthalben Abscheidungsdauer entspricht,
wurden nur 27 * 4,2 ug/cm? (Bruschit) bzw. 13 + 5,7 ug/cm? (Bruschit mit
Strontiumzusatz) immobilisiert. Durch Verlangerung der Adsorptionszeit auf 24 h
konnte die Belegungsdichte auf ca. 50 + 15 pg/cm? (Bruschit) bzw. 26 + 6 ug/cm?
erhoht werden. Die so erhaltenen Kupfermengen waren um ca. 50 % geringer als die
wahrend der CPP-Abscheidung integrierten Massen.

Mit der Zugabe von Strontium zum kalzium- und phosphathaltigen Elektrolyten mit
anschlieBender Adsorption von Kupfer aus einer Losung wurde eine deutlich
geringere Belegungsdichte an Kupfer von ca. 50 % detektiert. Die abgeschiedenen
Massen an Kupfer in den Kupferbasisschichten sollten vergleichbar sein. Daher kann
die Verringerung der Belegungsdichte an Kupfer um ca. 40 % bei anschlielBender
Abscheidung einer strontiumhaltigen Beschichtung auf eine mégliche Stérung des
Abscheidungsprozesses mit Schwankungen der abgeschiedenen Belegungsdichten
zuruckgefuhrt werden.

Unabhéngig von den angewendeten Methoden zur Kupferintegration und den
resultierenden abgeschiedenen Belegungsdichten an Kupfer lagen die
abgeschiedenen Massen an Strontium in dem GroRenbereich von ca. 25 pg/cm? bis
ca. 48 pg/cm?.
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Abbildung 7 Belegungsdichten an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer-,

Strontiumionen nach Abscheidung von CPP-

Beschichtungen auf Titanoberflachen

5.1.2 Molare Ca/PO4*-, (Ca+Sr)/PO4* -, sowie (Ca+Cu)/PO4*> - Verhaltnisse der
Beschichtung nach Abscheidung
Zur Charakterisierung der erhaltenen Oberflachenzustande hinsichtlich einer

mdoglichen Substitution des zweiwertigen Kalziums durch die zweiwertigen
Spurenelemente Strontium- sowie Kupferionen wurden die jeweiligen molaren
Kalzium zu Phosphat-Verhaltnisse der Beschichtungen berechnet und in Tabelle 6
zusammengefasst. Die Kalzium und Kupfer zu Phosphat-Verhéltnisse der auf den

Kupferbasisschichten abgeschiedenen CPP werden aufgrund der Annahme, dass
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die Kupferbasisschicht und die CPP als zwei separate Beschichtungen anzusehen

sind, nicht angegeben.

Tabelle 6 Molare Ca/P-, (Ca+Cu)/P - sowie (Ca+Sr)/P - Verhéltnisse nach
Abscheidung
Probe Molares Molares Molares
Ca/POs3 - | (Ca+Sr)/ (Ca+Cu)/
Verhaltnis | PO4> - PO4* -
Verhaltnis | Verhéaltnis
Referenz 1 Ohne
NaOH- Bruschit 1,13+£0,01 - -
Bad
Referenz 2 Ohne -
Kupferzugabe NaOH- 20 MM Sr 0,55+0,05|0,56+0,04 | 0,6 0,04
im Elektrolyten | Bad
Kupferbad- _
behandlung Ohne Bruschit 1,18 £ 0,02 - 1,2+0,01
NaOH-
Bad Bruschit /
0,77 £ 0,06 + +
20 MM Sr 0,79+0,06 | 0,78 + 0,06
Mit Bruschit 1,55+ 0,01 - 1,59 +0,01
NaOH-
Bad Bruschit /
+ + +
20 MM Sr 1,13+0,04 | 1,17 £0,03 | 1,15+ 0,03
Kupfer- .
basisschicht | Ohne Bruschit 1,11+0,01 - n.a.
NaOH-
Bad Bruschit /
20 MM Sr 0,83+0,07 | 0,86 + 0,06 n.a.
Bruschit 1,24 +£0,2 - n.a.
Mit
NaOH- Ascorblnsayre 1,58 + 0,09 i ..
Bad + Bruschit
Bruschit /
20 MM Sr 0,91+0,05| 0,94 + 0,04 n.a.
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5.1.3 Phasenzusammensetzung der Beschichtungszustande
Die Spektren der FTIR - Messungen der Referenzzustéande Bruschit, Hydroxylapatit

und Monetit sind in Abbildung 8 dargestellt. Im Spektrum des Referenzzustandes
Bruschit wurden charakteristische Banden bei Wellenzahlen von 987 cm,1000 cm™,
1058 cm ™t und 1137 cm™ detektiert. Weitere markante Banden konnten bei 880 cm™,
1110 cm™, 1050 cm™ und 1010 cm* aufgenommen werden. Um Riuckschliisse auf
Umwandlungen der CPP ziehen zu kdnnen, wurden von den kommerziell erhaltlichen
Pulvern Hydroxylapatit und Monetit ebenfalls Spektren im Reflexionsmodus
aufgenommen. Bei Monetit lagen die charakteristischen Banden bei 882 cm,
902 cm, 991 cm?, 1124 cm sowie 1060 cm. Im dritten Referenzzustand Hydroxyl-
apatit wurden Banden bei 1094 cm, 1026 cm™ sowie bei 964 cm aufgenommen. Bei
den drei Referenzzustanden wurde ein Rauschen zwischen den Wellenzahlen von

1400 - 1700 cm ™t aufgenommen.

0.260 =
S
}_
0.255 —
— Hydroxylapatit
i — Bruschit
— Monetit
0-250 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800
Wellenzahl [cm™]
Abbildung 8 FTIR-Spektren der Referenzzustdnde Bruschit, Hydroxyl-

apatit und Monetit

In Abbildung 9 sind Beschichtungszustidnde mit bzw. ohne Strontium mit einer
Kupferbasisschicht als auch mit Kupferbadbehandlung ohne und mit anschliel3ender
NaOH-Behandlung dargestellt. In den Spektren der Beschichtungszustande ohne

NaOH-Behandlung konnten charakteristische Banden bei 890 cm™,1010 cm™,
29



Ergebnisse

1030 cm™ sowie bei 1110 cm*beobachtet werden. Erfolgte eine NaOH-Behandlung

der Beschichtungszusténde, so konnten in den Spektren Banden bei ca. 880 cm,

1420 cm?, 1460 cm, 1540 cm™* sowie 1590 cm* aufgenommen werden.

A:
4 - Bruschit Bruschit/20 mi Sr
Cu-Basis Cu-Basis
- + Cu-Bad + Cu-Bad
3 ——0,5 mM Cu im Blektrolyt’
1) plattenfomige Bereiche
T 1030 1010
l_
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800
Wellenzahl [crmi™]
B:
8 1 [Bruschit Bruschit/20 mM Sr
i +Cu-Bad +Cu-Bad
7 - Cu-Basis Cu-Basis
i Cu-Basis/Asc
0 =
5 -
g 4
4
3 -
2 -
1 =
0 —
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800
Wellenzahl [cm™]
Abbildung 9 IR-Spektren der spurenelementhaltigen CPP

A: Ohne NaOH-Nachbehandlung der Beschichtungszustande. B: Mit NaOH-
Nachbehandlung der Beschichtungszustande.
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5.1.4 Chemischer Status der Elemente sowie relative Quantifizierung der
Elemente in der Beschichtungsoberflache
Abbildung 10 stellt die XPS-Spektren der Cu 2p Region am Beispiel der CPP-

Abscheidung mit Strontiumzusatz mit anschlielBender Kupferbadbehandlung mit
(Abb.10, A) und ohne NaOH-Behandlung (Abb.10, B) gegenuber. Bei beiden
Probenzustanden bestand der Cu 2p-Peak aus zwei gesplitteten Spin-Orbit-
Komponenten: Cu 2pu12 bei einer Bindungsenergie von ca. 953 eV und Cu 2ps/2 bei
ca. 933 eV. In Abbildung 10 ist gut zu erkennen, dass sich die Peakform der Cu 2p
Region einerseits aus einer Fit-Komponente (Abb.10, A, K1) oder andererseits aus
zwei Fit-Komponenten mit einem Satelliten héherer Bindungsenergie (Abb.10, B, K1
und K2) zusammensetzte: fir 2ps2 betrug die Bindungsenergie der Fit-Komponentel
932,8 +0,1eV, der Fit-Komponente 2 9350+0,3eV sowie dem Satelliten
944,3 + 0,1 eV. Wurden die sCPP mit nachtraglicher Kupferbadbehandlung sowie die
CPP-Beschichtungen mit einer Kupferbasisschicht einer NaOH-Behandlung
zugefuhrt, so wurde eine Bindungsenergie fur Cu 2ps2 von 932,8 +0,1 eV (K1)
detektiert. Die gleiche Bindungsenergie fiir Cu 2ps2 wurde bei den unbehandelten
Kupferbasisschichten bestimmt. Im Gegensatz dazu wurden bei den unbehandelten
Probenzustanden mit nachtraglicher Kupferbadhandlung, mit abgeschiedener
Kupferbasisschicht sowie Kupferzugabe im Elektrolyten Bindungsenergien fur
Cu 2ps2 von 932,8 + 0,1 eV (K1), 935,0 £ 0,3 eV (K2) sowie 944,3 £ 0,1 eV (Satellit)
detektiert. Hierbei wurden 20-30 % des Kupfers in diesen Beschichtungen als

zweiwertiges Kupfer abgeschieden.

A Cu 2p 12 Cuzp Cu 2p e B: Cu 2p 12 Cuzp Cu 2p 32
: J——
Fit- I /
—— Fit Komponente 1
—— Fit Komponente 2
Hillkurve
8 8 (k1)
4«

(K2)

965 960 95 90 945 940 935 930 985 960 ®B5 B0 945 940 935 930
BE[eV] BE[eV]

Abbildung 10 XPS-Spektren der Cu 2p Region am Beispiel der sSCPP mit
und ohne NaOH-Bad
A: Mit NaOH-Behandlung. Cu 2ps/; bei einer Bindungsenergie von 932,8 + 0,1 eV. B: Ohne

NaOH-Behandlung. Cu 2ps;» mit Bindungsenergien bei 932,8 + 0,1 eV (K1), 935,0 £ 0,3 eV
(K2) sowie dem Satelliten 944,3 £ 0,1 eV
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Abbildung 11 zeigt die sich Uberlappenden Spektren der C 1s und Sr 3p Region am
Beispiel der strontiumhaltigen Beschichtungen mit anschlieRender Kupferbad-
behandlung mit (Abb.11, A) und ohne NaOH-Behandlung (Abb.11, B). Die Peakform
der C ls-Region setzte sich aus einem Peak mit einem Maximum bei
284,9 £ 0,25 eV (Fit-Komponente 1, Abb.11 K1) und einer Schulter bei
287,7 £ 0,2 eV (Fit-Komponente 2, Abb.11 K2) zusammen. Auffallig war, dass bei
allen NaOH-behandelten CPP-Beschichtungen eine dritte Fit-Komponente bei
289,45 + 0,1 eV (Fit-Komponente 3, Abb.11 K3) auftrat. Der Flachenanteil variierte
bei der dritten Fit-Komponente an der Gesamtflache der C 1s-Region zwischen ca.
25-40 %.

Die Sr 2p Region wurde in den spurenelementhaltigen CPP-Beschichtungen durch
zwei Einzelpeaks bestimmt, die Sr2ps2 bei einer Bindungsenergie von
269,15 + 0,3 eV und 2puw2 bei 279,6 £ 0,3 eV zugeordnet werden kdnnen. Zusétzlich
zu diesen Peaks konnte bei allen CPP-Beschichtungen eine einzelne Fit-
Komponente (graue Fitkurve, Abb. 11) detektiert werden.

A: B:
C1s/Sr3p C1s/Sr3p
Zustand 5
« Mes Zustand 3
Cl —Fhit (L‘S1L'J3ng Messung Sr3
; —— Untergund Sr 3p3/2 —FitCls r 3pss2
1 — Fit Sr 3 s —— Untergrund
— T ke —  FtS 3

BE[eV] BE[eV]

Abbildung 11 XPS-Spektren der C 1s und Sr 3p Region am Beispiel der
sCPP-Beschichtungen mit und ohne NaOH-Bad

A: Mit NaOH-Behandlung. Peakform der C 1s-Region bestand aus einem Maxium bei 284,9
+ 0,25 eV und einer Schulter bei 287,7 £ 0,2 eV. B: Ohne NaOH-Behandlung. Peakform
setzte sich aus einer dritten Komponente bei 289,45 + 0,1 eV zusammen. Gestrichelte Linie
trennt die sich Uberlappende C 1s / Sr 3p-Region. K1: Komponente 1, K2: Komponente 2,
K3: Komponente 3

Die hdchste gemessene Konzentration an Kupfer in der oberflachennahen

Beschichtung von ca. 5-10 nm wurde bei dem Referenzzustand strontiumhaltiger
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Bruschit mit Kupfer-Zugabe im Elektrolyten mit 3,31 Atomprozent (Atom%)
gemessen. Deutlich geringere Atomprozente an Kupfer wurden in den CPP mit
nachtraglicher Kupferbadbehandlung sowie den Beschichtungszustanden mit einer
Kupferbasisschicht in der Gréenordnung von 0,36 - 1,57 Atom% (Kupferbad-
behandlung) und 0,27 - 0,93 Atom% (Kupferbasisschicht) gemessen. Die ermittelten
Atomprozente an Strontium in den Beschichtungsoberflachen waren ungeféahr in der
GrolRenordnung der Atomprozente an Kupfer: Kupfer-Zugabe im Elektrolyten mit
1,65 Atom%, Kupferbasisschicht mit 0,38 - 1,31 Atom%, Kupferbadbehandlung mit
0,34 - 1,77 Atom%. Auffallig war, dass in den NaOH-behandelten Beschichtungs-
zustanden deutlich geringere Konzentrationen an Kupfer- sowie an Strontiumionen
von ca. 50 - 80 % in Bezug auf die entsprechenden Zustédnde vor NaOH-Behandlung
guantifiziert wurden. Mit nachtraglicher NaOH-Behandlung der Beschichtungs-
zustande wurden Natrium mit 6,5 - 13,4 Atom% sowie Fluor mit 0,08 - 2,63 Atom%
detektiert.

5.2 Freisetzungsverhalten der abgeschiedenen Beschichtungen bei Inkubation
in simulierter Korperflissigkeit

5.2.1 Belegungsdichte an Kalzium -, Phosphat -, Kupfer - und Strontiumionen
nach Abscheidung und nach Beendigung der Inkubation
Nachfolgend werden die Schichtmassen an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer-,

Strontiumionen in den aufgelésten Beschichtungen nach den Abscheidungen und
nach Beendigung der Inkubation jeweils fir die drei Immobilisierungsmethoden von

Kupferionen gegeniber dargestellt.

5.2.1.1 Referenzzustéande Bruschit und Kupferzugabe im Elektrolyten zur CPP-
Abscheidung
In der Abbildung 12 sind die Belegungsdichten an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer- und

Strontiumionen der Beschichtungen direkt nach Abscheidung und nach Beendigung

der Inkubation dargestellit.

Beim Beschichtungszustand Bruschit, in dessen Beschichtungsoberflache keine
Spurenelemente integriert wurden, lagen die Belegungsdichten an Kalzium und an
Phosphat nach Inkubation in Tas-SBF deutlich unter den Belegungsdichten der
Ausgangsproben in der Grof3enordnung von jeweils ca. 50% der

Ausgangsbelegungsdichte.

33



Ergebnisse

Hingegen sanken beim Probenzustand mit Kupferzugabe im Elektrolyten die
Belegungsdichten an Kalzium nur um ca. 20 %, wéahrend die Belegungsdichte an
Phosphat ca. 50 % der Ausgangsbelegungsdichte betrug. Nach dreitagiger
Inkubation in serumhaltiger Tas-SBF wurden nur noch geringe Belegungsdichten an
Kupfer im Bereich von ca. 30 % sowie an Strontium von ca. 35 % der initial

immobilisierten Belegungsdichte an Kupfer und Strontium detektiert.

M Bruschit = Bru/ 20 mM Sr, Kupferzugabe im Elektrolyten
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Abbildung 12 Belegungsdichten an Kalzium -,Phosphat -, Kupfer - und
Strontiumionen nach Abscheidung und nach Inkubation von
Bruschit sowie CPP-Beschichtung mit Kupferzugabe im
Elektrolyten im serumhaltigen Medium
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5.2.1.2 Abscheidung von CPP-Beschichtungen auf Kupferbasisschicht
In Abbildung 13 sind die Belegungsdichten an Kalzium- Phosphat-, Strontium- und

Kupferionen der CPP-Beschichtungen auf einer Kupferbasisschicht nach der
Abscheidung und nach Beendigung der dreitdgigen Inkubation im serumhaltigen

Medium dargestellt.

Nach der dreitagigen Inkubation der strontiumfreien CPP auf einer
Kupferbasisschicht im Inkubationsmedium sanken die Belegungsdichten an Kalzium
um ca. 17 % sowie an Phosphat um ca. 10 %. Im Gegensatz dazu lagen bei den
strontiumhaltigen Beschichtungen, welche keiner weiteren NaOH-Nachbehandlung
unterzogen worden, die Belegungsdichten an Kalzium und an Phosphat in der
Grofienordnung von ca. 65 % deutlich unter denen der Ausgangsproben.

Erfolgte nach der elekrochemischen Abscheidung der Beschichtung eine NaOH-
Behandlung, so blieben nach Beendigung der Inkubation in der serumhaltigen Tas-
SBF bei der strontiumfreien Beschichtung die Belegungsdichten an Kalzium und an
Phosphat nahezu konstant. Wahrenddessen wurden beim Probenzustand mit
Strontiumzusatz jeweils ca. 48 % hohere Belegungsdichten der initial immobilisierten
Belegungsdichten an Kalzium und an Phosphat detektiert: von 320 auf 475 pg/cm?
(Kalzium) sowie von 830 auf 1215 pg/cm? (Phosphat).

Sowohl bei den strontiumfreien als auch den strontiumhaltigen Beschichtungen, bei
denen keine NaOH-Nachbehandlung nach der Abscheidung durchgefuhrt wurden,
konnten nach der dreitdgigen Inkubation in Tas-SBF nur noch eine geringe
Belegungsdichte an Kupfer im Bereich von 9 - 40 % der initial immobilisierten
Kupfermenge detektiert werden. Wurden dieselben Probenzustidnde mit NaOH
behandelt, so lagen die verbliebenen Kupfermengen dagegen bei 60 - 72 %.

Am Ende der dreitdgigen Inkubation im serumhaltigen Medium lag bei der
Beschichtung mit Strontiumzusatz, welche keine NaOH-Nachbehandlung unterzogen
wurde, die Belegungsdichte an Strontium ca. 65 % unter der Ausgangs-
belegungsdichte. Wurde bei demselben Probenzustand eine NaOH-Nachbehandlung
durchgefthrt, so wurden nur ca. 61 % der initial immobilisierten Belegungsdichte an

Strontium am Ende der Inkubation in serumhaltiger Tas-SBF detektiert.
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Abbildung 13 Belegungsdichten an Kalzium -,Phosphat -, Kupfer - und
Strontiumionen nach Abscheidung und nach Inkubation im
serumhaltigen Medium der CPP-Beschichtung auf
Kupferbasisschicht

5.2.1.3 Probeneinlagerung in Kupferbad
Abbildung 14 stellt die Belegungsdichten an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer- und

Strontiumionen der CPP-Beschichtungen, die nachtraglich in einem Kupferbad
behandelt wurden, nach der Abscheidung und am Ende der Inkubation in
serumhaltiger Tas-SBF gegeniber.

Am Ende der Inkubation in Tas-SBF der strontiumfreien sowie der strontiumhaltigen
Beschichtungen, bei denen keine weitere Nachbehandlung mit NaOH erfolgte, lagen
die Belegungsdichten an Kalzium nahezu in der Gr6Renordnung der
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Ausgangsbelegungsdichten, wahrend die Belegungsdichten an Phosphat deutlich
unter den Belegungsdichten der Ausgangsproben in der GrofRenordnung von ca.
12-30 % lagen.

Wurde die strontiumfreie Beschichtung nachtraglich mit NaOH behandelt, so
erhdhten sich die Ausgangsbelegungsdichten an Kalzium und an Phosphat nahezu
in der gleichen GréRenordnung um ca. 16-18 % von ca. 730 pg/cm? auf ca.
850 pg/cm? (Kalzium) sowie von ca. 1120 pg/cm? auf ca. 1320 pg/cm? (Phosphat). Im
Gegensatz dazu erhdhten sich beim Probenzustand Bruschit mit Strontiumzusatz mit
anschlieBender NaOH-Behandlung die Ausgangsbelegungsdichten an Kalzium um
ca. 32 % von ca. 460 pg/cm? auf ca. 615 pg/cm? bzw. um ca. 8% von ca. 970 pg/cm?
auf ca. 1050 pg/cm? (Phosphat).

Bei den sowohl strontiumfreien als auch den strontiumhaltigen Beschichtungen, bei
denen keine Nachbehandlung mit NaOH durchgefuhrt wurden, konnten nur noch
geringe Belegungsdichten im GroRenbereich von 50-70 % der initial immobilisierten
Belegungsdichten an Kupfer detektiert werden.

Im Gegensatz dazu lagen bei den Beschichtungen mit NaOH-Nachbehandlung die
verbliebenen Kupfermengen bei 55-80 %.

Wahrend der dreitdgigen Inkubation in serumhaltiger Tas-SBF sanken sowohl bei
den NaOH-behandelten Beschichtungen als auch bei den unbehandelten
Beschichtungen die Belegungsdichten an Strontium nahezu in der gleichen

GroRRenordnung um ca. 40-46 %.
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Abbildung 14 Belegungsdichten an Kalzium- Phosphat-, Kupfer-,
Strontium und nach Abscheidung und nach Inkubation der
CPP mit nachtraglicher Kupferbadbehandlung

5.2.2 Verlauf der Konzentrationen an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer- und
Strontiumionen in der Inkubationslésung

5.2.2.1 Referenzzustéande Bruschit und Kupferzugabe im Elektrolyten zur CPP-
Abscheidung
In Abbildung 15 sind die Konzentrationen an Kalzium-und Phosphationen des

Referenzzustandes Bruschit sowie zusétzlich die Konzentrationen der
Spurenelemente Kupfer und Strontium in der Beschichtung mit Kupferzugabe im
Elektrolyten dargestellt. Bei dem Probenzustand Bruschit erhdhte sich nach 24-
stindiger Inkubation im serumhaltigen Medium die Konzentration an Kalzium im

Medium um ca. 25pug/ml. Bis zur Beendigung der Inkubation dieses
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Probenzustandes nivellierte sich die Konzentration an Kalzium in der Gré3enordnung
der Kontrollwerte. Im Gegensatz dazu entzog der strontiumhaltige Referenzzustand
Kalzium aus dem Inkubationsmedium in der GréfRenordnung von ca. 40 pg/ml,
jedoch erhéhten sich bis zur Beendigung der Inkubation die Konzentrationen an
Kalzium im Inkubationsmedium um jeweils ca. 20 pg/d.

Wahrend der dreitéagigen Inkubation beider Referenzzustande im Inkubationsmedium
erhohten sich die Konzentrationen an Phosphat kontinuierlich um jeweils ca. 50-
55 ug/d. (Referenzzustand Kupferzugabe) und um ca. 10 pg/d (Bruschit).

Die hochsten detektierten Konzentrationen an Kupfer und an Strontium wurden
jeweils nach 24-stindiger Inkubation im Inkubationsmedium gemessen: die
freigesetzten Kupfer-bzw. Strontiumkonzentrationen entsprachen ca. 89,5 % an initial
immobilisierter Kupfermenge sowie ca. 77 % an initial immobilisierter
Strontiummenge (s. Anhang 3). Allerdings nahmen die Konzentrationen der Kupfer-
und Strontiumionen deutlich bis zur Grof3enordnung zum Verlauf der Kontrollwerte

bis zur Beendigung der Inkubation dieser Beschichtungszustande ab.
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Abbildung 15 Verlauf der Konzentrationen an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer-

und Strontiumionen im serumhaltigen Inkubationsmedium
von Bruschit und CPP mit Kupferzugabe im Elektrolyten
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5.2.2.2 Abscheidung von CPP-Beschichtungen auf Kupferbasisschicht
In Abbildung 16 ist der Verlauf der Konzentrationen an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer-

und Strontiumionen wahrend der dreitdgigen Inkubation in serumhaltigem Medium
der Probenzustande CPP-Beschichtungen auf einer Kupferbasisschicht dargestellit.
Ohne den Zusatz von Strontium im Abscheidungsprozess der CPP erhéhte sich die
Konzentration an Kalzium im Inkubationsmedium um ca. 40 pg/ml, wobei im Verlauf
der Inkubation die Konzentrationen an Kalzium im Inkubationsmedium um ca.
20 pg/ml unter den Kontrollwerten sanken. Wurden die CPP mit Strontiumzusatz auf
einer Kupferbasisschicht abgeschieden, so band diese Beschichtung ab dem zweiten
Tag der Inkubation Kalzium in der Gré3enordnung zum Verlauf der Kontrollwerte. Im
Gegensatz dazu entzogen die NaOH-nachbehandelten Beschichtungen im Verlauf
der Inkubation dem Inkubationsmedium in starkem Ausmal} Kalzium in der
GroRRenordnung von ca. 30-100 pg/ml sowie Phosphat von ca. 20-40 pug/ml. Es zeigte
sich, dass im Verlauf der Inkubation im serumhaltigen Medium die CPP-Schicht auf
in Anwesenheit von Ascorbinsdure erhaltener Kupferbasisschichten im Vergleich
zum ascorbinfreien Beschichtungsprozess Phosphat nahezu in der gleichen
GroRRenordnung aufnahm. Nach 24-stindiger Inkubation im serumhaltigen Medium
wurde wie bereits beim Referenzzustand im Kapitel 5.2.2.1 beschrieben, die
hochsten gemessenen Konzentrationen an Kupfer-und Strontiumionen im
Inkubationsmedium detektiert: ohne NaOH-Behandlung wurde beim Bruschit ca.
54 % der initial immobilisierten Kupfermenge sowie mit Strontiumzusatz jeweils ca.
74 % der initial immobilisierten Kupfer- und Strontiummenge (s. Anhang 3) detektiert.
Ab dem zweiten Inkubationstag im serumhaltigen Medium wurden bei den
strontiumfreien Beschichtungen kontinuierlich geringere Konzentrationen an
Kupferionen in der GréfRenordnung von ca. 16 % der initial immobilisierten
Kupfermenge am Inkubationstag 2 und ca.11 % am Tag 3 im Medium gemessen. Im
Gegensatz dazu wurden ab dem zweiten Inkubationstag bei den Beschichtungen mit
Strontiumzusatz geringere Kupferkonzenzentrationen im Medium gemessen: ca. 9%
der initial immobilisierten Kupfermenge am Tag 2 und ca. 0,5% am Tag 3. Der
Verlauf  der  Strontiumkonzentration im  Inkubationsmedium war  zum
Konzentrationsverlauf der Kupferkonzentration im Medium ahnlich: am
Inkubationstag 1 29,5 %, am Tag 2 9,7% und am Tag 3 5,3% (s. Anhang 3).

Wurden die Beschichtungszustande hingegen mit NaOH nachbehandelt , so wurden
in den Inkubationslésungen nach den ersten 24 h deutlich geringere Konzentrationen
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an Kupfer detektiert: bei den strontiumfreien Beschichtungen ca. 6,4 % bzw. bei einer
Kupferbasisschicht mit Anwesenheit von Ascorbinsaure 22 % der initial
immobilisierten Kupfermenge. Mit Strontiumzusatz in der CPP-Beschichtung wurden
am ersten Inkubationstag ca. 17 % der initial immobilisierten Kupfermenge sowie ca.
29,5 % der initial immobilisierten Strontiummenge im Inkubationsmedium gemessen.
(s. Anhang 3). Bei den NaOH-behandelten Beschichtungen wurde ebenfalls die
kontinuierliche Abnahme der gemessenen Konzentrationen an Kupfer und Strontium
ab dem zweiten Inkubationstag in der GroéRenordnung von ca. 5-8 % der initial
immobilisierten Kupfermenge (Tag 2) bzw. ca. 4,5 % der initial immobilisierten
Strontiummenge (Tag 2) festgestellt. Am dritten Inkubationstag wurden nur noch 2-
55% der initial immobilisierten Kupfermenge bzw. ca. 1,2% der initial

immobilisierten Strontiummenge nachgewiesen (s Anhang 3).
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Abbildung 16 Verlauf der Konzentrationen an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer-

und Strontiumionen im serumhaltigen Medium der CPP auf
Kupferbasisschicht
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5.2.2.3 Probeneinlagerung in Kupferbad
Abbildung 17 stellt den Verlauf der Konzentrationen an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer-

und  Strontiumionen nach  dreitagiger  Inkubation im  serumhaltigen
Inkubationsmedium der CPP-Beschichtungen mit nachtraglicher Kupferbad-
behandlung dar. Die Beschichtungen mit und ohne Strontium, die keiner weiteren
Nachbehandlung zugefuhrt wurden, banden im Verlauf der dreitéagigen Inkubation im
serumhaltigen  Inkubationsmedium  Kalzium in den nahezu gleichen
GroRenordnungen von ca. 40 pg/ml. Wahrenddessen setzten diese Beschichtungen
Phosphat in der GréRenordnung von ca. 195-225 pg/ml im Verlauf der Inkubation
frei.

Im Gegensatz dazu entzogen im Verlauf der Inkubation alle NaOH-nachbehandelten
strontiumfreien und strontiumhaltigen Beschichtungen nahezu im gleichen, starken
Ausmall Kalzium und Phosphat im Bereich von ca. 170 pg/ml (Kalzium) sowie
ca.160 pg/ml Phosphat.

Nach 24-stindiger Inkubation der strontiumfreien CPP-Beschichtung, welcher keiner
weiteren NaOH-Behandlung zugefihrt wurde, wurde die hdchste gemessene
Konzentration an Kupfer im Bereich von ca. 50 % der initial immobilisierten
Kupfermenge im Inkubationsmedium detektiert. Mit Strontiumzusatz in dem
Beschichtungszustand betrug die Konzentration an Kupfer nach 24-stindiger
Inkubation ebenfalls ca. 51 % der initial immobilisierten Kupfermenge, obwohl im
gleichen Zeitraum ca. 68 % der initial immobilisierten Strontiummenge im
Inkubationmedium detektiert wurden. Mit durchgefihrter NaOH-Behandlung der
CPP-Beschichtungen wurden wesentlich geringere Konzentrationen an Kupfer- und
Strontiumionen im Medium nachgewiesen: bei den CPP mit und ohne Strontium
wurden nur ca. 32-35 % der initial immobilisierten Kupfermenge sowie ca. 27 % der
initial immobilisierten Strontiummenge im Inkubationsmedium detektiert (s. Anhang
3).
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Abbildung 17 Verlauf der Konzentrationen an Kalzium-, Phosphat-, Kupfer-

und Strontiumionen im serumhaltigen Inkubationsmedium
der in Kupferbad ausgelagerten Proben

5.2.3 Molare Ca/PO4*-Verhaltnisse nach Abscheidung und nach Beendigung
der Inkubation im serumhaltigen Inkubationsmedium
In der folgenden Tabelle 7 sind die molaren Kalzium zu Phosphat-Verhaltnisse der

Beschichtungen nach der Abscheidung und nach Beendigung der Inkubation im

serumhaltigen Inkubationsmedium gegenibergestellt.

Mit der Berechnung der molaren Kalzium und Strontium zu Phosphat sowie Kalzium
und Kupfer zu Phosphat-Verhaltnisse sollten die madglicherweise stattfindende
Substitution des Kalziums im Kristallgitter der CPP durch Strontium und / oder Kupfer
berucksichtigt werden. Jedoch konnten bei der Berechnung dieser molaren

Verhéltnisse nur marginale Unterschiede zwischen den berechneten molaren
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Verhaltnissen festgestellt werden (s. Anhang 4). Aus diesem Grund sind in Tabelle 7

nur die molaren Kalzium zu Phosphat-Verhaltnisse dargestellt.

Tabelle 7 Molare Ca/P-Verhdltnisse nach Abscheidung und nach Inkubation
Molares Molares
Probe Ca/PO43-' Ca/PO43_'
Verhaltnis Verhaltnis
nach am Ende der
Abscheidung Inkubation
Referenz 1
Bruschit 1,13+0,01 1,54 + 0,02
Referenz 2 Ohne
Kupferzugabe NaOH- | Bruschit/20 mM Sr| 0,55+ 0,05 0,88 + 0,02
im Elektrolyten | Bad
Kupferbad-
behandlung Ohne Bruschit 1,14 + 0,02 1,40+ 0,12
NaOH-
Bad
Bruschit/ 20 mM Sr | 0,77 £ 0,06 1,27 + 0,03
Mit Bruschit 1,55+0,01 1,52 + 0,04
NaOH-
Bad .
Bruschit / 20 mM Sr 1,13 £ 0,04 1,38 £ 0,03
Kupfer- _
basisschicht Bruschit 1,11 + 0,01 1,16 + 0,02
Ohne
NaOH- _
Bad Bruschit / 20 mM Sr 0,83 + 0,07 0,92 +0,03
Bruschit 1,24 +0,2 1,4 +0,23
Mit Ascorbinsaure +
NaOH- . 1,58 + 0,09 1,54 £ 0,01
Bruschit
Bad
Bruschit /20 mM Sr| 0,91 + 0,05 0,93 +0,04
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5.2.4 Morphologie von CPP-Beschichtung nach Abscheidung und nach
Beendigung der Inkubation

5.2.4.1 Morphologie von Referenzzustanden Bruschit und CPP-Beschichtungen
mit Kupferzugabe im Elektrolyten
Tabelle 8 stellt die Oberflachen der Bruschitreferenz und der Beschichtungen mit

Kupferzugabe im Elektrolyten nach Abscheidung und am Ende der Inkubation im
serumhaltigen Inkubationsmedium gegentber. Nach der Abscheidung der
Bruschitreferenz  war diese Oberflache gepragt von Bruschitplatten sowie
clusterformig angeordneten globularen mit nadelférmiger Oberflachenstruktur
versehenen Agglomeraten (Tab.8, 1). Im Gegensatz dazu waren direkt nach der
Abscheidung auf der Oberflache der CPP mit Kupferzugabe im Elektrolyten
aufeinander gestapelte Kristalle mit auf den Kristallen aufgelagerten fadenférmigen
Strukturen (Tab. 8, 2) sowie vereinzelt auf der Oberflache verteilte kleine globulare
Agglomerate zu erkennen. Der Beschichtungsuntergrund dieses Probenzustandes
war charakterisiert durch stellenweise auf der Oberflache vorkommende groRere
globuléare Agglomerate (Tab. 8, 3) sowie Risse.

Im Ergebnis der Inkubation im serumhaltigen Inkubationsmedium veranderte sich die
Oberflachenmorphologie beim Beschichtungszustand Bruschit von urspriinglichen
globularen Agglomeraten mit nadelformiger Oberflachenstruktur zu globuléren
Agglomeraten mit kompakter Struktur (Tab. 8, 4). Wahrenddessen veranderte sich
die Oberflachenmorphologie der strontiumhaltigen CPP mit Kupferzugabe im
Elektrolyten nach Inkubation im serumhaltigen Inkubationsmedium zu gréReren,
globularen Agglomeraten, die vollstandig Uber die Oberflache verteilt sowie am
Beschichtungsgrund vorlagen (Tab. 8,5 und 6). Die Plattenmorphologie dieser
Beschichtung war stellenweise noch erkennbar. Weiterhin war diese
Beschichtungsoberflache gepragt von stellenweise auftretenden schornsteinartigen,

mit globularen Agglomeraten Uberzogenen Strukturen.
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Tabelle8 REM-Aufnahmen von den Oberflachen der Beschichtungen
Bruschitreferenz sowie der CPP mit Kupferzugabe im Elektrolyten
nach Abscheidung und nach Beendigung der Inkubation im
serumhaltigen Inkubationsmedium

Beschichtung nach Abscheidung Beschichtung nach Beendigung der
Inkubation
Bruschit Bruschit

Bruschit / 20 mM Sr

5.2.4.2 Morphologie von CPP-Beschichtungen auf Kupferbasisschicht
Tabelle 9 zeigt die Oberflachen der abgeschiedenen CPP-Beschichtungen auf einer

Kupferbasisschicht mit und ohne NaOH-Nachbehandlung der CPP nach
Abscheidung und am Ende der Inkubation im serumhaltigen Inkubationsmedium.

Die Oberflache der strontiumfreien CPP, welcher keiner weiteren NaOH-
Nachbehandlung zugefuhrt wurde, war gepragt von auf der Oberflache
ungleichméafig angeordneten Kristallen sowie globulare, in unterschiedlichen Gréf3en

abgeschiedenen Agglomeraten.
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Mit Strontiumzugabe im Elektrolyten zeichnet sich die strontiumhaltige
Beschichtungsoberflache ohne NaOH-Nachbehandlung durch zwei unterschiedliche
auftretende Morphologien auf: Kristalle und globulare, zu kompakten Strukturen
zusammengefasste Agglomerate (Tab. 9, 1).

Mit Auslagerung der sowohl strontiumfreien als auch strontiumhaltigen
Beschichtungen in einem NaOH-Bad veranderten sich die plattenférmigen und aus
globularen  Agglomeraten bestehenden  Oberflachenstrukturen zu feinen
undefinierbaren Strukturen, die vollstandig Uber die Oberflachen der Beschichtungen
verteilt waren (Tab. 9, 2).

Nach der dreitdgigen Inkubation der Beschichtungen im serumhaltigen
Inkubationsmedium dominierten auf der strontiumfreien Beschichtungsoberflache
sowohl kleine globuldre Agglomerate (Tab.9,3) als auch grof3e globulare
Agglomerate, die nahezu vollstandig Uber die komplette Beschichtungsoberflache
verteilt waren (Tab.9,4). Im Gegensatz dazu war die Morphologie der
strontiumhaltigen  Beschichtungsoberflache gepragt durch kleine globulare
Agglomerate, die in der Morphologie den Agglomeraten der strontiumfreien
Beschichtung ahnlich waren und ebenfalls auf der kompletten Oberflache verteilt
vorlagen (Tab. 9, 5).

Wurden die strontiumfreien als auch die strontiumhaltigen Beschichtungen
nachtraglich mit einem NaOH-Bad behandelt, so blieben nach der Inkubation im
serumhaltigen Inkubationsmedium auf diesen Beschichtungsoberflachen die feinen
Strukturen, die auf der kompletten Oberflachen verteilt auftraten, im Vergleich zu den

Ausgangsproben nahezu unverandert (Tab. 9, 6).
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Tabelle 9 REM-Aufnahmen von den Oberflachen der CPP auf Kupferbasis-
schicht nach Abscheidung und nach Beendigung der Inkubation
im serumhaltigen Inkubationsmedium

Beschichtung nach Abscheidung

Beschichtung nach Beendigung der
Inkubation

Bruschit

Bruschit

&)

:
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Tabelle 9 (Fortsetzung) REM-Aufnahmen von den Oberflachen der CPP auf
Kupferbasisschicht nach Abscheidung und nach
Beendigung der Inkubation im serumhaltigen
Inkubationsmedium

Beschichtung nach Abscheidung Beschichtung nach Beendigung der
Inkubation
Bruschit / 20 mM Sr mit NaOH- Bruschit /20 mM Sr mit NaOH-

Behandlung Behandlung

3 10 pm -

Ascorbinsdure / Cu-Basis + Bruschit

mit NaOH-Behandlung
n i "

. B
!
4 5 g

5.2.4.3 Morphologie von CPP-Schichten mit adsorbiertem Kupfer
In Tabelle 10 sind die Oberflachen der Beschichtungen mit absorbiertem Kupfer nach

Abscheidung und am Ende der dreitdgigen Inkubation im serumhaltigen
Inkubationsmedium dargestellt. Die Morphologien der strontiumfreien sowie der
strontiumhaltigen Beschichtungen mit nachtraglicher Adsorption von Kupfer &hneln
den bereits im Unterkapitel 5.2.4.2 beschriebenen Morphologien der CPP auf einer
Kupferbasisschicht. Die Morphologie der Oberflache der strontiumfreien
Beschichtung mit adsorbiertem Kupfer war gepragt durch die fir Bruschit
charakteristischen Platten sowie vereinzelt auftretende globulare Agglomerate. Mit
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Strontiumzusatz in der Beschichtungsoberflache nahm im Vergleich zur
strontiumfreien Beschichtung der Anteil an globularen Agglomeraten ab und Kristalle
dominierten das Erscheinungsbild.

Wurde ein Teil der Beschichtungszustdnde einer NaOH-Behandlung unterzogen,
konnten auf den Oberflachen der strontiumfreien als auch der strontiumhaltigen
Beschichtungen, wie bereits im Unterkapitel 5.2.4.2 dargelegt, gleichmaRig tber die
kompletten Oberflachen verteilte feine Strukturen beobachtet werden.

Im Ergebnis der Inkubation im serumhaltigen Inkubationsmedium dominerten in der
strontiumfreien Beschichtungsoberflache grof3e globuldre Agglomerate, die die
Oberflache vollstandig bedeckten (Tab. 10, 1). Mit Strontiumzusatz in der
Beschichtung war diese Oberflache gepragt von kleinen (Tab. 10, 2) sowie grof3en
globularen Agglomeraten, die sich am Rand der Kristalle bildeten (Tab. 10, 3)

Nach der Inkubation der NaOH-behandelten Beschichtungszustande in
serumhaltiger SBF veranderten sich die Morphologien der Oberflachen im Vergleich
zu den Ausgangszustanden, die durch Oberflachen mit feinen Strukturen gepréagt

war, nur geringfugig.

Tabelle 10 REM-Aufnahmen von den Oberflachen der Beschichtungen
mit adsorbiertem Kupfer nach Abscheidung und nach
Beendigung der Inkubation im serumhaltigen Inkubations-

medium
Morphologie nach Abscheidung Beschichtung nach Beendigung der
Inkubation
Bruschit Bruschit
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Tabelle 10 (Fortsetzung)

REM-Aufnahmen von den Oberflachen der
Beschichtungen mit absorbiertem Kupfer nach
Abscheidung wund nach Beendigung der
Inkubation im  serumhaltigen Inkubations
medium

a0

Morphologie nach Abscheidung Beschichtung nach Beendigung der
Inkubation
Bruschit mit NaOH-Behandlung Bruschit mit NaOH-Behandlung

Bruschit / 20 mM Sr

10 um

Bruschit / 20 mM Sr mit NaOH-
behandlung

A TV

Bruschit / 20 mM Sr
behandlung
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5.3 Einfluss der Belegungsdichten an Kupfer und Strontium sowie CPP auf
Bakterienadhasion an Beschichtungsoberflachen
Das antimikrobielle Potential von Kupfer, welches zuséatzlich zu Strontium in CPP

integriert wurde, sollte anhand der Adhasion eines Modellkeims (E. coli SM 2029)
beurteilt werden. Als Referenzoberflachen dienten mit Bruschit sowie
strontiumhaltigen Bruschit (20 mM Strontiumzusatz zum Elektrolyten) beschichtete
Titanproben. Fur die Integration des Kupfers wurde die Variante der Zugabe des
Kupfers zum Elektrolyten gewahlt, da fir diesen Zustand eine initiale
Kupferfreisetzung von 80 pg/ml nach 24 h sowie eine verminderte Freisetzung unter
20 pug/ml im weiteren Inkubationsverlauf ermittelt wurde. Kupferionen von mehr als
500 uM (entspricht 31,7 pg/ml), wie sie fur den Zustand mit Kupferbasisschicht tiber
einen Zeitraum von mehreren Tage bei Lagerung im Inkubationsmedium freigesetzt
wurden, erwiesen sich in Vorversuchen mit Osteoklasten als zytotoxisch. Die
Probenherstellung der kupferhaltigen Beschichtungszustande erfolgte entweder
durch Kupferzugabe zum Ausgangselektrolyten (Cu 1) oder durch Zugabe einer
konzentrierten Kupferlésung 10 Minuten nach Beginn des Abscheidungsprozesses
(Cu 2). Fur beide Varianten betrug die finale Kupferkonzentration 0,5 mM. An
abgeschiedenen Kupfermassen wurde in den Beschichtungen mittels fotometrischer
Tests ca. 155 + 25 pg/cm? (Cu 1) sowie ca. 114 + 35 pg/cm? (Cu 2) detektiert. Nach
17-stundiger Inkubationszeit dieser Beschichtungszustande im Inkubationsmedium
wurden Konzentrationen an Kupferionen im Bereich von ca. 18,42 + 1,86 pug/ml
(Cu 1) sowie 14,13 + 2,8 pg/ml (Cu 2) detektiert.

5.3.1 Fluoreszenzmikroskopie von CPP-Beschichtungen nach Besiedlung mit
E.coli SM 2029
Die Abbildung 18 zeigt die adh&renten Bakterien nach 17 h Inkubation bei 37 °C

nach Inokulation von 2*108 Zellen in 1 ml Biofilmmedium. Bei den kupferhaltigen
Beschichtungszustanden wurden nach 17-stindiger Inkubation im Biofilmmedium
nahezu keine Bakterien detektiert. Im Gegensatz dazu wurde fur Bruschit mit und
ohne Strontiumzusatz eine deutlich starkere Besiedlung mit adharenten Bakterien
verzeichnet. Erfolgte die Inkubation in einer Bakteriensuspension von 2*10° Zellen in

1 ml, so wurden dieselben Tendenzen detektiert.
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Bruschit Bruschit/ 20 mM Sr

Cul Cu?

Abbildung 18 Fluoreszenzmikroskopie der mit GFP-gelabelten
E.coli SM 2029 belegten Beschichtungsoberflache

Die Abbildung 19 stellt den mit Image J ermittelten prozentualen Bedeckungsgrad fir
je 15 Aufnahmen pro Probe dar. Bei dem Beschichtungszustand Bruschit lag die
prozentual von Bakterien belegte Flache nach der 17-stiindigen Inkubation bei ca.
7 %. Mit Strontiumzusatz von 20 mM zur CPP-Abscheidung wurde dagegen nahezu
die Halfte der Beschichtungsflache mit E.coli SM 2029 belegt. Wahrend bei den
strontiumhaltigen Beschichtungen 7-16 % der Oberflache mit Bakterien belegt waren,
wurden auf den  Oberflachen der  strontium- und kupferhaltigen
Beschichtungszustdnden (Cul und Cu 2) weniger als 0,14 % der Flache mit
Bakterien bedeckt. Der Einfluss der abgeschiedenen Masse an Kupfer in den
Beschichtungen wurde ebenfalls nach Aussaat einer Bakteriensuspension mit einer
10-fach geringeren Zellzahl von 2*10° Zellen/ml belegt. Diese Ergebnisse sind im
Anhang (s. Anhang 6) hinterlegt.
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Abbildung 19 Prozentual bedeckte Flache der Beschichtungsoberflachen

mit E.coli SM 2029 nach 17-stundiger Inkubation im
Biofilmmedium, Mittelwert von je 2 Proben pro Zustand und
15 Aufnahmen pro Probe

Abbildung 20 stellt die Ergebnisse der Extinktionsmessung (ODsoo) der jeweiligen

abgenommenen Bakteriensuspensionen nach Beendigung der Inkubation dar.

Wahrend bei Bruschit mit bzw. ohne Strontiumzusatz optische Dichten (ODsoo) von

0,3 A bestimmt wurden, lagen die ODsoo der Inkubationsldsung der kupferhaltigen

Beschichtungen bei nur 0,03 A. In diesem ersten Versuchssetup wurden keine

Serumproteine im Biofilmmedium verwendet, da in Voruntersuchungen eine Zugabe

von Serum zu den Referenzldsungen zu einer Trubung und anschliel3ender

Ausféllung von schwerléslichen Komponenten fiihrte.

mBruschit mBru/ 20 mM Sr
mBru/20mM Sr/0,5mM Cu 1 mBru/20mM Sr/05mM Cu 2
0,35
0,3
—. 0,25
=<
= 0,2
S 0,15
O
0,1
0,05
" s
Abbildung 20 Bestimmung der optischen Dichten bei 600 nm der

abgenommenen Bakteriensuspension nach 17-stindiger
Inkubation der spurenelementhaltigen Beschichtungs-
zustande
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5.3.2 Beurteilung der Bakterienviabilitat
Die Abbildung 21 zeigt die Anfarbung der adharenten Bakterien mittels Live/Dead-Kit

nach  17-stindiger Inkubation dieser Beschichtungszustande mit der
Bakteriensuspension im Biofiimmedium. Bei allen Beschichtungszustanden war der
prozentuale Anteil der adharenten toten Bakterien (rote Fluoreszenz) im Vergleich zu
den adharenten lebenden Bakterien sehr gering. Wahrend bei den nur Strontium
enthaltenden Beschichtungen eine hohe Anzahl an lebenden Bakterien detektiert
wurde, konnte bei den zuséatzlich Kupfer enthaltenden Beschichtungen sowohl keine

lebenden als auch keine toten Bakterien nachgewiesen werden.

Syto®9 / Propidiumiodid Syto®9 / Propidiumiodid

Bruschit Bruschit / 20 mM Sr

Cul

Abbildung 21 Live/Dead-Farbung der adhéarenten Bakterien an den
spurenelementhaltigen Beschichtungszustanden nach
17-stindiger Inkubation dieser Proben im Biofilmmedium
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6 Diskussion der Ergebnisse

Nachfolgend werden die in Kapitel 5 beschriebenen Ergebnisse in Hinblick auf drei
folgende thematische Bereiche diskutiert. Der erste Abschnitt beschéftigt sich damit,
inwiefern die Art und Weise der Kupferintegration - elektrochemische Abscheidung
mit Reduktions-und Adsorptionsprozessen sowie der reine Adsorptionsprozess - die
Zusammensetzung der abgeschiedenen Beschichtungszustande hinsichtlich der
Kalziumphosphatmatrix (Kalzium, Phosphat) und der integrierten Spurenelemente
Kupfer und Strontium sowie der abgeschiedenen CPP auf den Titanoberflachen
beeinflusst. Im né&chsten Abschnitt wird diskutiert, inwieweit die jeweilige
Immobilisierungsmethode  des  Kupfers das  Freisetzungsverhalten  der
spurenelementhaltigen CPP im serumhaltigen Inkubationsmedium beeinflusst. Der
dritte Abschnitt analysiert die Bakterienadh&sion an den spurenelementhaltigen
Beschichtungszustanden nach 17-stindiger Inkubation im Biofilmmedium.

6.1 Zusammensetzung und CPP nach elektrochemischer Abscheidung

6.1.1 Vergleich der Belegungsdichten an Kupfer- und Strontiumionen in
Abhangigkeit der Immobilisierungsmethode des Kupfers
Die in Kapitel 5.1 dargestellten Belegungsdichten an Kupfer der strontiumfreien und

strontiumhaltigen Beschichtungszustande zeigen, dass eine Integration des Kupfers
in die Kalziumphosphatmatrix mit den drei gewahlten Beschichtungsstrategien
(Kapitel 4.2) moglich war. Mit nachtraglicher Adsorption von Kupfer aus einer 0,5 mM
Kupfernitratibsung an eine bereits abgeschiedene CPP wurden trotz langerer
Adsorptionszeit im Vergleich zum elektrochemischen Abscheidungsprozess mit
gleicher Kupferkonzentration die geringsten Belegungsdichten an Kupfer von ca. 25-
50 pg/cm? detektiert. In Voruntersuchen mit dieser 0,5 mM Kupfernitratlésung wurde
der Einfluss der Adsorptionszeit auf die abgeschiedene Masse an Kupfer deutlich:
wurde die Adsorptionszeit von 1 h auf 24 h erhoht, so stiegen die abgeschiedenen
Massen an Kupfer um 50 %. Die Forschungsgruppe von Hamidi et al. (2016)
untersuchte das Sorptionsverhalten von zweiwertigen Kupferionen an Bruschit unter
statischen Versuchsbedingungen. Hamidi et al. schlussfolgerten aus ihren
Forschungsergebnissen, dass die Adsorption als Chemisorption in zwei Schritten
ablauft. Der erste Prozess besteht aus einem schnell ablaufenden Diffusionsprozess
an der Grenzflache zwischen Flissigkeit und Feststoff. Im zweiten Schritt wird 300-

400 min nach Reaktionsbeginn ein Gleichgewicht der lonenaustauschprozesse
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zwischen dem Kalzium in der CPP und dem Kupfer in Lésung erreicht. Entsprechend
konnen mit der angewendeten Kupferkonzentration von 5 mM bei 24-stindiger
Adsorptionszeit keine hoheren Belegungsdichten erzielt werden kénnen. Bei Einsatz
identischer Kupferkonzentration wurden mittels elektrochemischer Abscheidung bei
dem Referenzzustand Kupferzugabe im Elektrolyten mit Strontiumzusatz im
Vergleich zur Methode mit nachtraglicher Adsorption des Kupfers deutlich hohere
Belegungsdichten an Kupfer erzielt. Innerhalb einer Abscheidungszeit von 1800 s,
die im Vergleich zur Kupferbadbehandlung einem Bruchteil der Adsorptionszeit
entspricht, wurde die zwei- bis vierfache Masse an Kupfer im Zuge der simultanen
Abscheidung mittels ECAD erreicht. Bei der elektrochemischen Abscheidung einer
Kupferbasisschicht aus einer angesauerten 0,24 M Kupfersulfatiésung wurden mittels
Elektrolyse, die allerdings sowohl mit einer 6-fach hohere Stromdichte (9 mA/cm? als
auch mit einer nahezu drei GroRRenordnung hoheren Kupferkonzentration ca.
20-fach hohere Belegungsdichten an Kupfer abgeschieden. Jedoch sollten mit der
Abscheidung einer Kupferbasisschicht mdglichst metallische Kupferspezien
abgeschieden werden.

Wurde die Kupferbadbehandlung an strontiumhaltigen Beschichtungen durchgefihrt,
so wurden ca. 50 % geringe abgeschiedene Masse an Kupfer in diesen
Beschichtungen detektiert. Allerdings ist zu bericksichtigen, dass die
abgeschiedenen Belegungsdichten an Kalziumphosphat in den strontiumhaltigen
Beschichtungen im Vergleich zu den Beschichtungen ohne Strontiumzusatz ca. 20 %
niedriger lagen und demzufolge dies die abgeschiedenen Kupfermassen nahezu
aufheben kann. Bei den Beschichtungszustanden mit einer Kupferbasisschicht sollte
der Strontiumzusatz im Elektrolyten keinen Einfluss auf die Belegungsdichte an
Kupfer aufweisen, weil eine Art Zweischichtaufbau in dieser CPP vorliegt. Allerdings
kénnte das hochkonzentrierte Kupfer im sauren pH - Bereich Uber elektrolytische
Prozesse direkt an der Oberflache zu metallischem bzw. einwertigem Kupfer
reduziert und anschlieBend zugig oberflachlich oxidiert werden. Weil im
Abscheidungsprozess der CPP in Oberflachennahe der pH - Wert stark alkalisch ist,
konnten sich Kupferhydroxidkomplexe (Cu(OH)s) ausbilden (Cudennec und Lecerf
(2013)). Weiterhin kann die elektrochemische CPP - Abscheidung durch den
Strontiumzusatz im Elektrolyten gestort werden. Infolgedessen kann sich die
Konzentration an Hydroxidionen in Oberflachenndhe erh6hen und die zunehmende
Bildung von Kupferhydroxidkomplexen beschleunigt die Auflésung der
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Kupferbasisschicht. Eine weitere Erklarung fir den Strontiumeinfluss auf eine
Kupferbasisschicht kann sein, dass die geldsten Kupferhydroxidkomplexe aufgrund
der hohen Affinitdt zum Bruschit an das nachfolgend abgeschiedene Bruschit starker
adsorbieren als an Bruschit mit Strontiumzusatz.

Mittels XPS-Messungen (Kapitel 5.1.4) wurde bei einer typischen Eindringtiefe der
Rontgenstrahlung von ca. 5-10 nm einwertiges Kupfer in den Beschichtungs-
zustanden Kupferbadbehandlung mit NaOH-Nachbehandlung sowie Kupferbasis-
schicht mit und ohne NaOH-Behandlung detektiert (Abb.10,A). In den
Beschichtungszustanden mit Kupferbadbehandlung (ohne nachfolgende NaOH-
Behandlung), Kupferzugabe im Elektrolyten sowie einer mit Ascorbinsaure
abgeschiedenen Kupferbasisschicht wurden zusétzlich 20-30 % des Kupfers als
zweiwertiges  Kupfers  bestimmt (Abb.10,B). Die Tendenz, dass mit
elektrochemischer Abscheidung deutlich héhere abgeschiedene Massen an Kupfer
als mit reinen Adsorptionsprozessen erzielt werden kdnnen, wurde mit den
ermittelten Atom% in den Beschichtungszustanden bestarkt. Jedoch wurden fur die
Beschichtungszustande mit einer Kupferbasisschicht geringe Atom% an Kupfer
ermittelt, obwohl diese Beschichtungsstrategie die héochsten abgeschiedenen
Massen an Kupfer enthielten. Weil die Eindringtiefe nicht grof3 genug ist, kann der
Oxidationszustand des Kupfers direkt an der Grenzflache zum Titanoxid fur diese
Schichten nicht ermittelt werden. Vermutlich wurde bei den Kupferbasisschichten das
an den Kristallen befindliche Kupfer detektiert. Dies ist auch daraus ersichtlich, dass
kein Titansignal detektiert wurde. Mit nachtraglicher Adsorption des Kupfers an eine
CPP ist aufgrund des fehlenden Reduktionsmittels zu erwarten, dass zweiwertiges
Kupfer detektiert wird. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass Kupfer durch
Rontgenstrahlung reduziert werden kann (Cano et al. (2001); Chusuei et al. (1999)).
Dieser Reduktionsvorgang infolge der Rontgenstrahlung konnte das einwertige
Kupfer in dieser Beschichtung erklaren. Die Reduktion des Kupfers direkt an der
Oberflache der Bruschitkristalle kann mit Wasserstoff als Reduktionsmittel, welches
wahrend der Abscheidung gebildet wird, erklart werden. Weil Elektronen durch eine
nichtleitende Kalziumphosphatschicht nicht transportiert werden kénnen, ist der im
Verlauf der Abscheidung gebildete Wasserstoff das einzig mdgliche Reduktionsmittel
(Wolf-Brandstetter et al. (2013)).
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Tabelle 11 fasst die Literaturwerte fur Kupferverbindungen zusammen, die zu den
ermittelten Bindungsenergien der Cu 2p Region in den Beschichtungsoberflachen
nahezu identisch sind.

Tabelle 11 Literaturwerte fur Peakpositionen von Cu 2ps2

Kupfer (Cu 2ps2) | Chemische | Bindungsenergie Literaturquelle
Verbindung [eV]
Cu(O) 932,67 NIST-Datenbank, Version, 3.5
932,6 £ 0,025 Biesinger et al. (2010)
Cu20 932,5 Bastidas et al. (2001)
932,1+0,1 Biesinger et al. (2010)
932,6 Hernandez et al. (2001)
CuO 933,7 NIST-Datenbank, Version 3.5
933,7+0,1 Biesinger et al. (2010)
Cu(OH)2 934,5 Bastidas et al. (2001)
934,6 + 0,02 Biesinger et al. (2010)
934,9 Hernandez et al. (2001)
CuCOs 935,0 NIST-Datenbank Version 3.5

Der C 1s-Peak bei den spurenelementhaltigen Beschichtungszustdnden mit
Bindungsenergien von 284,9 eV bzw. 287,7 eV lasst auf eine Kontamination mit
Kohlenstoff in Form aliphatischer Kohlenwasserstoffe schlie3en (Abb. 11) (Pan et al.
(2007)). Eine dritte Komponente im C 1s-Peak mit einer Bindungsenergie von
289,3 eV kann dem Karbonat zugeordnet werden (Ni und Ratner (2008)). Gemal
einer Onlinerecherche in der XPS-Datenbank des National Institute of Standard and
Technology (NIST, Version 3,5) sind fur das Karbonat in den NaOH behandelten
Beschichtungszustdnden folgende chemische Verbindungen denkbar: Kalzium-
karbonat bei 290,1 eV sowie 289,6 + 0,2 eV, Natriumkarbonat bei 289,45 eV + 0,05
sowie Natriumhydrogenkarbonat bei 290 eV, Strontiumkarbonat bei 289,3 + 0,3 eV.

Die Literaturwerte fur die Peakpositionen von Sr 3ps2 sind in Tabelle 12 dargestellt.
Die haufig auftretende, einzelne Komponente (griine Messkurve, Abb. 11) der Sr 3p-
Peaks konnte dabei keiner der bekannten chemischen Verbindungen des

Kohlenstoffs oder des Strontiums zugeordnet werden.
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Tabelle 12 Literaturwerte fir Peakpositionen von Sr 2p3p2

Strontium(Sr 2psr2) | Chemische | Bindungsenergie Literaturquelle
Verbindung [eV]
SrO 269,1+0,1 NIST-Datenbank, Version 3,5
269,2 Young und Otagawa, 1984
SrCOs 269,0+£0,1 NIST-Datenbank, Version 3,5
SrNO3 269,5 Young und Otagawa, 1984
Sr 269,8 NIST-Datenbank, Version 3,5

Mit nachtraglicher NaOH-Behandlung der Beschichtungszustande wurden Natrium
mit Atomprozenten von 6,5-13,4 sowie Fluor mit 0,08-2,63 Atom% detektiert. Dies

l&sst auf eine Verunreinigung des Natriumhydroxids mit Fluor schliel3en.

6.1.2 Vergleich der Belegungsdichten an Kalzium und Phosphat sowie CPP in
Abhangigkeit von der Immobilisierungsmethode der Kupferionen
Aus den Ergebnissen in Abschnitt 5.1 ist ersichtlich, dass mit Strontiumzusatz im

Elektrolyten zur Bruschitabscheidung sowie den drei Immobilisierungsmethoden von
Kupfer in die CPP zusatzlich zu den Hauptkomponenten der Kalziumphosphatmatrix
(Kalzium, Phosphat) die Spurenelemente Strontium und Kupfer in die
Beschichtungen integriert werden. Unabh&ngig von der Immobilisierungsstrategie
des Kupfers verringerte sich jedoch bei den strontiumhaltigen Beschichtungen im
Vergleich zu den strontiumfreien Beschichtungen die abgeschiedene Masse an
Kalzium in den Beschichtungen um ca. 30-43 %. Mdoglich ist, dass die Kalzium-
bindungsplatze im Kristallgitter des Bruschits durch die ebenfalls zweiwertigen
Strontiumionen belegt werden. Rokita et al. (1993) untersuchten an Kristallstrukturen
von Kalziumphosphaten, inwiefern sich die Belegung der Kalziumbindungsplatze im
Kristallgitter des Bruschits durch Strontiumionen auswirkt. Mittels EXAFS-
Spektroskopie (engl. extended X-ray absorption fine structure), welches ein
Verfahren der RoOntgenadsorptionsspektroskopie zur Analyse der kantennahen
Feinstruktur eines Rontgenspektrums darstellt, sowie Kristallstrukturanalyse am
strontiumsubstituierten Bruschit schlussfolgerten Rokita et al.,, dass alle vier
Kalziumbindungsplatze im Kristallgitter des Bruschits durch Strontiumatome belegt
werden kdnnen. Weiterhin ist anhand der molaren Kalzium zu Phosphat-Verhaltnisse
der kupferhaltigen Beschichtungen mit und ohne Strontiumzusatz (Tabelle 6) davon
auszugehen, dass veranderte CPP auf den Titanoberflachen abgeschieden wurden:

das molare Kalzium zu Phosphat - Verhéltnis von 1,1 der Beschichtungen ohne
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Strontiumzusatz entspricht nahezu dem molaren Kalzium zu Phosphat-Verhaltnis der
Bruschitreferenz und kann gemafld Boanini et al. (2009) nahezu dem theoretischen
Kalzium zu Phosphat-Verhéltnis von Bruschit von 1,0 zugeordnet werden. Im
Gegensatz dazu weist Boanini et al. (2009) den kupferhaltigen CPP mit Strontium-
zusatz, der zu einem Strontiumanteil von ca. 1 % an den Beschichtungen flhrte, mit
molaren Kalzium zu Phosphat-Verhaltnissen von 0,5-0,7 keine bekannte CPP zu.
Zwar ordnet Boanini et al. (2009) den CPP Kalziumdihydrogenphosphatmonohydrat
und wasserfreies Kalziumdihydrogenphosphat jeweils ein molares Kalzium zu
Phosphat-Verhaltnis von 0,5 zu, jedoch kdnnen beide CPP aufgrund der spezifischen
Randbedingungen wéhrend der Herstellungsprozesse ausgeschlossen werden.
Kalziumdihydrogenphosphatmonohydrat  bildet sich bei der Titration von
Phosphorsaure mit Kalziumhydroxid in einem sehr sauren Milieu aus, wasserfreies
Kalziumdihydrogenphosphat entsteht durch Warmebehandlung an Kalzium-
dihydrogenphosphatmonohydrat bei Uber 700°C. Die vergleichsweise niedrigen
Kalzium zu Phosphat-Verhdltnisse der kupferhaltigen Beschichtungen mit
Strontiumzusatz von 0,5 - 0,8 kdnnten durch die Belegung der Kalziumbildungsplatze
mit Strontium im Kristallgitter des Bruschits oder der Bildung von Strontium- bzw.
Kupferphosphatverbindungen erklart werden. Allerdings unterschieden sich bei den
kupferhaltigen Beschichtungszustanden mit Strontiumzusatz mit Ausnahme des
Referenzzustandes die Kalzium zu Phosphat-, sowie Kalzium und Strontium zu
Phosphat - Verhaltnisse nur marginal in der zweiten Nachkommastelle (< 2%),
sodass von einer minimalen Besetzung der Kalziumbindungsplatze mit Strontium im
Kristallgitter der CPP auszugehen ist. Bei dem Referenzzustand mit Kupferzugabe im
Elektrolyten ist der relative Einfluss der integrierten Spurenelemente mit 9 % héher.
Dies ist vermutlich auf den gré3eren lonenradius des Strontiums zurtickzuftihren, der
einen Einbau des Strontiums entsprechend des molaren Verhéltnisses von Kalzium
zu Strontium im Elektrolyten von ca. 1:2 fur 20 mM Sr nicht ermdéglicht (Boanini et al.
(2009); Schumacher und Gelinsky (2015)). In den REM-Aufnahmen der
kupferhaltigen Beschichtungen mit Strontiumzusatz (Kapitel 5.2.4) zeigte sich, dass
die Oberflachen gepragt waren von Bruschitplatten sowie in unterschiedlichen
GroRen auftretenden  globuldaren  Agglomeraten. Diese unterschiedlichen
Oberflachenmorphologien  der spurenelementhaltigen  Beschichtungszustande
kénnten auf die Belegung der Kalziumbindungsplatze durch Strontium oder Kupfer
im Kristallgitter zurtckzufihren werden, die letztlich dazu fihren, dass die
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regelmanige Anordnung der Bausteine (lonen) in der Kristallstruktur nicht gestort
wird. Madsen und Rosa (2010) beschreiben, dass bei Prazipitationen aus gesattigten
Losungen ab einer lonenkonzentration an Kupfer oder an Strontium von 1 mM
Stérungen im Kristallwachstum durch Adsorption der Spurenelemente Strontium und
Kupfer an die Kiristalloberfliche auftreten koénnen. Beim Referenzzustand
Kupferzugabe im Elektrolyten mit Strontiumzusatz waren Dendrite als separate
Phasen zu erkennen (Tab. 8), die Kupferverbindungen zugeordnet werden kdnnen.
Die Identifikation des Kupfers in derartigen Dendriten erfolgte zuvor an Proben mit
geringfiigig modifizierten Abscheidungsbedingungen mittels energiedispersiver
Rontgenspektroskopie (EDX). Weiterhin kénnen sich im elektrochemischen
Abscheidungsprozess  dieses  Beschichtungszustandes  basische  Kupfer-
phosphatverbindungen wie beispielsweise Pseudomalachit (Cus(POas)2(OH)4) und
Cornetit (Cus(PO4)(OH)3) oder Strontiumhydrogenphosphat (SrHPOa4) ausbilden, die
ebenfalls die Ausbildung heterogener Morphologien auf dieser Beschichtungs-
oberflache erklaren (Frost et al. (2002); Ropp (2012)). Die Bildung von Strontium-
hydrogenphosphat kann auch eine Erklarung fir die unterschiedlichen Morphologien
an den Beschichtungen mit Strontiumzusatz mit nachtraglicher Kupferbad-
behandlung oder der auf einer Kupferbasisschicht abgeschiedenen CPP sein. Durch
Umwandlung des Bruschits in thermodynamisch stabilere Phasen mit héherem
Kalzium zu Phosphatverhéltnis stehen die verbleibenden Phosphationen fir die
Ausféllung weiterer schwer loslicher Phasen zur Verfligung.

Die Auswertung der FTIR - Messungen (Kapitel 5.1.3) der Kkupferhaltigen
Beschichtungszustande mit und ohne Strontium erfolgte hinsichtlich der Banden der
Phosphate, weil mit diesen Banden eine Zuordnung der abgeschiedenen CPP
moglich ist. Im Spektrum des Referenzzustandes Bruschit (Abb. 8) wurden als
charakteristische Banden die v2 Phosphatschwingung als Doppelschwingung bei
987 cm™ und 1000 cm sowie die vs Phosphatschwingung zwischen 1058 cm und
1137 cm detektiert, die durch die Einlagerung des HPO4? lons im Kristallgitter des
Bruschits erklart werden kdnnen (Pleshko et al.(1991)). Weitere markante Banden
der Phosphatgruppen des Bruschits wurden bei 880 cm™, 1110 cm?, 1050 cm™* und
1010 cm detektiert (Xie et al. (2009)).

Das bei allen drei Referenzzustdnden erkennbare Rauschen zwischen den
Wellenzahlen von 1400-1700 cm™ ist auf die in der Atmosphare vorliegenden
Wassermolekiile zurtckzufihren, die nicht exakt von dem Messhintergrund
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subtrahiert werden konnten. In den Spektren der Beschichtungszustande ohne
anschlieBende NaOH-Behandlung (Abb. 9) konnten charakteristische Banden bei
890 cm?,1010 cm?, 1030 cm? sowie 1110cm? beobachtet werden. Diese
detektierten Banden waren zu den Phosphatbanden im Referenzzustand Bruschit
ahnlich. Aus den FTIR - Spektren der spurenelementhaltigen Beschichtungszustande
ohne Strontiumzusatz kann amorphes Kalziumphosphat (ACP) in diesen
Beschichtungsoberflachen  ausgeschlossen  werden, weil die fur ACP-
charakteristische verbreiterte Bande bei 1050 cm in den Spektren dieser CPP fehlt
(Roessler et al. (2003)). Bei den REM-Aufnahmen der kupferhaltigen Beschichtungen
ohne Strontiumzusatz (Kapitel 5.2.4) war zuerkennen, dass die Oberflachen der auf
einer Kupferbasisschicht aufgelagerten CPP sowie der CPP mit nachtraglicher
Kupferbadbehandlung gepragt waren von der charakteristischen Plattenmorphologie
des Bruschits (Tab. 9,10). Aus den molaren Kalzium zu Phosphat-Verhaltnissen, den
FTIR - Spektren sowie den REM-Aufnahmen der kupferhaltigen Beschichtungen
ohne Strontiumzusatz kann auf eine sehr geringe Einflussnahme der
coabgeschiedenen Kupferspezies auf die Auspragung der spezifischen CPP in
diesen Beschichtungen geschlossen werden. Bei den Kupferbasisschichten kann
prinzipiell auch eine andere Art der Keimbildung auf dem Kupfer im Vergleich zu der
sonst vorhandenen Titanoxidoberflache beispielsweise durch die fehlenden
Wechselwirkungen von Kalzium mit Sauerstoff bzw. Hydroxylgruppen an dem
Titanoxid stattfinden. Allerdings ist davon auszugehen, dass das Kupfer wahrend der
Bruschitabscheidung nicht in diese CPP einlagert wird. Demzufolge sollte das Kupfer
nur die aufgelagerte CPP beeinflussen, wenn eine Remobilisierung dieser
Kupferbasisschicht stattfindet.

In Voruntersuchungen mittels Rontgendiffraktometrie (X-ray diffraction - XRD) (s.
Anhang 6) an kupferhaltigen Beschichtungszustanden mit und ohne Strontiumzusatz
sowie Bruschit als Referenzzustand konnte die Ausbildung von Bruschit als einzige
kristalline CPP in diesen Beschichtungszustdnden nachgewiesen werden. Allerdings
koénnen aus den Rontgendiffraktogrammen die Anwesenheit zusatzlicher amorpher
Phasen Dbeispielsweise bestehend aus Strontium- und Kupferhydrogen-
phosphatverbindungen nicht ausgeschlossen werden. Mit den Analysemethoden
XRD und FTIR-Messung wurden keine weiteren kristallinen Phasen als Bruschit in
den spurenelementhaltigen  Beschichtungszustanden  aufgenommen, trotz

nachweislich abgeschiedener Massen an Strontium und Kupfer an den
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Beschichtungen. Eine mogliche Erklarung ist, dass der Anteil an integrierten
Spurenelementen im Kristallgitter so minimal war, dass trotz einer Belegung der
Kalziumplatze im Kiristallgitter die Kristallstruktur der CPP weitestgehend erhalten
blieb. Rosa und Madsen (2010) untersuchten nasschemisch ausgefallten Bruschit mit
integriertem Kupfer und Strontium mittels XRD und FTIR und konnten ebenfalls aus
ihren Spektren keine weitere CPP als Bruschit nachweisen. Rosa und Madsen
(2010) untersuchten den Einfluss des Kupfers auf die Kinetik des Kristallwachstums
von Bruschit und schlussfolgerten aus ihren FTIR-Messungen, dass trotz der Zugabe
von 0,06 mM bis 0,5 mM Kupferlosung zum Elektrolyten kein Einfluss auf die
aufgenommenen Spektren zuerkennen war und nur Bruschit als CPP detektiert
wurde.

Die durch Zugabe von Kupfer im Elektrolyten sowie der nachtraglichen Adsorption
einer Kupferldsung an eine bereits abgeschiedene CPP verringerten Kalzium zu
Phosphat-Verhaltnisse im Vergleich zu Bruschit konnten ebenfalls auf eine
Substitution des Kalziums durch das zweiwertige Kupfer im Kristallgitter der CPP
hindeuten. Madsen (1975) beschreibt, dass erstens zweiwertige Kupferionen eine
hohe Affinitdt zu Bruschit aufweisen sowie zweitens eine konzentrationsabhéngige
Adsorption von Kupferionen in die Adsorptionsschicht oder in die Oberflachenschicht
des Bruschitkristalls moglich ist. Nach erfolgter Adsorption der Kupferionen an die
Kristalloberflache kénnen diese ab einer Kupferkonzentration von tber 4 umol/l Gber
lonenaustauschprozesse von Kalzium gegen Kupfer ins Kristallinnere transportiert
werden. Aufgrund des sehr geringen Anteils an Kupfer von ca. 1% in den
Beschichtungen sowie der marginalen Unterschiede zwischen den molaren Kalzium
zu Phosphat- sowie den Kalzium und Kupfer zu Phosphat-Verhaltnissen ist allerdings
davon auszugehen, dass diese Austauschprozesse in sehr geringem Ausmaf}
stattfinden. Im Vergleich zur Bruschitreferenz wurden bei den spurenelementhaltigen
Beschichtungen deutlich geringe abgeschiedene Massen der Kalziumphosphatmatrix
auf den Titanoberflachen detektiert. Dies zeigt, dass bei Zusatz von Strontium und /
oder Kupfer zur elektrochemischen Abscheidung dieser Prozess erheblich gestort

wird.
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6.1.3 Auswirkungen der anschlielenden NaOH-Behandlung der
Beschichtungen auf die Belegungsdichten und CPP
Die im Unterkapitel 5.1.4 dargestellten molaren Kalzium zu Phosphat-Verhéaltnisse

der jeweils mit 0,1 M NaOH nachbehandelten strontiumfreien Beschichtungen nach
Kupferbadbehandlung sowie auf einer Kupferbasisschicht weisen im Vergleich zu
den entsprechenden unbehandelten Beschichtungen ein deutliches héheres molares
Kalzium zu Phosphat-Verhaltnis von 1,55 + 0,01 (Kupferbadbehandlung), 1,24 £+ 0,2
(Kupferbasisschicht) sowie 1,58 = 0,09 (Kupferbasisschicht mit Ascorbinsaure) auf.
Gemall Boanini et al. (2009) koénnen diese molaren Kalzium zu Phosphat-
Verhéltnisse der Beschichtungszustande ohne Strontiumzusatz auf der
abgeschiedenen Kupferbasisschicht mit Ausnahme der Bruschitabscheidung den
CPP mit den theoretischen molaren Kalzium zu Phosphat-Verhéaltnissen des kalzium-
defizitaren Hydroxylapatits mit 1,5 sowie Hydroxylapatit mit 1,67 entsprechen.
Weiterhin ordnet Boanini et al. (2009) die CPP a-Trikalziumphosphat sowie [-
Trikalziumphosphat dem theoretischen Kalzium zu Phosphat-Verhaltnis von 1,5 zu.
Die letzten beiden genannten CPP kdnnen ausgeschlossen werden, weil zur
Umwandlung von  a-Trikalziumphosphat in  B-Trikalziumphosphat  eine
Hitzebehandlung von 1300 °C notwendig ist. Eine zweite Mdglichkeit zur Bildung von
B-Trikalziumphosphat ist die Reaktion von Kalziumkarbonat und Bruschit Uber
900 °C.

Erfolgte eine NaOH-Behandlung der spurenelementhaltigen Beschichtungszustande,
so konnten in den FTIR-Spektren (Kapitel 5.1.3) weder die charakteristischen
Phosphatbanden des Bruschits noch des Hydroxylapatits nachgewiesen werden.
Stattdessen ahnelten die Banden der NaOH-behandelten CPP bei Wellenzahlen von
1060 cm,1000 cm™* und 995 cm* den Banden des Monetits, der wasserfreien Form
des Bruschits. Allerdings kann Monetit als CPP ausgeschlossen werden, da diese
CPP bei der Umwandlung von Bruschit durch eine Warmebehandlung bei
mindestens 100 °C erfolgt und bei der Durchfihrung des NaOH-Bads der
Beschichtungszustdnde nur 60 °C angewendet wurden (Boanini et al. (2009)).
Weiterhin ist fraglich, ob das Kristallwasser des Bruschits in einer wassrigen Losung
abgegeben werden kann. Die Banden bei ca. 880 cm?, 1420 cm* sowie 1590 cm™
konnen den Banden der Karbonationen (CO3%) zugeordnet werden (Roessler et al.
(2003)). Karbonationen entstehen bei der Probenlagerung im NaOH-Bad durch die
Reaktion von Hydroxylionen (OH") mit Kohlenstoffdioxid aus der Luft: CO2 + 20H"

<->CO03% + H20. Fleet et al. (2014) ordnet den zusétzlichen Banden in dem
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Spektrum der NaOH-behandelten Beschichtungszustande bei Wellenzahlen von
1540 cm™ sowie 1460 cm das karbonisierte HAP zu.

Stulajterova und Medveck (2007) untersuchten die Umwandlung von Bruschit zu dem
thermodynamisch stabileren Hydroxylapatit in einem NaOH-Bad mit einem initialen
pH - Wert der Natriumhydroxidlésung von 10,8 bei einer Temperatur von 39 °C.
Stulajterova et al. schlussfolgerten aus XRD- und FTIR Messungen, dass nach erst
nach 24-stindiger Auslagerung einer Bruschitprobe in 120 ml Natriumhydroxid durch
Auflésungs- und Prazipitationsprozesse das Bruschit in stochiometrisches HAP
umgewandelt wird. Somit kdnnen die ermittelten molaren Kalzium zu Phosphat-
Verhéltnisse der kupferhaltigen Beschichtungen ohne Strontiumzusatz von ca. 1,5
sowie die dem karbonisierten HAP zugeordneten FTIR-Banden auf das Vorliegen
einer CPP mit HAP-ahnlicher Kristallstruktur hindeuten.

Bei zusatzlicher Integration von Strontium erhoéhten sich infolge der NaOH-
Behandlung die molaren Kalzium zu Phosphat - Verhaltnisse von 1,13 auf 1,38
(Kupferbadbehandlung) sowie von 0,91 auf 0,93 (Kupferbasisschichten). Bei den
REM-Aufnahmen der kupferhaltigen Beschichtungen mit und ohne Strontiumzusatz,
welche mit NaOH-nachbehandelt wurden, waren die von feinen Strukturen gepréagten
Oberflachen zu erkennen, die sich deutlich in der Morphologie der unbehandelten
Beschichtungszustande unterschieden (Kapitel 4.2.4). Aus den molaren Kalzium zu
Phosphat - Verhaltnissen, den FTIR - Messungen sowie den REM - Aufnahmen der
kupferhaltigen Beschichtungen mit und ohne Strontiumzusatz mit anschlie3ender
NaOH-Behandlung kann auf eine Phasenumwandlung der spurenelementhaltigen
CPP in CPP geschlussfolgert werden, welche gemaf Boanini et al. (2009) keiner der

bereits diskutierten CPP entspricht.

6.2 Verhalten der abgeschiedenen CPP in dem serumhaltigen Medium TAS-SBF
wéhrend der Inkubation im serumhaltigen Inkubationsmedium

Aus Voruntersuchungen war bereits bekannt, dass bei Kupferzugabe im Elekrolyten
eine nahezu vollstdndige Freisetzung der immobilisierten Kupferionen im ersten
Inkubationsintervall erfolgt, wahrend in den folgenden drei Tagen das Kupfer nur
noch minimal im Bereich von 0,5-0,7 pg/ml freigesetzt wird (s.Anhang 1). Sowohl mit
adsorptiv gebundenem Kupfer an eine bereits abgeschiedene CPP als auch mit auf
einer Kupferbasisschicht aufgelagerten CPP wurden weder eine konstante

Freisetzung anndhernd nullter Ordnung noch eine 2-Schritt-Freisetzung, d.h. ein
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initialer Peak gefolgt von einer gleichmaligen Freisetzung auf niedrigerem Niveau,
realisiert (s. Anhang 3). Mit nachtraglicher Adsorption von Kupfer an eine CPP
wurden nach 24-stindiger Inkubation zwar ca. 50 % der inital immobilisierten
Kupfermenge in das Medium freigesetzt, aber ab dem zweiten Inkubationstag
erfolgte trotz einer Restbelegungsdichte an Kupfer von 8-26 pg/cm? kaum noch eine
Freisetzung der Kupferionen in das Medium. Moglich ist, dass Serumproteine aus
dem Inkubationsmedium die Beschichtungsoberflache bedecken und demzufolge die
Freisetzung des Kupfers erschweren. Weiterhin kénnen diese Proteine Kupfer
komplexieren, sodass das fur die Diffusion notwendige Konzentrationsgefélle dieser
lonen aufgehoben wird (Juhasz et al. (2007)).

Auch bei den Beschichtungszustanden mit einer Kupferbasisschicht wurden 54-74 %
der inital immobilisierten Kupfermenge nach 24-stiindiger Inkubation detektiert.
Allerdings wurden im weiteren Inkubationsverlauf Kupfer kontinuierlich in hohen
Konzentrationen freigesetzt. Trotz der nachfolgend abgeschiedenen CPP auf einer
Kupferbasisschicht, die als eine Art Barriere den Zugang der Serumproteine zu dem
Kupfer erschweren sollte, wurden hohe Konzentrationen an Kupfer aus diesen
Beschichtungszustanden in das Inkubationsmedium freigesetzt. Vermutlich
verhindert die Porositat dieser CPP den Zugang der Serumproteine zu dem Kupfer in
der Kupferbasisschicht nicht ausreichend. Auch bei den Beschichtungen mit einer
Kupferbasisschicht verblieben erhebliche Restbelegungsdichten an Kupfer nach
Beendigung der Inkubation.

Nach 24-stindiger Inkubation wurden wesentlich geringere freigesetzte
Konzentrationen an  Kupfer nur infolge der NaOH-Behandlung der
spurenelementhaltigen  Beschichtungszustande erzielt: 32-35%  (Kupferbad-
behandlung) bzw. 6-22 % (Kupferbasisschicht) bezogen auf den jeweiligen Zustand
vor Beginn der Inkubation. Schlussfolgernd wurde durch die NaOH-Behandlung
dieser CPP das immobilisierte Kupfer in diesen Beschichtungen effektiver in
schwerldslichen Verbindungen wie beispielsweise basischem Kupferkarbonat oder
Kupferhydroxid fixiert (MacNevin (2005)). Mit dem Zusatz der L-Ascorbinsaure zur
elektrochemischen Abscheidung einer Kupferbasisschicht sollte die Adhasion des
Kupfers an die Titanoberflache verbessert werden. Jedoch wurden aus dieser
Beschichtung trotz NaOH-Behandlung im Vergleich zur ascorbinfreien
Abscheidungsvariante  Kupfer in  hdéheren  Konzentrationen  freigesetzt.

Mdoglicherweise wurde die Kupferbasisschicht mit dem Zusatz der Ascorbinsdure in
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einer anderen Zusammensetzung abgeschieden, sodass die aufgelagerte
Bruschitphase bzw. der Ubergangsbereich Kupfer und Bruschit ebenfalls in
veranderter Komposition vorliegt.

Im Kapitel 5.2 wurde gezeigt, dass unabhangig von der Beschichtungsstrategie drei
unterschiedliche Freisetzungsverhalten der CPP im Verlauf der Inkubation in
serumhaltiger Tas-SBF hinsichtlich der Kalzium- und Phosphationen zuerkennen
waren. Kupferhaltige Beschichtungen ohne Strontiumzusatz entzogen dem Medium
Kalzium oder setzten Kalzium in das Inkubationsmedium frei. Mit Strontiumzusatz in
den Beschichtungen wurde dem Medium Kalzium kontinuierlich entzogen. Sowohl
mit als auch ohne Strontium in den Beschichtungen wurde Phosphat in das
Inkubationsmedium freigesetzt. Das dritte Freisetzungsverhalten der NaOH-
nachbehandelten Beschichtungszustande zeichnet sich dadurch aus, dass diese
Beschichtungszustande dem Inkubationsmedium kontinuierlich Kalzium und
Phosphat entzogen. Das Inkubationsmedium Tas-SBF ist eine hinsichtlich Kalzium
und Phosphat Ubersattige Losung mit einem pH-Wert von 7,4, welches zudem 10 %
Serum enthélt (Tas und Bhaduri (2004)). Bruschit gilt in wassrigen Losungen als
Vorstufe zur Keimbildung von Apatiten. Hierbei kann sich Bruschit, welches bei
einem pH-Wert von 6-7 thermodynamisch instabil ist, durch LOsungs- und
Reprézipitationsprozesse in die thermodynamisch stabileren Apatite z. B.
Hydroxylapatit umwandeln (Boanini et al. (2009); Tas und Bhaduri (2004)).

Eine hohere Freisetzung von Phosphat im Vergleich zu einer geringeren Freisetzung
von Kalzium in das Inkubationsmedium fuhrte bei der Bruschitreferenz zur Erhéhung
des molaren Kalzium zu Phosphat-Verhaltnisses auf 1,5 nach Beendigung der
Inkubation (Tabelle 7). Dieses Freisetzungsverhalten mit einer starkeren Freisetzung
an Phosphat als an Kalzium in dem serumhaltigen Medium war auch bei der
Bruschitabscheidung auf einer Kupferbasisschicht zu beobachten. Die dennoch
nahezu unveranderten molaren Kalzium 2zu Phosphat-Verhéltnisse dieses
Beschichtungszustandes nach Abscheidung und nach Beendigung der Inkubation
von 1,1 (Tabelle 7) sind nur durch abgeschiedene Kalziumphosphate an den Wells
der Wellplatte zu erklaren.

Mit nachtraglicher Kupferadsorption an Bruschit unterschied sich das
Freisetzungsverhalten dieser CPP von der Bruschitreferenz, obwohl sich das molare
Kalzium zu Phosphat -Verhéltnis von 1,1 auf 1,4 nach Beendigung der Inkubation
erhoht. Wahrend diese CPP dem Medium Kalzium entzog, wurde im starken Ausmal3
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Phosphat in das serumhaltige Medium freigesetzt. Moglicherweise ist dies auf einen
Kalziummangel in der Kristallstruktur des Bruschits zurtckzufiihren, der durch eine
Belegung der Kalziumbindungsplatze mit Kupfer entsteht. Weiterhin kann durch
Adsorption des Kupfers an die Kristalloberflache das Kristallwachstum gestort
werden.

Infolge der Inkubation im serumhaltigen Medium waren die Oberflachen der
kupferhaltigen Beschichtungen ohne Strontiumzusatz gepragt durch unterschiedliche
Morphologien (Kapitel 5.2.4), die in Erganzung zu den sich erhéhenden molaren
Kalzium zu Phosphat-Verhaltnisse dieser Beschichtungszustande auf eine
Phasenumwandlung des kupferhaltigen Bruschits zu einer momentan nicht naher
spezifizierbaren CPP hindeuten.

In den kupferhaltigen Beschichtungen mit Strontiumzusatz kann der durch Belegung
der Kalziumbindungsplatze mit Strontium in der Kristallstruktur resultierende
Kalziummangel mit der Aufnahme von Kalzium aus dem Medium kompensiert
werden. Die kontinuierliche Freisetzung von Phosphat in das serumhaltige
Inkubationsmedium ist vermutlich auf einen Phosphatiberschuss in den
strontiumhaltigen CPP  zurickzufihren. Dieses Freisetzungsverhalten der
strontiumhaltigen Beschichtungen mit Kalziumaufnahme aus dem Medium sowie
Phosphatfreisetzung in das Medium korrespondiert mit der Erhéhung der molare
Kalzium zu Phosphat-Verhaltnisse von 0,5-0,7 auf 0,9-1,2 nach Beendigung der
Freisetzung (Tabelle 7).

Mit NaOH-Behandlung der Beschichtungen mit und ohne Strontium entzogen diese
Beschichtungen dem serumhaltigen Inkubationsmedium kontinuierliche Kalzium und
Phosphat. Die Phasenumwandlung der spurenelementhaltigen CPP in Richtung HAP
wurde mit der NaOH-Behandlung bereits eingeleitet, sodass mit der Inkubation
dieser Beschichtungszustande im serumhaltigen Medium das Keimwachstum zum
HAP mit molaren Kalzium zu Phosphat-Verhaltnissen von 1,5 (kalzium-defizitarer
HAP) bzw. 1,67 (stbéchiometrischer HAP) fortgesetzt werden kann. Aus diesem
Grund blieben bei Bruschit mit nachtraglicher Kupferbadbehandlung, der
Kupferbasisschicht mit strontiumhaltiger CPP sowie die unter Zusatz von
Ascorbinsdure abgeschiedene Kupferbasisschicht die molare Kalzium zu Phosphat-
Verhaltnisse nach Beendigung der Inkubation nahezu unverandert bei 1,5 (Tabelle
7). Bei den ubrigen Beschichtungszustadnden erhdhten sich die molaren Kalzium zu
Phosphat-Verhaltnisse in Richtung 1,5 nach Beendigung der Inkubation (Tabelle 7).
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Tas und Bhaduri (2004) schlussfolgerten aus ihren Forschungsergebnissen, dass
nach einer 72-sttindigen Inkubation von Bruschit in Tris- HCI gepufferter Tas-SBF bei
37 °C in erheblichen Mengen kalzium-defizitarer HAP vorliegt. Nach einer
Inkubationszeit von einer Woche in Tas-SBF erfolgte eine vollstandige Umwandlung
von Bruschit in HAP. Die Umwandlung der spurenelementhaltigen Beschichtungs-
zustande in serumhaltiger Tas-SBF in unbekannte CPP kann durch Belegung der
CPP-Oberflache mit Proteinen aus dem Inkubationsmedium (Juhasz et al. (2007)) als
auch auf eine Inhibierung der Hydrolyse von Bruschit durch Adhasion der Strontium-
und Kupferionen an die Kristalloberflache (Madsen (2008)) zurtickgefuhrt werden.
Madsen (2008) beschreibt, dass die Umwandlung von Bruschit zu HAP nach
Adhasion aus 5 puM Strontium- und 10 uM Kupferlésung an die Kristalloberflache

inhibiert wird.

6.3 Antimikrobieller Effekt von Kupfer auf E.coli SM 2029
Im Kapitel 5.3 wurde dargestellt, dass die bakterielle Adh&sion an den beschichteten

Oberflachen durch E. coli SM 2029 abhangig ist von der Zusammensetzung der
Beschichtung. Bei den kupferhaltigen Beschichtungszustanden wurden nahezu keine
adharenten Bakterien nach 17-stindiger Inkubation im Biofilmmedium detektiert
(Abb. 18). Die Darstellung der ODsoo - Messung von den Losungen nach Beendigung
der Inkubation der Beschichtungszustande (Abb. 20) verdeutlicht, dass die Bakterien
auch in der umgebenden Suspension abgetttet wurden. Weiterhin kann aus dem
sehr geringen Anteil an toten Bakterien an den kupferhaltigen
Beschichtungsoberflachen (Abb. 21) geschlussfolgert werden, dass E.coli durch
freigesetzte Kupferionen aus den Beschichtungen in der Bakteriensuspension getotet
wurden. Sollte der toxische Effekt der Kupferionen erst nach Adhasion der Bakterien
auf der Beschichtungsoberflache eingetreten sein, musste der Anteil an toten
Bakterien hoher sein. Das antimikrobielle Potenzial der aus den Beschichtungen
freigesetzten Kupferionen fir den Modellkeim E.coli SM2029 wird anhand der
deutlich héheren Bakterienzahl auf CPP mit und ohne Strontium (Abb. 19) ersichtlich.
Vermutlich spielt die Zusammensetzung der CPP sowie abgeschiedenes Strontium in
den Beschichtungen fur die Bakterienadhasionen eine zusatzliche Rolle. Bisher ist in
der Literatur eine positive Wirkung des Strontiums auf die Bakterienadhasion nicht
bekannt. Diesbeziiglich sind fur detailliertere Aussagen weitere Untersuchungen der

Bakterienadhasion an strontiumhaltigen Beschichtungen erforderlich. Liu et al. (2014)
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untersuchten die antibakterielle Eigenschaft von Kupfer-Titan-Legierungen auf den
E.coli Stamm ATCC 25922, indem diese die Konzentration an Kupferionen in einer
Inkubationslésung und die antibakterielle Wirksamkeit in Zusammenhang setzten.
Diese Forschergruppe schlussfolgerte, dass ab einer Kupferkonzentration von
0,04 mg/l in einer Inkubationslésung ein antibakterieller Effekt auf den E.coli Stamm
ATCC 25922 nachgewiesen werden kann. Die nach 17-stindiger Inkubationszeit der
spurenelementhaltigen Beschichtungszustdnde im Biofiimmedium detektierten
Kupferkonzentrationen im Bereich von 18,42 + 1,86 ug/ ml (Cu 1) sowie 14,13 +
2,8 ug / ml (Cu 2) liegen in den wirksamen Konzentrationen fir das hier eingesetzte

Bakterium E.coli SM 2029 in einer dhnlichen GréRenordnung.

6.4 Fehleranfalligkeit der Messmethoden
Die elektrochemische Abscheidung der Kalziumphosphate wurde auf

sandgestrahlten und heil3geatzten Titanproben durchgefihrt. Jedoch wurde die
Variation der tatsachlichen Oberfliche durch den Erwerb der kommerziell
hergestellten sandgestrahlten Proben auf minimale Abweichungen reduziert. Durch
die manuelle Positionierung der Titanproben in dem Teflonhalter des Probenhalters
konnen die Ubergangswiderstande an den zur Kontaktierung verwendeten
Goldstiften fur jede Probe etwas variieren, was zu einem unterschiedlichen pH-
Gradienten an den einzelnen Proben fuhren kann. Des Weiteren weiteten sich die
Teflonummantelungen des Probenhalters im Verlauf der vielfachen Nutzung auf, so
dass die Abdichtung der Mantelflache mit der Zeit weniger effektiv wurde. Zur
Bestimmung der Konzentrationen an Kalzium-, Phosphat- und Kupferionen wurden
die Beschichtungen auf den Titanoberflachen mit konzentrierter Salpeterséure in
Ldsung gebracht, die Lésungen gesammelt und mittels kommerzieller Kits analysiert.
Da mikroskopisch keine Reste auf den Titanproben nachweisbar sind, ist davon
auszugehen, dass eine vollstdndige Auflosung der Beschichtung erfolgte. Weiterhin
kénnte mit dem Kalziumtest auch die zweiwertigen Kationen Strontium und Kupfer
erfasst werden und demzufolge die Konzentration des Kalziums in der Messlésung
verfalscht werden. Eine Beeinflussung des Kalziumtests durch Kupferionen wurde
unter Verwendung relevanter Kupferkonzentrationen ausgeschlossen.
Strontiumionen wurden dagegen im Kalziumtest ebenfalls jedoch mit geringerer
Intensitat erfasst. Auf Basis der spektroskopisch ermittelten Konzentrationen an

Strontiumionen in den jeweiligen Beschichtungszustanden wurde eine Korrektur der
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Kalziumionenkonzentration vorgenommen. Allerdings ist bei dieser Messkorrektur mit
einer Fehleranfalligkeit der Ergebnisse zurechnen. Bei der spektroskopischen
Analyse der salpetersauren Messlosungen kénnen spektrale Interferenzen durch die
Uberdeckung von Atomlinien verschiedener in der Messlésung befindlicher Elemente
(z. B. Kalzium, Strontium, Kupfer) oder durch eine geratetechnische, nicht vollstandig
bereinigte  Untergrundkorrektur auftreten. Weiterhin  kodnnen nicht-spektrale
Interferenzen bei der AAS-Messung auch bei der Messung von proteinhaltigen
Inkubationsmedien entstehen, da sich diese Inkubationslésungen hinsichtlich der
Viskositat und der Oberflachenspannung von den Kalibierldésungen unterscheiden.

Bei einer XPS-Messung kénnen durch die Rontgenstrahlung Reduktions- und
Oxidationsprozesse an der Beschichtungsoberfliche ausgelost werden, die
demzufolge den Oxidationsstatus der Elemente in den Oberflachen verfalschen.
AuBerdem werden mit einer XPS-Messung nur die oberflachennahen 5-10 nm der
Beschichtung reprasentiert. Weitere Messfehler konnen bei der softwaregestiutzten
Auswertung der XPS-Spektren bei der Entfaltung und der Bestimmung der
Uberlappenden Peaks von Sr 3pyz2 mit dem Spektrum von C 1ls auftreten. Bei
homogenen Festkérpermaterialien ist mit XPS-Messung eine genaue Quantifizierung
der Elemente in diesen Beschichtungen moglich. Trotz dessen das die
spurenelementhaltigen Beschichtungen als inhomogene Materialien angesehen
werden konnen, kann mit der durchgefuhrten Quantifizierung der Elemente
Tendenzen zwischen den Beschichtungsoberflachen abgeschéatzt werden. Sowohl
bei der mikroskopisch gestitzte Ermittlung der von den Bakterien belegten
Oberflache an einem Fluoreszenzmikroskop als auch die nachfolgende Ermittlung der
prozentual von Bakterien belegten Flache mittels Image J kann die dreidimensionale
Beschichtung sowie die Flache der unterschiedlichen Beschichtungsoberflachen

nicht beriicksichtigt werden.
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7 Zusammenfassung und Ausblick
Titan ist ein Standardmaterial fur Implantate, welches sich durch eine sehr gute

Biokompatibilitat sowie vorteilhafte mechanische Eigenschaften auszeichnet.
Weiterhin weist Titan ein gutes Korrosionsverhalten auf. Fir die langfristige
Verankerung des Implantats im Umgebungsgewebe ist die initiale Einheilphase direkt
nach der Implantation enorm wichtig. Aus diesem Grund werden verschiedene
Strategien entwickelt, die mit funktioneller Oberflachenbeschichtung der
Metalloberflache auf eine verbesserte Osseointegration des Implantats abzielen.
Eine etablierte Methode stellen hierfir keramische Beschichtungen auf
Titanoberflachen.  dar. Diese  Beschichtungsmaterialien  bestehen  aus
Kalziumphosphaten wie beispielsweise Bruschit oder Hydroxylapatit, die zum
naturlichen Knochen chemisch ahnlich sind. Eine Besonderheit des Bruschits ist,
dass diese Kalziumphosphatphase in physiologischer Umgebung einer
Phasenumwandlung in schwerldsliche CPP bzw. der sukzessiven Degradation
unterliegt.

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war die elektrochemisch gestiitzte Abscheidung
(ECAD) von Kalziumphosphatschichten auf Titanoberflachen und gleichzeitige
Einlagerung der bioaktiven Spurenelemente Kupfer und Strontium in die
abgeschiedene Kalziumphosphatschicht. Durch die Freisetzung der bioaktiven
Metallionen Strontium und Kupfer aus dieser Beschichtung soll die Einheilphase der
Implantate verkirzt werden und insbesondere bei Patienten mit systemischen
Erkrankungen oder schlechten Knochenlagern die Osseointegration unterstitzen.
Das Spurenelement Kupfer ist fir den Prozess der Angiogenese sowie bei der
Neubildung von Knochengewebe von grof3er Bedeutung. Weiterhin besitzt Kupfer ein
antimikrobielles Potential, welches zur Vorbeugung von Infektionen von enormer
Wichtigkeit ist. Durch die Integration von Strontium in die Kalziumphosphatphase
Bruschit soll sowohl die Inhibierung der Osteoklasten als auch die Stimulation der
Préosteoklasten erzielt werden.

Die elektrochemisch gestlitzte Abscheidung (ECAD) von Bruschit auf den
Titanoberflachen mit integrierten Spurenelementen wurde durch Strontiumzugabe im
Elektrolyten sowie hinsichtlich des Kupfers mit drei unterschiedlichen
Beschichtungsstrategien erzielt: elektrochemische Abscheidung durch Kupferzugabe
im Elektrolyten bzw. einer Kupferbasisschicht sowie der reine Adsorptionsprozess

durch nachtragliche Kupferbadbehandlung einer bereits abgeschiedenen
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Kalziumphosphatphase. Die Integration des Kupfers mit Kupferzugabe im
Elektrolyten ist bereits eine etablierte Methode, allerdings sollte durch Modifizierung
der Art und Weise der Kupferintegration eine andere Freisetzungskinetik angestrebt
werden. Allerdings konnte sowohl mit adsorptiv gebundenem Kupfer an eine bereits
abgeschiedene CPP als auch mit auf einer Kupferbasisschicht aufgelagerten CPP
weder eine konstante Freisetzung anndhernd nullter Ordnung noch eine 2-Schritt-
Freisetzung erzielt werden. Mit hydrothermaler Behandlung der
Beschichtungszustande mit Natriumhydroxid sollte der Einfluss der Umwandlung der
abgeschiedenen Kalziumphosphatphase auf die Freisetzung der Spurenelemente
untersucht werden. Es zeigte sich, dass infolge der NaOH-Behandlung das
immobilisierte Kupfer in schwerlosliche Verbindungen fixiert wird und demzufolge
wesentlich geringere freigesetzte Konzentrationen an Kupfer erzielt werden. Das
antimikrobielle Potenzial des Kupfers wurde am Modellorganismus Escherichia
coli SM 2029, GFP-gelabelt, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
bakterielle Adh&sion an den Beschichtungsoberflachen abhangig ist von der
Zusammensetzung der Beschichtung. Bei den kupferhaltigen Beschichtungs-
zustanden wurden nahezu keine adharenten Bakterien detektiert.

Zusammenfassend konnten Erkenntnisse zur elektrochemisch gestitzten
Abscheidung von Kalziumphosphatphasen bei gleichzeitiger Einlagerung von
biologisch aktiven Spurenelementen gewonnen werden. Fir eine bessere
Vergleichbarkeit der Beschichtungsstrategien sollten diese in  weiteren
Untersuchungen soweit optimiert werden, dass auf den Titanoberflachen
Belegungsdichten an Kupfer ungeféhr in der gleichen Gré3enordnung abgeschieden
werden. Weiterhin ist eine Modifizierung des Biofiimmediums notwendig, sodass in
nachfolgenden Zellversuchen mit Serumproteinen gearbeitet werden kann. Um zu
prifen, inwieweit die in vitro Erkenntnisse dieser Forschungsarbeit auf in vivo
Verhaltnisse Ubertragbar sind, missen nachfolgend Zellen beispielsweise
Osteoklasten und Osteoblasten in die Versuchsdurchfiihrung integriert sowie
humanes Serum im Inkubationsmedium eingesetzt werden. Um die CPP-abhé&ngige
Freisetzungskinetik im Inkubationsverlauf optimieren zu kodnnen, ist die
Charakterisierung der Beschichtungszustéande beispielsweise mit XRD oder FTIR
erforderlich. Weiterhin sollte fir die Simulierung der biologischen Prozesse die
Auslagerungsversuche der Beschichtungszustande (Uber einen langeren

Versuchszeitraum durchgefuhrt werden.
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8 Summary and Outlook
Titanium is a standard material for implants, because of its very good biocompatibility

and advantageous mechanical properties. Furthermore, titanium has a favorable
corrosion behavior. For the long-term anchoring of the implant in the surrounding
tissue, the initial healing phase is immensely important immediately after the
implantation. For this reason, various strategies have been developed to improve the
osseointegration of the implant by coating the metal surface with functional surface
coating. An established method for this are ceramic coatings on titanium surfaces.
These coating materials consist of calcium phosphates, such as brushite or
hydroxyapatite, which are chemically similar to the natural bone. Because of the
phase transformation into poorly soluble calcium phosphate phases (CPP) and the
successive degradation in a physiological environment brushite came into the focus
of recent research.

The aim of this study was to investigate the electrochemical assisted deposition
(ECAD) of calcium phosphate layers on titanium surfaces and simultaneous
deposition of the bioactive trace elements copper and strontium into the deposited
calcium phosphate layer. The release of the bioactive metal ions strontium and
copper from this coating should be shorten the healing phase of the implants and, in
particular, support the osseointegration in patients with systemic diseases or poor
bone bearings. The trace element copper is of particular importance is for the
process of angiogenesis as well as for the new formation of bone tissue.
Furthermore, copper has an antimicrobial potential, which is of great importance for
the prevention of infections. By the integration of strontium into the calcium
phosphate phase brushite strontium should be applied to inhibit the osteoclasts and
to stimulate the preosteoclasts.

The electrochemical deposition (ECAD) of brushite on the titanium surfaces with
integrated trace elements was achieved by electrochemical assisted deposition from
electrolytes containing calcium, phosphate and strontium. Additional, copper species
could be integrated in CPP with three different coating strategies: electrochemical
deposition by copper addition in electrolyte, a deposition of a copper base layer or
the pure adsorption process by subsequent copper bath treatment of an already
deposited CPP. The integration of copper from a copper-containing electrolyte is
already an established method, but to modify the release kinetics of this integrated

copper species from the coating surface the manner of copper integration should be
75



Summary and Outlook

changed. However, as well as with adsorptive bound copper to an already deposited
CPP as with CPP deposited on a copper base layer, neither a constant release of
approximately zero-order nor a two-step release could be achieved. With
hydrothermal treatment of the deposited coatings with sodium hydroxide, the
influence of the conversion of the deposited CPP on the release of the trace
elements should be investigated. As a result of the NaOH-treatment, the immobilized
copper was fixed in difficultly soluble chemical compounds and, consequently,
substantially lower released concentrations of copper were detected in the incubation
medium. The antimicrobial potential of copper was investigated by the model
organism Escherichia coli SM 2029, GFP-labeled. It was observed that the adhesive
interaction of bacteria with the coating surface was dependent on the composition of
the deposited coating. Compared with the strontium-containing coatings, no adherent
bacteria on the copper-containing coatings were detected.

In summary, important insights into the electrochemically assisted deposition of
calcium phosphate phases with simultaneous incorporation of biologically active trace
elements were obtained. For a better comparability of the coating strategies, these
results should be optimized in further investigations to such an extent that the amount
of copper on the titanium surfaces is in the same order of magnitude. Furthermore, a
modification of the biofilm medium is necessary so that serum proteins can be used
in subsequent cell experiments. To test the vitro findings of this research work in an
in vivo environment, cells, for example, osteoclasts and osteoblasts must be
integrated into the experiment and human serum should be used in the incubation
medium. To be able to optimize the CPP-dependent release kinetics in the process of
incubation, the characterization of the deposited coating, for example with XRD or
FTIR, are necessary. Furthermore, for the simulation of the biological processes, the
study of release kinetics of the coatings should be performed over a longer
experimental period
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Anhang

Anhang 1 Freisetzungsverhalten fir Co-Abscheidung Bruschit + 0,3 mM Cu,
1,5 mA/cm?, 3200 s ohne/mit NaOH-Behandlung
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Abbildung 22 Freisetzungsverhalten des Probenzustandes
Coabscheidung Bruschit mit 0,3 mM Kupfer
Anhang 2 Voruntersuchungen der Beschichtungszustande mit
Kupferbasisschicht
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Konzentration der Kupfersulfatlosung sowie Drehzahl der
Schittelplatte

Anhang 3 Freigesetzte Kupfer- und Strontiummenge im serumhaltigen
Inkubationsmedium
Tabelle 13 Freisetzungsverhalten der Beschichtungszusténde hinsichtlich
des Kupfers
Zustand Initial Kupfer- Prozentuale | Prozentuale | Prozentuale
immobili- | menge Freisetzung | Freisetzung | Freisetzung
sierte nach der initial der initial der initial
Kupfer- Inkubation immobili- immobili- immobili-
menge sierten sierten sierten
Kupfer- Kupfer- Kupfer-
[ug/cm?] [ug/cm?] menge am menge am menge am
Tag 1 Tag 2 Tag 3
Bruschit /
20 mM Sr 113,05 34,31 ca. 89,5 ca. 23,2 0
mit 0,5 mM + t
Cuim 11,14 13,37
Elektrolyten
Cu-Bad
Bruschit 50,95 25,79 ca. 50,2 ca.5,1 ca. 0,5
-NaOH + +
15,28 4,77
Cu-Bad
Bruschit / 26,43 7,96 ca. 51,6 ca. 4,0 0
20 mM Sr + +
-NaOH 5,73 3,82
Cu-Bad
Bruschit 46,97 30,73 ca. 35,2 ca. 3,1 0
+NaOH + *
0,47 4,61
Cu-Bad
Bruschit / 22,77 17,99 ca. 32,3 ca. 4,8 3,8
20 mM Sr + *
+NaOH 3,66 0,47
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Cu-Basis
Bruschit 2484,07 222,92 ca. 53,8 ca. 16,0 ca. 11,2
-NaOH + +
445,86 95,54
Tabelle 13 (Fortsetzung) Freisetzungsverhalten der Beschichtungszustande
hinsichtlich des Kupfers
Cu-Basis
Bruschit / 1442,67 557,32 ca. 73,7 ca. 9,1 ca. 0,5
20 mM Sr + +
-NaOH 200,63 143,31
Cu-Basis
Bruschit 2802,54 1656,05 ca. 6,4 ca. 5,0 ca.1,9
+NaOH + +
127,39 63,69
Cu-Basis/
Ascorbin- | 3391,74 + | 2229,29 + ca. 22,0 ca. 8,4 ca. 3,8
saure 429,93 95,54
Bruschit
+NaOH
Cu-Basis
Bruschit / 3184,71 2292,99 ca. 17,5 ca. 8,2 ca.55
20 mM Sr * *
+NaOH 605,09 350,31
Tabelle 14 Freisetzungsverhalten der Beschichtungszustande hinsichtlich
des Strontiums
Zustand Initial Strontium- | Prozentuale | Prozentuale | Prozentuale
immobili- menge Freisetzung | Freisetzung | Freisetzung
sierte nach der initial der initial der initial
Strontium- Inkubation immobili- immobili- immobili-
menge sierten sierten sierten
Strontium- | Strontium - | Strontium-
menge am | menge am | menge am
[ug/cm?] [Mg/cm?] Tag 1 Tag 2 Tag 3
Bruschit /
20 mM Sr 32,10 22,16 ca. 77,4 ca. 13,2 ca. 10,9
mit 0,5 mM + +
Cuim 3,94 1,40
Elektrolyten
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Cu-Bad
Bruschit /
20 mM Sr

-NaOH

33,43
+

1.97

17,57
+

0.76

ca. 68,2

ca. 13,2

ca. 10,9

Tabelle 14 (Fortsetzung) Freisetzungsverhalten der Beschichtungszustande

hinsichtlich des Strontiums

Cu-Bad

Bruschit / 37,77 22,674 ca. 26,9 ca. 3,1 ca.l1l,4
20 mM Sr + +

+NaOH 2,35 1,01

Cu-Basis

Bruschit / 47,01 17,70 ca. 29,5 ca. 9,7 ca. 5,3
20 mM Sr + +

-NaOH 9,17 3,18

Cu-Basis
Bruschit / 26,75 16,24 ca. 11,5 ca. 4,5 ca. 1,2
20 mM Sr + +

+NaOH 1,14 2,73

Anhang 4 Molare Ca/P - Verhéaltnisse der Beschichtungszustande nach
dreitagiger Inkubation in serumhaltiger SBF

Tabelle 15 Molare Ca/P-Verhéltnisse nach Inkubation in serumhaltiger SBF

Probe Molares Molares Molares
Ca/PO4* - | (Ca+Sr)/ (Ca+Cu)/
Verhéltnis PO43 - PO43 -
am Ende | Verhaltnis | Verhaltnis
der
Inkubation
Referenz 1 Ohne Bruschit 1,54 + 0,02 - -
NaOH-
Bad
Referenz 2 Ohne Bruschit / 0,88+0,02/0,9+0,01 |0,9+0,01
NaOH-
Kupferzugabe | g4 20 mM Sr
ECAD
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Kupferbad-
behandlung

Ohne
NaOH-
Bad

Bruschit 1,40 £ 0,12 - 1,41 +0,12
Bruschit / 1,27 +£0,03 | 1,29+ 0,03 | 1,27 = 0,03
20 mM Sr

Tabelle 15 (Fortsetzung) Molare Ca/P-Verhéltnisse nach Inkubation in
serumhaltiger SBF

Mit NaOH- | Bruschit 1,52 +0,04 - 1,54 +0,04
Bad
Bruschit / 1,38 £ 0,03 1,40 £ 0,03 1,39 £ 0,03
20 mM Sr
Ohne Bruschit 1,16 £ 0,02 - n.a.
NaOH-Bad
Bruschit / 0,92 + 0,03 0,95 + 0,03 n.a.
20 mM Sr
Mit NaOH- | Bruschit 1,4 +£0,23 - n.a.
Bad
Ascorbinsaure + 154+0,01 ) n.a.
Bruschit
Bruschit / 0,93 + 0,04 0,95 + 0,04 n.a.
20 mM Sr
Anhang 5 Prozentual von Bakterien belegte Flache mit einer Zellzahl von

10° Zellen/ml
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Abbildung 24 Prozentual bedeckte Flache der Beschichtungsoberflachen

mit E.coli SM 2029 nach 17-stindiger Inkubation im
Biofilmmedium nach Inokulation von 2*10° Zellen

Anhang 6 Untersuchung mittels Rontgendiffraktion
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@CWBizomMisv - File: CWB_20mM_Sr.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 10.000 ° - End: 50.000 ° - Step: 0.020 ° - Step time: 1.5 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 19 s - 2-Theta: 10.000 ° - Theta: 5.000 ° - Chi
Operations: Import
[®]00-009-0077 (*) - Brushite, syn - CaPO3(OH)-2H20 - Y: 37.93 % - d x by: 1. - WL: 1.5406 - Monoclinic - a 6.36300 - b 15.19000 - ¢ 5.81500 - alpha 90.000 - beta 118.500 - gamma 90.000 - Base-centered - Cc (9) - 4 -

Abbildung 25 Diffraktogramm von Co-Abscheidung Bruschit mit 20 mM Sr
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CWB_20mM_Sr_0_5mMCu
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Abbildung 26 Diffraktogramm von Co-Abscheidung Bruschit mit 20 mM Sr
sowie 0,5 mM Cu
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