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1 Einleitung

1 Einleitung

Bakterien stellen die erfolgreichste Lebensform der Erde bezuglich der totalen Bio-
masse und der Vielfalt kolonisierter Habitate dar. Der entscheidende Grund fur
diesen Erfolg ist die hohe phanotypische Plastizitit.' Diese Eigenschaft befahigt
Bakterien, ihren Lebensmodus als Antwort auf Umweltreize zu andern. Diese Anpas-
sungsfahigkeit beruht vor allem darauf, dass Bakterien zwei verschiedene Lebens-
weisen haben. Im planktonischen Zustand schweben die Zellen frei in einer Suspen-
sion. Bei der Kolonisierung einer festen Oberflache hingegen spricht man von einem
Biofilm.

Die Biofilme stellen die erste und alteste Lebensform auf diesem Planeten dar, in der
Bakterien ein groRes Uberlebenspotenzial durch Selektion entwickelt haben. Biofilme
sind in der Natur weit verbreitet. Sie sind an den globalen Kreislaufen essentieller
Elemente wie Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff, Schwefel und Phosphor beteiligt
und spielen eine zentrale Rolle in den Selbstreinigungsprozessen der Natur. Aller-
dings bereiten Biofilme auch groRe Schwierigkeiten. In fast jedem Bereich der
menschlichen Existenz wachsen unerwunschte Biofilme. Biofilme kénnen auf einer
Oberflache eines Feststoffs, in einer Flussigkeit als Flocken oder als Pellikula (Haut-
chen) auf Gas-Fliissigkeit-Grenzflichen existieren.? Sie besiedeln Schiffshiillen und
Meereseinrichtungen, Warmetauscherflaschen in Kraftwerken, Werkstoffe, Frisch-
oder Abwasserleitungen, Transport- und Lagerungssysteme, Membranen in der
Wasseraufreinigung und andere technische Anlagen, sowie medizinische Implantate.
Durch die Biofilme in industriellen und klinischen Umgebungen leiden und sterben
Patienten und es entstehen jahrliche Verluste durch langere Krankenhausaufenthal-
te, Materialzerstorung, Pipelineausfalle usw. in Milliardenhdhe.

Aufgrund der Vielzahl der Prozesse, die durch die Biofilme beeintrachtigt werden, ist
das Verstandnis der Biofilmbildung und deren Vermeidung von hdchster Bedeutung.
Da es kein allgemein gultiges Rezept zur Vermeidung der Biofilmbildung gibt, muss
jede Spezies individuell bekampft werden. Laut Davies steckt die Forschung jedoch
noch im finsteren Mittelalter, wenn es darum geht, Bakterien zu verstehen und zu

kontrollieren.®



1 Einleitung

Wahrend die etablierten Techniken die ausgereiften Biofilme mit dem Einsatz von
Bioziden bekampfen, setzt sich zunehmend ein neuer Losungsansatz durch, der auf
der so genannten Biorepulsion basiert. Die Idee ist, die Oberflachen vor Biofilmen zu
schitzen bzw. die Biofilme erst gar nicht entstehen zu lassen, indem die Oberflachen
durch chemische oder physikalische Modifizierung fir Bakterien unbesiedelbar
gemacht werden. Unterschiedliche Techniken, wie physikalische Adsorption sowie
direkte chemische Bindung werden fur die Oberflachenmodifizierung angewendet.
Am haufigsten werden Oberflacheneigenschaften gezielt durch Erzeugung von
selbstanordnenden Monoschichten (Self-Assembled Monolayers, SAMs) verandert.*
Dabei ordnen sich die gewahlten Moleklle beim Eintauchen eines Substratmaterials
in eine Losung des jeweiligen Molekuls spontan als eine monomolekulare Schicht an
der Oberflache an. SAMs sind sehr gut fur fundamentale Studien geeignet, da durch
die Selbstorganisation die Oberflacheneigenschaften maligeschneidert verandert
werden koénnen. Physikalisch-chemische Eigenschaften der resultierenden Oberfla-
che, wie Hydrophobizitat oder Oberflachenspannung, werden durch die exponierten
Molekiilteile bestimmt.® Diese Veranderung hat Konsequenzen beziiglich des Verhal-
tens der Oberflache gegeniiber Biomolekiilen, wie Proteinen und Bakterien,” die
unter anderem auch Proteinstrukturen bei der Adhasion an Oberflachen nutzen.
Demzufolge bietet der Einsatz von SAMs die Moglichkeit, durch geeignete Wahl der
schichtbildenden Molekile das Adhasionsverhalten gezielt zu verandern. Zudem
lassen sich neue Erkenntnisse Uber die hochkomplexen Wechselwirkungen zwischen
Bakterien und Oberflachen gewinnen, um letztendlich die Oberflachen in den betrof-
fenen Bereichen vor Biofilmbildung zu schutzen. Diese Strategie ist umweltscho-

nend, kostengunstig und somit eines der Zukunftskonzepte.

1.1 Konzepte zur Bekampfung von Biofilmen

Biofilmforschung erfolgt in chemische, physikalische und mikrobiologische Richtun-
gen. Das Forschungsobjekt ist so komplex und interdisziplinar, dass eine Zusam-
menarbeit unterschiedlicher Felder wie Mikrobiologie, Chemie, Biochemie und Mate-
rialkunde notwendig ist.® Daher steht bei der Biofilmkontrolle die Erforschung von
bakteriellen Eigenschaften, wie beispielsweise die Aufklarung der spezifischen

Genexpression im Biofilm, physikalisch-chemischer Parameter, die die Zell-
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1 Einleitung

Oberflachen-Wechselwirkung und damit letztlich den Biofilmbildungsprozel3 beein-

flussen, im Vordergrund.
Es gibt drei grundsatzliche Strategien zur Bekampfung von Biofilmen:

1. Physikalische Reinigungsstrategien: thermische Behandlung, UV-Strahlung,
mechanische Entfernung von Biofilmen,

2. Chemische Reinigungsstrategien: Abtoten der Biofilm-bildenden Mikroorganismen
mit Antibiotika oder Bioziden;

3. Pravention durch Surface Engineering: Erzeugung von antimikrobiellen non-fouling
oder biorepulsiven Oberflachen durch Oberflachenmodifizierung.

Bis vor kurzem war die Bekampfung von Biofilmen auf die Tétung der Mikroorganis-
men mit toxischen Stoffen und/oder die mechanische Entfernung limitiert.”
Physikalische Reinigungsmethoden, wie Hochdruckreiniger oder flexible Birsten
wenden mechanische Kraft an. Die mechanische Reinigung bakteriell besiedelter
Oberflachen gelingt aber oft aufgrund der schweren Zuganglichkeit vieler Biofilme
nur unvollstandig. Hinzu kommt, dass die Bakterien durch selbst produzierte Poly-
saccharide sehr stark an den Oberflachen haften. Untersuchungen an dem Gram-
negativen, in Wasserquellen vorkommendem Bakterium Caulobacter crescentus
haben gezeigt, dass jedes einzelnes Bakterium mit einer Kraft von tGber 68 N/mm?
am Untergrund haftet. Das ist beachtlich, wenn man bertcksichtigt, dass die Haftkraft
eines kommerziellen Sekundenklebers zwischen 18 und 28 N/mm? liegt.®

In der medizinischen Praxis wird oft Ultraschall eingesetzt, um der Bildung von
Biofilmen entgegen zu wirken. In Warmetauschern kann durch den vorsorglichen
Einbau von Ultraschall-Schwingern die Entstehung von Biofilmen verringert werden.
In einigen Versuchen wurde allerdings gezeigt, dass die Zellen die Beschallung
ungeschadet Uberstehen konnen. Die Angaben von Expositionszeit, Leistung und
Frequenz reichen nicht aus, da das Schallfeld inhomogen ist. D. h., dass die Probe je
nach Platzierung eine unterschiedliche Schallintensitat erfahrt. Bei einer Ultraschall-
behandlung zur Entfernung von Biofilmen muss allerdings auch die Stabilitat der
betroffenen Materialien gegeniiber Ultraschall sichergestellt werden.® Zur Sterilisie-
rung von Oberflachen wird auch UV-Licht eingesetzt. UV-Licht verandert bakterielle
DNS. Wird die Zelle jedoch nicht letal geschadigt, erfolgen molekulare Reparaturme-

chanismen und das Bakterium erholt sich. Vermutlich ist UV-Strahlung aber unwirk-
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1 Einleitung

sam gegen bereits etablierte Biofiime. Im Rahmen eines Forschungsprojekts zur
Desinfektion von Abwassern mittels UV-Licht wurde festgestellt, dass sich lebensfa-
hige Biofilme auf der Oberflache des Quarz-Schutzglases der UV-Lampe bilden
kénnen.® Anscheinend erméglicht die Biofilmstruktur bzw. Biofimmatrix den Schutz
gegen UV-Strahlung. Es gibt Ansatze, durch die Anwendung vom elektrischen Strom
die Biofilme auf chirurgischen Edelstahl zum Abl6sen zu stimulieren.™

Im Rahmen der chemischen Bekampfung von Biofilmen werden Biozide angewen-
det. Biozide sind Stoffe oder Zubereitungen, die Lebewesen, beispielsweise
Mikroorganismen, abtéten oder zumindest stark in ihrer Lebensfunktion
einschranken. Allgemein unterscheidet man zwischen oxidierenden (Chlor, Ozon,
Chlordioxid) und nicht-oxidierenden (quartare Ammoniumsalze) Bioziden.® Dabei ist
das Ziel die Unterdrickung des Biofouling, also der unerwinschten unspezifischen
Ansammlung vom biologischen Material. Allerdings zeigt die Erfahrung, dass die
Anwendung von Bioziden viele Nachteile hat und nicht als dauerhafte Lésung des
Biofilmproblems geeignet ist. Bevor Uberhaupt die Biozide zum Einsatz kommen,
mussen die Biofilme im technischen System zunachst nachgewiesen werden. Diese
werden meistens nur indirekt, an Betriebsparametern, wie Druckverlust,
Wirkungsgrad etc., erkannt. Proben aus dem bulk-Material geben keine Information
dariiber, wo sich ein Biofilm befindet und welche Organismen darin wachsen.? Ist die
Stelle identifiziert, mussen fur die Wahl und Dosierung der Biozide
Oberflachenproben genommen werden. Daflr missen die Proben bzw. Biofilme
analysiert werden. Fur die Wahl der Biozide ist es notwendig zu wissen, welche
Organismen man Uberhaupt téten mochte. Erst nach diesen nicht unproblematischen
und aufwendigen Schritten kdnnen geeignete Biozide eingesetzt werden.

Der Erfolg dieser Strategie ist durch die deutlich erhdhte Resistenz der Biofilmbakte-
rien gegenuber Antibiotika und Bioziden limitiert. Aus mehreren Untersuchungen ist
bekannt, dass um ein bis zwei Grolienordnungen hohere Biozid-Konzentrationen und
langere Expositionszeiten bendtigt werden, um eine Abtotung der Biofilmbakterien im
Vergleich zu planktonischen Bakterien zu erreichen."' Verantwortlich hierfiir sind
moglicherweise unterschiedliche Mechanismen, welche die Organismen im Basisfilm
vor toxischen Stoffen schutzen. Wenn einige Organismen die Behandlung Uberleben,
regeneriert sich der Biofilm innerhalb von wenigen Tagen. Aber auch wenn alle
Organismen absterben, dient die tote Biomasse oft als Nahrsubstrat flr ,Nachsied-

1]
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Da technische Anlagen nicht steril gehalten werden kénnen, missen immer Mal}-
nahmen gegen ein weiteres Biofilmwachstum getroffen werden. Dies erfordert eine
exzessive Verwendung von Bioziden, die vermehrt in die Umwelt gelangen und dort
die Resistenzbildung der Mikroorganismen stetig fordern.

Eine Strategie, den Biozideintrag in die Umwelt zu reduzieren, besteht im Einsatz so
genannter antimikrobieller Oberflachen. Bei antimikrobiellen Oberflachen unterschei-
det man zwischen so genannten Freisetzungssystemen und kontaktaktiven anti-
mikrobiellen Oberflachen. Bei kommerziell verfugbaren Freisetzungssystemen
handelt es sich um Materialien, die mit Bioziden, wie Silberionen,'? quartaren Ammo-
niumverbindungen,’ Chlor'* und diversen anderen antimikrobiell wirksamen Stoffen
impragniert sind. Jedoch werden auch beim Einsatz dieser Oberflachenmodifikatio-
nen toxische Stoffe in die Umwelt entlassen, wenn auch in deutlich geringerem
Umfang als bei den herkdmmlichen Systemen. Beispielsweise gibt es Katheterbe-
schichtungen, die permanent Silberionen abgeben. Wesentlich effizienter sind die
kontaktaktiven antimikrobiellen Oberflachen, die ihre Wirkung selektiv entfalten und
keine Wirkstoffe in die Umgebung abgeben. Diese Beschichtungen halten Materia-
lien steril, indem sie die Mikroben beim Kontakt abtéten, ohne Biozide in die Umge-
bung freizusetzen. Auf unterschiedlichen Materialien, wie Glas, Cellulose und Kunst-
stoffen kann man kontaktaktive Oberflachen durch chemisches Aufpfropfen von
antimikrobiellen Polymeren erzeugen.'® Der Nachteil ist allerdings, dass fiir die
Praparation kontaktaktiver Oberflachen sehr aufwendige Methoden und organische
Lésemittel erforderlich sind. Auf3erdem tritt in diesem Fall auch die Problematik der
Resistenzentwicklungen auf. Zusatzlich ist es notwendig, dass tote Biomasse grund-
lich mechanisch entfernt wird, da sonst, ahnlich wie bei der konventionellen Anwen-
dung der Biozide, Nachsiedler auf der Biomasse wachsen. Auch die Langzeitaktivitat
dieser Systeme ist nicht vollstandig geklart.

Zusammenfassend lasst sich fur die Biozide sagen, dass es aufgrund der strukturel-
len Komplexitat und der mikrobiologischen Diversitat schwierig bleibt, ausgereifte
Biofilme zu bekampfen. Daher sind die Desinfektionsmalinahmen nur von &rtlich und
zeitlich begrenzter Wirksamkeit und Dauer. Zusatzlich ist die Biozidanwendung
sowohl aus 6kologischer als auch 6konomischer Sicht nachteilig.

Wahrend die ersten zwei Ansatze auf der Abtdtung von Bakterien bzw. Biofilmen
basieren, baut die dritte Strategie auf die Pravention, d. h. der Vermeidung der

Biofilmbildung. Diese ware vermeidbar, wenn Materialoberflachen so verandert
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werden, dass Bakterien nicht mehr daran haften konnten. Wahrend die antimikrobiel-
len Oberflachen Zellen abtoten, wirken die so genannten non-fouling oder biorepulsi-
ven Oberflachen bakterienabweisend und erschweren oder unterbinden im Idealfall
die Bakterienadhasion, die den ersten Schritt der Biofilmbildung darstellt. Die Vorteile
dieser Methode sind: Umweltfreundlichkeit (keine Freisetzung giftiger Stoffe), hohe
Effizienz (nur geringe Mengen der Substanzen werden bendtigt), sowie kein zusatzli-
cher Selektionsdruck auf Bakterien (Resistenzentwicklung wird nicht beschleunigt).
Der Hauptvorteil dieser Methode bleibt jedoch die Tatsache, dass sie darauf basiert,
die Biofilmbildung zu verhindern und somit einen nachhaltigen Schutz vor dem
Bewuchs auf den Oberflachen zu bieten. Unter den SAM-basierten Systemen dieser
Klasse sind ethylenglycolterminierte Thiolate auf Gold'’, sowie ethylenglycoltermi-
nierte Alkylsiloxan-SAMs auf Silicium™ und Glas' fiir ihre biorepulsive Aktivitat
bekannt. Biorepulsive SAMs eignen sich sehr gut fur die Biofilmkontrolle sowie
grundlegende Untersuchungen, da sie mit guter Reproduzierbarkeit und sehr einfach
aus kostengunstigen Reagenzien prapariert werden konnen. Ein entscheidender
Pluspunkt der SAMs ist jedoch die Tatsache, dass durch diese Technik Grenzflachen
generiert werden kdnnen, die erlauben, die dynamischen Lebensprozesse in kleiner
Dimension zu studieren.

Abb. 1 fasst die unterschiedlichen Interaktionsmaoglichkeiten zwischen Bakterien und
Oberflachen zusammen. Im Vergleich zu einer unmodifizierten Oberflache bietet eine
mit bioziden Substanzen ausgestattete Oberflache zwar einen Schutz der Oberfla-
che, allerdings ist der Schutz nicht nachhaltig. Im Gegensatz dazu ermdglicht eine
Funktionalisierung der Oberflache mit biorepulsiven Substanzen eine steuerbare

Verminderung der Interaktion zwischen Bakterien und Oberflachen.

Unmeodifizierte Oberflache Biozide Oberflache Biorepulsiver SAM

lebendes Bakterium
* totes Bakterium

Bakterium im Biofilm

Abb. 1: Gegeniiberstellung der vorgestellten Konzepte gegen Biofilmbildung.
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Neben den aufgezahlten Systemen gibt es noch multifunktionelle sterile Oberflachen,
welche die Wirkungsweisen mehrere Methoden vereinen:

1. Freisetzungssysteme auf Basis von Silbernanopartikeln in einem Netzwerk
aus biorepulsivem Polyethylenglykol (PEG). Diese Oberflachen stol’en S. aureus ab

und téten sie dabei.?

2. Die Kombination aus Freisetzungssystemen basierend auf Chlor und N-
Halogenaminen mit kontaktaktiven Beschichtungen aus quartaren Ammoniumgrup-
pen. Diese Oberflachen téten Bakterien sowohl durch die Freisetzung, als auch bei
Kontakt mit der Oberflache.?!

1.2 Selbstanordnende Monoschichten

Selbstorganisation stellt ein fundamentales Prinzip fur die Funktion komplexer biolo-
gischer Systeme dar. Zahlreiche Phanomene in der Natur basieren auf Selbstorgani-
sation. Die biologische Membran, die die Grenzen von individuellen Zellen definiert,
ist ein Beispiel daftr. Dabei organisieren sich Lipide, die das Gerust aller biologi-
schen Membranen bilden, in lamellaren Strukturen, sogenannten Doppelschichten.
Dem Prinzip der Selbstorganisation auf der molekularen Ebene liegt die Kombination
zweier DNS-Einzelstrange zur DNS-Doppelhelix zugrunde. Dieses aus der biologi-
schen Welt bekannte Phanomen gewinnt zunehmend auch fir die Materialwissen-
schaften an Bedeutung und ist ein integraler Bestandteil der Produktion funktionali-
sierter Materialien.?? Durch den Einsatz der Selbstorganisation und Strukturbildung
bei der Oberflachenmodifizierung erhoffen sich die Materialforscher nutzliche Er-
kenntnisse Uber den Ablauf von chemischen, physikalischen und biologischen Pro-
zessen.

Der Bildung selbstanordnender Monoschichten liegt auch das Prinzip der Selbstor-
ganisation zu Grunde. 1946 publizierten Bigelow et al. als erste die Praparation von
monomolekularen Schichten, als sie beobachteten, dass Alkylamine spontan eine
geordnete Schicht auf Platin bilden.?

Die Entstehung einer selbstanordnenden Monoschicht stellt einen Adsorptionspro-
zess dar, in dem die zu adsorbierenden Teilchen (Adsorbat) unter Ausbildung einer
kovalent gebundenen Monolage auf einer Oberflache (Adsorbens oder Substrat)

chemisorbiert werden. (Abb. 2.).
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/////7/;/ ///f’/’—li

o / // / /
Selbstorganisation / / / / / /
: f/ / / /] / / / / / 0.5-10nnm

// / // /
/////// ,f'/ / / // / l
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Au, Ag, Cu, GaAs | SiO, Al,O,

SH, SAc, SS | SiX, | COOH, P(O)(OH),

Spacer (Alkylkette, Oligophenylgeriist)

MW ]

"beliebige” funktionelle Gruppe

Abb. 2: SAM-Bildung auf verschiedenen Materialien.

Dabei bildet sich spontan eine dicht gepackte, hoch orientierte Schicht. Die Dicke der
resultierenden Schicht entspricht in etwa der Lange eines einzigen Molekils und
variiert innerhalb eines Bereichs von mehreren Nanometern. Eine Besonderheit von
Molekulen in einer Monoschicht ist, dass sie sich in ihren Eigenschaften zum Teil
erheblich von denen, die sie im bulk-Material besitzen, unterscheiden.?*

Die fir die SAM-Bildung eingesetzten Moleklle muissen Uber drei Funktionalitaten
verfugen: Kopfgruppe, Spacer und Ankergruppe. Wahrend die Ankergruppe mit dem
Substrat interagiert und fur die Anbindung an die Oberflache sorgt, ist der Spacer fur
die Orientierung und mechanische Stabilitat der Monoschicht verantwortlich. Chemi-
sche und physikalische Eigenschaften, wie Polaritat und Reaktivitat, des SAMs bzw.
der modifizierten Grenzflache werden durch die Kopfgruppen bestimmt. SAMs
konnen auf unterschiedlichen Substrattypen mit geeignet funktionalisierten Adsor-
batmolekullen prapariert werden.

Aus der Abb. 2 wird ersichtlich, dass durch Variation der Substrat/Adsorbat-
Kombination eine Vielzahl unterschiedlicher Systeme realisierbar ist. Alkanthiole
eignen sich beispielsweise zur Schichtbildung auf Gold oder Silber,> wogegen die
Trichlorsilyl-Ankergruppe die Anbindung der Adsorbate auf oxidischen Oberflachen
ermdglicht und daher auch SAMs auf technisch relevanten Materialien wie Stahl,?®
Glas®® und Siliziumdioxid®” erzeugt werden kdénnen. Zur Anbindung auf oxidischen
Oberflachen eignen sich auch Alkylphosphonsauren.?®? Die Wahl der Kopfgruppe

ist sehr mannigfaltig und nahezu jede Funktionalitat, wie beispielsweise CHs3;, OH,
8
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NH,, CF3; oder COOH ist denkbar. Daher sind die Einsatzmoglichkeiten von SAMs
sehr vielfaltig und reichen von Korrosionsschutz iiber Nanotechnologie®® und Mikro-

elektronik® bis zur Biofilmpravention®? und Biosensorik®

. Zum Beispiel behindert
eine hydrophobe Kopfgruppe den Wasserdurchtritt zu Metalloberflachen und hemmt
somit die Sauerstoffreduktion, die nur in Gegenwart von Wasser stattfindet. Diese

Oberflacheneigenschaft ist im Korrosionsschutz erwinscht.

1.2.1 Thiolat-SAMs auf Gold

Das bekannteste und am besten untersuchte System sind Alkanthiolat-SAMs auf
Gold(111)-Oberflachen.*** Gold ist das Standard-Substrat, obwohl es fiir viele
Anwendungen aufgrund des hohen Preises kaum in Frage kommt. Einer der wich-
tigsten Grunde fur seine Verwendung ist, dass sich auf Gold hochgeordnete SAMs
bilden. Die Inertheit des Materials, durch die die ungewollte Oxidation durch Luftsau-
erstoff oder Adsorption von Stoffen aus der Umgebungsluft verhindert werden, stellt
einen weiteren Vorteil dar. Diese Eigenschaft ermoglicht die Handhabung der Proben
unter atmospharischen Bedingungen anstatt z. B. im Ultrahochvakuum. Gold zeigt zu
Thiolen eine hohe Affinitat>* und geht mit ihnen keine ungewdhnlichen Reaktionen
ein.® Die Schichtbildungsprozesse auf Goldsubstraten kénnen mit unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden, wie Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie, (Surfa-
ce Plasmon Resonance, SPR), Quarzkristall-Mikrowaagen (Quartz Crystal Microba-
lance, QCM) und Ellipsometrie charakterisiert werden.

Die inerten Eigenschaften des Goldes sind insbesondere nutzlich fur die Anwendung
von Thiolat-SAMs auf Gold als Grenzflachen flr zellbiologische Studien. Gold ist
kompatibel mit Zellen, d. h. die Zellen kdnnen auf Goldsubstrate adharieren und
erleiden keine toxischen Einfliisse.’

Der Herstellungsprozess der SAMs auf Gold ist aul3erordentlich einfach. Der SAM
kann durch Abscheidung der schichtbildenden Molekule aus der Gasphase gebildet
werden. Haufiger werden die Monoschichten allerdings erzeugt, indem das gereinig-
te Substrat fir ~12-18 h bei Raumtemperatur in eine Losung (~1-10 mM) des betref-
fenden Adsorbats in einem geeigneten Losemittel belassen wird. Dieses Protokoll
stammt aus den friheren Studien Uber die Optimierung der Reproduzierbarkeit der
SAM-Bildung.*



1 Einleitung

Die Reaktionsgleichung der Bildung eines Alkanthiolat-SAMs zeigt, dass sich unter
Abspaltung von molekularem Wasserstoff eine stabile Gold-Thiolat-Monolage bil-

det.’
RS-H+ Aul - RS"Au*-AU’, + %HZ

Das Schicksal des Wasserstoffs der S-H Gruppe ist nicht eindeutig geklart.*®*°

Vieles deutet darauf hin, dass die Adsorption im Vakuum zum Verlust von Wasser-
stoff in Form von H, fiihrt.*" In der Lésung gibt es auch andere Méglichkeiten, wie
beispielsweise oxidative Konversion zu Wasser durch den in der Lésung moglicher-
weise vorhandenen Sauerstoff.” Adsorptionskinetische Untersuchungen sprechen fiir
einen in zwei Schritten ablaufenden Reaktionsmechanismus.*? Der erste Schritt stellt
die Chemisorption der Thiol-Molekule dar. In dessen Verlauf wird die Oberflache
innerhalb einiger Millisekunden bis Minuten weitgehend belegt. In diesem Stadium
der Schichtbildung liegen die adsorbierten Molekule noch sehr ungeordnet auf dem
Substrat vor. Im zweiten Schritt erfolgt die Reorganisation der gebundenen Molekiile.
Dieser Prozess dient der Maximierung der Packungsdichte und der Minimierung der
Defekte in der Monoschicht.” Der langsamere zweite Schritt wird daher auch als
zweidimensionale Kristallisation bezeichnet. Eine Vielzahl experimenteller Faktoren,
wie Ldosemittel, Temperatur, Konzentration der Adsorbat-Losung, Zeit, Kettenlange
usw. kénnen die Struktur der resultierenden SAM beeinflussen. Elektrochemische
Untersuchungen,”® STM* und RAIRS* weisen darauf hin, dass die SAM-Struktur
sich Uber einen Zeitraum von 7 bis 10 Tagen verandern kann. Dieses Ergebnis zeigt,
dass mit der Zeit die Zahl der strukturellen Defekte in der Monoschicht abnimmit.

Nach der gegenwartig allgemein akzeptierten Vorstellung sind die Adsorbatmolekule
in Alkanthiolat-SAM Uber ihre Schwefelatome kovalent an das Gold gebunden. Laut
Rontgenbeugungs- und IR-spektroskopischen Untersuchungen weisen die Alkylket-
ten im Thiolat-SAM eine all-trans-Konformation auf. Zur Maximierung der intermole-

kularen Wechselwirkungen nehmen die Alkylketten in Alkanthiolat-SAMs auf Au(111)
eine 30° zur Goldoberflache verkippte Lage ein,*®*” wodurch eine (\/5 X \/5) R30°-
Struktur ausgebildet wird.****" Diese Organisation lasst eine sekundare Ordnung der
Alkylketten in c(4x2) Uberstruktur zu.*>*® (Abb. 3, Abb. 4)

Wie die Abb. 3 verdeutlicht, liegen zwei indquivalente Alkylketten pro Einheitszelle

vor.
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Abb. 3 : Struktur eines Alkanthiolat-SAMs auf Gold(111), A: Elementarzelle des Goldes,

B: (3 x3R30° ) -Struktur des Alkanthiolat-SAMs,* C: p(2 v3 x /3 )-Uberstruktur,

C’: c(4 x 2)-Uberstruktur des SAMs.

ca. 30°

/

S S S S S S S

o

Abb. 4: Alkanthiolat-SAM auf Au(111).

Untersuchungen belegen, dass die Kettenlange der eingesetzten organischen Kom-
ponenten einen groRen Einfluss auf die Stabilitat der gebildeten Schicht ausubt. Bei
den Alkanthiolen mit einer Kettenlange von weniger als sechs Kohlenstoffatomen
kommt es nur zu einer unvollstandigen Schichtbildung. Mit steigender Zahl von CHo-
Gruppen im Spacer nimmt die Schichtordnung zu. Kettenlangen zwischen vier und
sieben CHj,-Gruppen werden als kritische Grenze fur die Ausbildung geordneter
Schichten betrachtet. *>°° Grund hierfiir sind die Van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen den Alkylketten im SAM, die bei kurzen Ketten nicht stark genug sind, um
fir eine hohe Packungsdichte und Ordnung innerhalb der Schicht zu sorgen. Auler-

dem wurde beobachtet, dass die Anwesenheit einer Amidgruppe im spacer fur eine
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zusatzliche Stabilisierung der Schicht sorgt, was auf die intermolekularen Wasser-

stoffbriickenbindungen zwischen diesen Gruppen zuriickzufiihren ist.*®

Bis heute wird die Struktur der Metall-Thiolat-Grenzflache kontrovers diskutiert.
Sowohl DFT-Rechnungen als auch GXRD-Messung weisen darauf hin, dass nicht,
wie bisher angenommen, eine on-top-Bindung der Schwefelatome auf der Au-
Oberflache Uberwiegt, sondern vor allem verbrickende S-Au-Strukturen eine Rolle
spielen (Abb. 5).>"°8

on-top S-verbriickt

R R R R
| I I I
S. .S

W ——

RS-Au-SR-Bindung

Abb. 5: Verschiedene S-Au-Bindungsmodi nach Scoles et al.’”%®

Die Schwefelgruppen binden hierbei zunachst on-top an das Substrat und bilden
dann eine verbrickende Struktur aus. Bei Bildung der verbruckten Struktur werden
Au-Atome aus der Oberflache herausgeldst und anderswo auf der Oberflache als
einzelne Atome abgelegt (nicht gezeigt). Hieraus entstehen Fehlstellen und interfaci-
ale Goldatome, die zu einer Erhéhung der Oberflachenrauhigkeit des Substrats
fuhren, die experimentell nachgewiesen wurde. Durch die Fehistellen nimmt die
Bindungsstarke zwischen den verbrickenden Schwefelatomen und den Goldatomen

zu. Da die hierdurch gewonnene Bindungsenergie, die zum Entfernen des Gold-
12
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atoms notwendige Energie Uberkompensiert, findet dieser Vorgang freiwillig statt.
Weiterhin ermdglichen die interfacialen Goldatome eine teilweise Umordnung der
schwefelverbrickten Struktur zur noch energiearmeren, jedoch deutlich weniger
geordneten RS-Au-SR-Struktur.

Je langer die Alkylkette des Thiols ist, desto weniger findet der Ubergang von der
schwefelverbrickten Struktur zum zweifach S-koordinierten Gold statt. Grund hierfur
ist die Zunahme der Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den Alkylresten,
die eine Erhdhung der Ordnung des Schichtsystems bewirken und der Umstrukturie-
rung der schwefelverbrickten Struktur entgegenwirken. Dies zeigten vergleichende
Studien zwischen Methanthiolat- und Hexadecanthiolat-SAMs. Ebenfalls sinkt die
Tendenz zur Ausbildung der RS-Au-SR-Struktur mit dem Bedeckungsgrad des

Substrats. So wurde bei Hexadecanthiolat-SAMs mit geringem Bedeckungsgrad eine
(2\/5 X 3) -Struktur gefunden, in der die Alkylreste eine deutlich ungeordnete Struk-

tur und einen signifikanten Anteil an RS-Au-SR-Bindungen aufwiesen. Bei hdheren
Bedeckungsgraden konnte hingegen eine Abnahme des RS-Au-SR-Bindungsmotifs
zugunsten der schwefelverbriickten Struktur und eine deutliche Erhéhung des Ord-
nungszustandes der Alkylreste nachgewiesen werden. Zurlckzufihren war dieser
Effekt auf die Zunahme der intermolekularen Van-der-Waals-Wechselwirkungen

zwischen den Alkylresten. Mit steigendem Bedeckungsgrad wurde bei Hexade-

canthiolat-SAMs daher ein Ubergang der stéarker ungeordneten (2\/5 X 3) -Struktur in

die bekannte, hochgeordnete (\/5 X \/5 ) -Uberstruktur beobachtet.

1.2.2 Siloxan-SAMs

Die Struktur von Alkylsiloxan-SAMs unterscheidet sich grundlegend von dieser der
Thiolat-SAMs (Abb. 6 A). In der Schicht sind einzelne Molekile tGber Si-O-Bindungen
miteinander verkniipft.>*®? Da die Si-O-Bindung starker ist als die S-Au-Bindung,
kommt es hier nicht zum zweiten Schritt der Schichtbildung bzw. zur Umordnung der
Schicht. Daher sind Alkylsiloxan-SAMs uneinheitlicher als die entsprechenden Thio-
lat-SAMs. NEXAFS-Untersuchungen haben ergeben, dass die Alkylketten gegenlber

der Oberflachen nicht oder sehr wenig gekippt sind.®
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1.2.3 Phosphonat-SAMs

Neben den Alkanthiolat- und Siloxan-SAMs gibt es Alkylphosphonat-SAMs auf
nativen Oxidschichten von Stahl, Titan oder Aluminium. Die Bildung eines Phospho-
nat-SAMs auf Metalloxiden verlauft ahnlich wie die Bildung eines Thiolat-SAMs auf
der Goldoberflache.®® Die Schichtbildung wird als ein dreistufiger Prozess formu-
liert.%* Der erste Schritt, in dessen Verlauf Alkylphosphonsauremolekule auf dem
Substrat physisorbiert werden, dauert nur wenige Minuten. Zu diesem Zeitpunkt
liegen die Alkylketten der organischen Komponente noch ungeordnet vor. Im zweiten
Schritt erfolgt die Immobilisierung der Molekule durch Kondensationsreaktionen der
Phosphonsauregruppen mit den OH-Gruppen der oxidischen Oberflache.®® Nach der
Reorganisation im dritten Schritt liegen die Alkylketten in der vollstandig ausgebilde-
ten Schicht, wie in Abb. 6 B gezeigt, in all-trans-Konformation vor.®® Die ermittelten
Kippwinkel liegen zwischen 0° und 45°.54%"% Die Alkylphosphonate kdnnen daher

mono-, bi- und tridentat gebunden sein.”®""

o |, PO, PO, PO, PO, PO; PO,
SiO, M, O,

Abb. 6: Alkylsiloxan-SAMs auf SiO, (A) bzw. Alkylphosphonat-SAM auf Metalloxid (B).
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1.3 Oberflachen in aquatischen und biologischen Medien

Die biologischen Systeme sind durch molekulare Erkennung charakterisiert, die auf
spezifischen Wechselwirkungen mit Zielstrukturen beruht. Zusatzlich tendieren
biologische Systeme dazu, ohne molekulare Erkennung, also unspezifisch, auf

Oberflachen zu adsorbieren.

Grenzflachenreaktionen sind sehr wichtig in der Biologie.” Die wichtigsten Prozesse
in der Natur laufen an Oberflachen ab. Auch fir Bakterien sind Materialoberflachen
von bedeutender Wichtigkeit, da die Nahrstoffkonzentration auf der Oberflache
deutlich hoher sein kann als in der bulk Phase. Die Wechselwirkungen an der Grenz-
flache zwischen einem Bakterium und einer Materialoberflache ist besonders im
Bereich der Medizin und Industrie von Interesse. Die fest-flissig Grenzflache zwi-
schen einer Oberflache und einem wassrigen Medium, z. B. Wasser oder Blut, bietet
eine ideale Umgebung fur die Adsorption von Proteinen bzw. das Anheften und das
Wachstum von Mikroorganismen.”® Daher wird zunehmend versucht, die Material-
oberflachen durch geeignete Modifizierungen mit biorepulsiven Eigenschaften aus-
zustatten. Allerdings ist bisher kein Werkstoff bekannt, der auf Dauer einer bakteriel-

len Besiedlung widersteht.”*

Eines der Probleme bei der Entwicklung biorepulsiver
Oberflachen ist, dass fast jedes biologische Material aus hydrophilen, hydrophoben
und geladenen Komponenten aufgebaut ist. Hinzu kommt, dass die Bakterien sich
sehr schnell dem gegebenen Zustand der zu besiedelnden Oberflache anpassen
konnen. Infolge zahlreicher Wechselwirkungen und adsorbierter Stoffe, denen Rech-
nung getragen muss, ist es aullerst kompliziert, die Bakterienadhasion vorherzusa-
gen. Daher ist schwierig, die Materialien so zu funktionalisieren, dass die Wechsel-
wirkung mit Biomolekulen vorhersehbar ist. Allgemein anerkannt ist die Tatsache,
dass die Oberflacheneigenschaften zweifellos bestimmend flir die Bioadhasion bzw.
das Ergebnis der Oberflachen-Bakterium-Wechselwirkung sind. Das systematische
Studieren und Verstandnis dieser Wechselwirkungen, sowie die Erkennung mogli-
cher Korrelationen zwischen bestimmten Oberflacheneigenschaften und dem Adha-
sionsverhalten der Mikroorganismen tragen dazu bei, neuartige Materialien zu entwi-
ckeln. Dabei sind Oberflachen-Eigenschaften, wie freie Energie, Hydrophobizitat,
Hydrophilie oder Kontaktwinkel einerseits und die Charakteristika der bakteriellen

Zellwand andererseits fur die Forscher von besonderer Bedeutung. Vor etwas mehr
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als drei Jahrzehnten publizierte Baier eine Reihe von Studien, in denen er postulier-
te, dass eine kritische Oberflachenenergie zwischen 22-24 mN/m den Oberflachen
die Resistenz gegeniiber Bioadhasion verleiht.”> Die Adhésion unterschiedlicher

Bakterien zeigte eine Ubereinstimmung zu der so genannten Baier Kurve.”® (Abb. 7).

foul-release zone
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Abb. 7: Baier Kurve.”

Auch die Untersuchungen von Zhao et al. hinsichtlich Abhangigkeit der Bakterienad-
hasion von der Oberflachenenergie haben ergeben, dass die Adhasion minimal ist,
wenn die freie Oberflichenenergie dem Optimum zwischen 20-30 mN/m entspricht.”’
In der marinen Umwelt sind Poly(dimethyl siloxan) (PDMS) Elastomere aufgrund der
niedrigen Oberflachenenergie als Fouling release Beschichtungen bekannt, da die
Mikroorganismen nur sehr schwach an diese Oberflachen binden und unter geeigne-
ten hydrodynamischen Bedingungen wieder von der Oberflache geldst werden.”® "
Cao et al. berichten von der Resistenz von Fluoroalkylsilanen gegenuber E. coli und
S. epidermidis.°

Auf der anderen Seite haben Andrade et al. postuliert, dass die Oberflachen von
Hydrogelen mit mdglichst geringer Grenzflachenenergie hochresistent gegenlber
Zelladhasion sein sollten.®” Polyethylenglycol (PEG) beschichtete Oberflachen mit

relativ hoher Oberflachenenergie vom ~43 mJ/m,%%? aber mit niedriger Grenzflache-
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nergie bei Wasserkontakt, sind wohlbekannt fur ihre hohe Resistenz gegen Protein-
adsorption und Zelladhasion.?*® Es gibt eine Vielzahl von Publikationen, die zeigen,
dass die Oberflachen- bzw. die Grenzflachenenergie nicht die einzigen Faktoren
sind, die den Vorgang der Bioadhasion beeinflussen.

Bei den Wechselwirkungen zwischen Oberflachen und Bakterien bzw. Proteinen,
uber welche die Bakterien an die Oberflache binden, spielt das Wasser eine sehr
wichtige Rolle. Vogler und Morra haben vorgeschlagen, dass der Hydratisie-
rungsgrad einer Materialoberflache eine Grof3e darstellt, die bestimmend fur die
Proteinadsorption ist.?® Daher ist das Verhalten der Materialoberflaiche gegeniiber
Wasser, also ihre Benetzbarkeit, ein entscheidendes Kriterium in der Bakterienadha-
sion. Benetzbarkeit stellt eine der fundamentalen Materialeigenschaften dar. Ob
Wasser eine Oberflache gleichmalig benetzt oder davon abperlt, hangt von deren
Substruktur und chemischen Beschaffenheit ab. Die physikalischen Grundlagen zur
Benetzung von Oberflichen sind seit langem bekannt.®” Vor vielen Jahren haben
Ikada et al. theoretisch vorhergesagt, dass sich die Adhasionsarbeit F im wassrigen
Medium dem Wert Null nahert, wenn der Kontaktwinkel des Wassers naherungswei-
se 0° oder 90° ist.%® Blassey beschreibt zwei scheinbar widerspriichliche Prinzipien,
die sich hinter der Biorepulsivitat verbergen. Diese sind Superhydrophilie und Super-
hydrophobie, zwei gegensatzliche Ansatze mit dem gleichen Resultat.®®

Die theoretische Aussage von Ikada et al. wurde experimentell bei der Adsorption
von BSA an verschiedene Polymeroberflachen in Phosphatpuffer bestatigt. Dies war
der Startschuss fiir die Entwicklung proteinresistenter Oberflachen.®® Tatsachlich gibt
es bei der Entwicklung von potentiell antiadhasiven Materialien beide Strategien:
Erzeugung hydrophiler oder superhydrophober Oberflachen. Es wird angenommen,
dass sich bei den hydrophilen antiadhasiven Oberflachen durch die starke Quellung
im wassrigen Medium Hydrogele bilden, deren Eigenschaften denen von reinem
Wasser ahneln. Der Versuch eines Bakteriums, an eine stark gequollene, beispiels-
weise PEGylierte Oberflache anzubinden, ist erfolglos, da dieses durch die hohe
Viskositat des Hydrogels eine Gegenkraft splrt bzw. abgewiesen wird. Die hydro-
phoben, selbstreinigenden, funktionalen Oberflachen sind vor allem aus der Pflan-
zen- und Tierwelt bekannt. Die Haut vieler Fische und Reptilien ist frei von jeglicher
Kontamination. Bereits seit langem ist die extreme Unbenetzbarkeit mancher Blatter
bekannt. Das prominenteste Beispiel und am besten untersucht ist die Lotus-Pflanze

(Nelumbo nucifeara). Warum ist die wasserabweisende Eigenschaft fur das Lotus-
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Blatt so wichtig? Der Hauptgrund ist der Schutz vor pathogenen Bakterien. Obwonhl
dieser Effekt aus der Pflanzenwelt stammt, ist er kein biologischer, sondern ein
physiko-chemischer Effekt. Die auf den Blattern exponierten superhydrophoben
Oberflachen besitzen eine sehr geringe Oberflachenenergie und sind fur die Mikro-
organismen wenig attraktiv, da sie eine geringe Angriffsflache bieten. Durch die
minimierte Kontaktflache werden auch die Adhasionskrafte verringert, so dass die
Bakterien zusammen mit der wassrigen Phase (Regen) abtransportiert werden.
Allerdings konnen auf glatten hydrophoben Oberflachen die Tropfen nicht rollen,
sondern nur gleiten, wobei nur eine geringfigige Schmutzentfernung stattfinden
kann. Daher wird versucht, nach dem Vorbild der Lotusblite den hydrophoben
Oberflachen durch regelmaRige Mikro- und Nanostrukturierung Bakterien- und
Schmutzabweisende Eigenschaften zu verleihen.®®®' Die Nanostrukturen weisen
allerdings geringe mechanische Stabilitat auf. Die Schichten kénnen relativ leicht
abgerieben oder zerkratzt werden. Zur Verbesserung der Langzeitstabilitat entspre-
chender Systeme wird eine hierarchische Rauheitsstruktur vorgeschlagen.’? Am
Beispiel des Lotus-Effekts wird deutlich, dass das Verstandnis physikalisch-
chemischer und auch biologischer Zusammenhange im Nanometerbereich extrem
wichtig ist fur die Entwicklung von Materialien mit biorepulsiven Eigenschaften. Auch
der Ansatz einer Vereinigung dieser Eigenschaften in so genannten amphiphilen
Oberflachen sieht viel versprechend aus. So wurden Oberflachen aus PEG- und
Fluoralkyl-Segmenten effektiv gegen Biofilmmikroorganismen aus der marinen
Umwelt getestet.®

Ein weiterer Versuch der Systematisierung der Eigenschaften stellt das so genannte
souling triangle“ dar. Dieses kombiniert die Rauhigkeit, Hydrophobizitat und mecha-
nische Eigenschaften, wie die Elastizitdt der Materialoberflache, als einen Satz
erwunschter Oberflacheneigenschaften eines Materials, der Uber die Adhasion auf

der Oberflache bestimmt.®*

Bos et al. zeigten allerdings, dass Bakterien keine stren-
ge Praferenz fiir hydrophobe oder hydrophile Oberflachen zeigen.®® Untersuchungen
mit AFM zur Adhasion von E.coli konnten keinen signifikanten Einfluss der
Hydrophobizitat in der Vorhersage der Adhasion bestatigen, vielmehr sind die auf
den Oberflichen vorhandenen funktionalen Gruppen wichtig.?’ Boyd et al. haben
herausgefunden, dass die Oberflachenrauhigkeit im Mikrometerbereich eine Art
physikalische Barriere fiir die Mikroorganismen darstellen muss.’’ Im Gegensatz

dazu unterstitzen in Nanometerbereich strukturierte Oberflachen die Bakterienadha-
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sion.?® Der Einfluss der Oberflichenstrukturierung auf die Bakterienadhasion wurde
auch in spateren Studien bestatigt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es
einen Zusammenhang zwischen der BakteriengroRe und dem Oberflachenstrukturie-
rungsbereich geben muss.*’

Auch wird versucht, einen Zusammenhang zwischen den Oberflacheneigenschaften
der Bakterien und der Adhasionswahrscheinlichkeit herzustellen. Es wurden bei-
spielsweise Korrelationen zwischen dem isoelektrischen Punkt und der Adhasion auf
Teflon und Glas gefunden, was auf das Vorhandensein oder nicht Vorhandensein
negativ geladener Phosphat und Carboxylatgruppen hinweist, die eine Adhasion
verhindern bzw. erméglichen.®® Dieser Effekt ist auf die elektrostatische Attraktion

bzw. Repulsion zurickzufuhren.

1.3.1 Biofilme: historische Perspektive, Vorkommen

Biofilme konnen als Urform des Lebens betrachtet werden. Die altesten Fossilien,
wie die in Pilbara Craton gefundene Stromatolithen, stammen von Mikroorganismen
in Biofilmen, die vor 3,2 Milliarden Jahren gelebt haben.?*'%° Costerton et al. betrach-
ten den Biofilm als den altesten Bakterienphanotyp.'"

1676 beobachtete Antoni van Leeuwenhoek erstmalig mit einem selbstgebauten
Mikroskop Biofilmbakterien im Plaque seiner eigener Zahne, die er in Berichten an
die Royal Society of London als ,animalcules” (lat. kleine Tiere) bezeichnete. ,The
number of these animalcules in the scurf of a man’s teeth are so many that | believe
they exceed the number of men in a kingdom®.

Nach diesem ersten wissenschaftlichen Bericht Uber Biofilme schrieb Henrici 1933:
,ES ist ziemlich offensichtlich, dass der Grossteil der Wasserbakterien nicht frei-

schwimmend ist, sondern auf den Oberflachen unter Wasser wachst*.'%?

“103 ynd etwas

Zobell und Anderson beschrieben den so genannten ,effect of volume
spater, 1940, beobachteten Heukelekian and Heller den ,bottle effect*'®* fiir marine
Mikroorganismen. Diese zeigten eine wesentlich verbesserte metabolische Aktivitat
in der Flasche. Die Erklarung fur dieses Ergebnis ist die Tatsache, dass die auf der
Behalteroberflache konzentrierten Nahrstoffe fir Bakterien besser verflugbar sind als
im Seewasser. 1943 beschrieb Zobell die Affinitat der marinen Bakterien zu Oberfla-
chen, nachdem er beobachtet hatte, dass die Bakterienzahl auf der Behalteroberfla-

che deutlich héher war als im umgebenden Medium, in diesem Fall im Seewasser.'®
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1973 untersuchte Characklis mikrobiellen Schleim in Industrie-Wassersystemen und
stellte fest, dass dieser hartnackig und hochresistent gegenuber Chlor als Desinfekti-
onsmittel war.'%%” Auch wenn Biofilme in unterschiedlichen Systemen beschrieben
wurden, wurde ihre Dominanz gegenuber dem planktonischen Zustand lange Zeit
nicht anerkannt. 1978 veroffentlichte Costerton den Artikel: ,How bacteria stick®, in
dem er eine Theorie formulierte, welche besagte, dass die Mehrzahl der Bakterien an
einer Oberflache gebunden ist und dass diese sessile Form sich hochgradig von dem
planktonischen Gegenstiick unterscheidet.’® Die Theorie basierte auf Daten aus
dem natiirlichen aquatischen Okosystem. Direkte mikroskopische Beobachtungen
haben eindeutig ergeben, dass mehr als 99,9% der Bakterien auf einer breiten
Vielfalt von Oberflachen wachsen.'®

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Biofilmen haben gezeigt, dass
sie aus unterschiedlichen Mikroorganismen zusammengesetzt sein kbnnen. Wahr-
scheinlich sind alle Bakterien in der Lage, neben dem planktonischen Lebensmodus
auch eine Existenz als Biofilm zu zeigen."

Biofilm stellt die haufigste und somit die bevorzugte Lebensform der Mikroorganis-
men dar."'® Donlan und Costerton'"" definieren den Biofilm folgendermassen: ,Bio-
filme sind Konsortien von Mikroorganismen, die in einer Matrix aus selbst produzier-
ten, extrazellularen, polymeren Substanzen (EPS) eingelagert sind und miteinander
und/oder an der Grenzflache verhaftet sind und phanotypische Anderungen hinsicht-
lich Wachstumsrate und Gentranskription aufweisen.” Die Bezeichnung ,Biofilm* ist
eigentlich unzutreffend, da keine regelmafige Schicht auf der Oberflache gebildet
wird. Vielmehr handelt es sich bei einem Biofilm chemisch und biologisch um ein
sehr heterogenes Gebilde, das je nach der Umgebung oder Nahrungsangebot
unterschiedliche Strukturen aufweist. Wahrend in schnellen Gewassern wachsende
Biofilme eine ,Luftschlangenform® (flamentous ,Streamers”) annehmen, weisen die
Biofilme in ruhigen Gewassern eine Pilz- oder Hlugeldhnliche (mushroom or mound-
like) Struktur auf. Durch die Nahrstoff- und Abfallproduktgradienten im Biofilm entste-
hen unterschiedliche Umgebungen fir die Zellen des gleichen Biofilms, was unter-
schiedliche Wachstumsraten und Metabolismen zur Folge hat.

Im Allgemeinen versteht man unter Biofilmen synergetische Mikrokonsortien aus
verschiedenen Spezies, wie Bakterien, Hefen und Pilzen, die in eine Matrix, der
Extrazellularen Polymeren Substanz (EPS), eingebettet sind. Biofilme als Organisati-

on von einzelnen oder mehreren Spezies besitzen einige Selektionsvorteile:
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In Biofilmen verfigen die Mikroorganismen Uber einen grofien Gen-Pool, in dem der
Austausch von Genen durch die raumliche Nahe erleichtert wird. Es wurde beobach-
tet, dass der horizontale Gentransfer in der sessilen Form 1000-fach ofter stattfindet
als bei planktonischen Zellen."? Die Zelldichte in einem Biofilm kann 10" Zellen/cm?
erreichen.”*

Der Biofilm ist der Standardmodus der bakteriellen Existenz. Eine generelle Hypo-
these nimmt an, dass die Bakterien fur ihr Wachstum die Grenzflachen bevorzugen,
da hier eine Nahrstoffakkumulation aus der bulk Phase stattfindet."" Durch die
Entwicklung und Kombination moderner Untersuchungstechniken, wie hochauflo-
sende, dreidimensionale Bildgebungsverfahren, die Fluoreszenzmikroskopietechnik
und Biofilmkultivierungsapparaturen, konnte gezeigt werden, dass ein Biofilm keine
passive Schleimschicht an einer Oberflache ist, sondern ein dynamisches und struk-
turell hochkomplexes System darstellt.">1"°

Im Rahmen der Evolution hat sich der Biofilm als optimale Lebensform etabliert, die
es Mikroorganismen trotz harscher Bedingungen wie extremer Temperaturen, pH-
Werte oder atmosphéarischer UV-Strahlung ermdglichte zu Uberleben. Durch kontinu-
ierlich Anpassungen an sich verandernde Umwelteinfllisse ist es den Biofilmbakteri-
en gelungen, sowohl Resistenzen gegen Desinfektionsmittel zu entwickeln als auch
das menschliche Immunsystem gekonnt zu kontern. Die Fahigkeit der Prokaryonten,
sich rasch an die Umweltbedingungen anzupassen, ist auf die genetische Regulati-

on'” und Selektion'®

zurtckzufihren. Eine Flexibilitat in diesem Umfang ist fur
multizellulare eukaryontische Organismen nicht mdglich. Biofilmbakterien zeigen
daher einen signifikanten phanotypischen, biochemischen und morphologischen

Unterschied im Vergleich zu planktonischen Bakterien.

1.3.1.1 Entstehung und Dynamik von Biofilmen

Bei der Biofilmbildung handelt es sich um eine Folge von komplexen und gut regu-
lierten Einzelschritten."'"""® Der molekulare Mechanismus ist zwar von Art zu Art
unterschiedlich, jedoch verlauft der Prozess nach einer festgelegten Sequenz von
Ereignissen. In der Abb. 8 ist der Verlauf der Biofilmbildung nach O'Toole et al.

vorgestellt.'®
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Abb. 8: Stufen der Biofilmentwicklung nach O'Toole.'”

Jedes in Wasser getauchte Material ist nur so lange in seinem theoretischen (ur-
sprunglichen) physiko-chemischen Zustand bis es von im Wasser befindlichen
Stoffen, wie Proteinen, Polysacchariden und Huminstoffen, Gberzogen wird. Dieser
Prozess stellt die Bildung des so genannten Conditioning Films dar und lauft sehr
schnell ab.'® Im ersten Schritt der Biofilmbildung werden die Organismen an die
Oberflache transportiert. Die Adhasionsrate wird durch die Zahl der zur Oberflache
transportierten Mikroorganismen bestimmt."”® In ruhenden Gewassern kdnnen
Mikroorganismen einfach durch Sedimentation an die Oberflache gebracht werden.
In flieBenden Medien tragt die Konvektion zum Transport der Mikroorganismen bei.
Die 10-100 pm dicken Diffusionsgrenzschichten in technischen Systemen kdnnen
allerdings nur durch die Diffusion Uberwunden werden. Neben diesem passiven
Transport gibt es einen aktiven Fortbewegungsmechanismus durch unterschiedliche
Zellorganellen, beispielsweise Flagelen. Hat ein planktonisches Bakterium eine
Oberflache erreicht, erfolgt infolge eines ersten unspezifischen Kontaktes innerhalb
von Sekunden eine reversible Adhasion. Es wurde beobachtet, dass Bakterien ein
spezies-spezifisches Verhalten zeigen, welches Prozesse wie ,Rolling“, oder ,Rip-
ping“, einschliet, bevor sie irreversibel binden und EPS produzieren.'® Die initiale
Adhasion stellt somit den ersten und entscheidenden Schritt der Biofilmbildung
dar.’ Diese wird als ein physiko-chemischer Prozess betrachtet, an dem Van-der-
Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen und elektrostatische
Wechselwirkungen beteiligt sind. Wenn Umweltreize und Signalmolekule oberfla-
chengebundenes Wachstum einleiten, schliel3t sich an die reversible Adhasion die

irreversible Adhasion an, die einige Sekunden bis Minuten dauert. Bei der irreversib-
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len Adhasion Ubernehmen die Strukturen der bakteriellen Zelloberflache, wie
Fimbrien und ausgeschiedene spezifische Polysaccharide (EPS) die Vermittlerrolle.
Es wurde berichtet, dass sich bei Escherichia coli die Transkription von 38% der

Gene nach der Adhasion andert.'?®

Woher wissen die Bakterien, dass sie sich auf der Oberflache befinden? Das Erken-
nungssystem bleibt immer noch ein Mysterium."®” Eine Hypothese geht davon aus,
dass die Anderung in der Osmolaritat bedingt durch die Oberflachenladung wahrge-
nommen wird, was als Hilfe in der Erkennung der Oberflache dient.'?® Der Adhasi-
onsschritt wird durch die Oberflacheneigenschaften des Substrats und des Bakteri-
ums sowie Umweltfaktoren beeinflusst. Durch die Zellteilung unter Beibehaltung von
cell-to-cell Kontakten formieren sich zunachst Mikrokolonien und spater Makrokolo-
nien bzw. die komplexe dreidimensionale Struktur eines reifen Biofilms. Kennzeich-
nend fur die Biofilm-Architektur ist das Netzwerk aus die Mikrokolonien umgebenden
Wasserkanalen, welche den Nahrstofffluss in das Innere des Biofilms ermdglichen.
Biofilme sind hunderte von uym bis einige mm dick und haben komplexe Struktur. Von
reifen Biofilmen spalten sich kontinuierlich Tochterkolonien ab. Dies erfolgt durch
zwei Prozesse: die Erosion oder die Abschilferung. Die Freigabe der Zellen erfolgt
entweder durch physikalisches Ablésen, verursacht von Scherkraften, oder durch
eine programmierte Abfolge von Ereignissen, die von Signalmolekulen kontrolliert
wird und zur lokalen Hydrolyse des EPS-Matrix fuhrt. Beispielsweise kann P. aerugi-
nosa eigenes EPS durch das Enzym Alginatlyase spalten. Traditionell betrachtete
man den letzten Schritt, also Abspaltung der Tochterkolonien, als passives Verhalten
von Biofilmen, groftenteils abhangig vom Flussigkeitsstrom (Schubspannung) oder
Nahrstoffmangel.' Allerdings kénnte die Abldsung auch eine Strategie sein, mit der
Bakterien vorausschauend neue Nischen kolonisieren, bevor der bereits besiedelte
Lebensraum und die Nahrung knapp werden. In diesem Zusammenhang spricht man
von Verteilung der Zellen. In unterschiedlichen Studien wurde die Hypothese aufge-
stellt, dass der letzte Schritt, die Zellablosung, gefolgt von der Kolonisation neuer
Oberflachen notwendig ist, um Nahrstoff- und Sauerstoffmangel zu vermeiden und
eine Art Rickantwort auf diesen Mangel ist. Somit handelt sich dabei eher um ein
physiologisch reguliertes Ereignis."’"13%131

EPS ist der Hauptbestandteil eines Biofilms. Es ist allgemein anerkannt, dass mikro-

bielle EPS ein komplexes Gemisch aus Makromolekllen, wie Polysacchariden,
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Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren ist."** Die Zusammensetzung und die Eigen-
schaften der EPS kdonnen nach Gegebenheiten, nach Spezies und physiologischem
Zustand der Zellen sehr variieren. Im Wesentlichen setzt sich EPS aber aus Polysac-
chariden zusammen. Manche davon sind neutral, oder polyanionisch, wie beispiels-
weise bei den Gram-negativen Bakterien.”*® Diese Eigenschaft erlaubt die Assoziati-
on divalenter Kationen, wie Ca®*, Mg®*, die das Polysaccharid quervernetzen und es
so stabilisieren. Im reifen Biofilm Gbernimmt die EPS folgende Funktionen: Bildung
synergetischer Gemeinschaften, Zell-Zell-Kommunikation, erhohter Gentransfer,
mechanische Stabilitdt, Nahrstoffreserve-Transport (,cross feeding“), Schutz vor
Austrocknung und Bioziden. Die EPS ist oft hoch hydratisiert und enthalt bis zu 99%
Wasser." Sie sorgt fiir die Struktur, Stabilitat und Verankerung des Biofims an die
Oberflache. Zwischenraume und Wasserkanale dienen zum Transport der Nahrstof-
fe, Sauerstoff und Abfallprodukte. In der EPS-Matrix sind extrazellulare Enzyme
akkumuliert, die polymere Substanzen und Partikel abbauen kénnen.

Unter dem Mikroskop lassen sich hochorganisierte Strukturen erkennen. Neben
Wasser als Hauptbestandteil sind auch andere Stoffe, wie Proteine, DNS und RNS,
Polysaccharide und unterschiedliche lonen vorhanden. Das Wasser ist sowohl
intrazellular in den Mikroorganismen als auch in den Poren und Kanalen der EPS
gebunden.*?'® Die Wasserkanale dienen zur Nahrstoffversorgung der Biofilmbakte-
rien und zur Zellenkommunikation. Derartige Organisation der Mikroorganismen im
Biofilm wird als eine symbiotische Gemeinschaft angesehen und wird oft mit den
Eigenschaften von Vielzellern verglichen.”

Ein bemerkenswertes Charakteristikum der Biofilme ist die Nutzung von Signalmole-
kilen, den sogenannten Autoinduktoren. Die Bakterien sind mit einem System
ausgestattet, das ihnen erlaubt, mit Individuen ihrer Art zu kommunizieren. Am
besten beschrieben sind zwei Autoinduktoren bzw. Pheromon-Systeme. AHL (N-
Acyl-L-Homoserinlacton) wurde als derjenige Signalstoff identifiziert, der von den
Gram-negativen Bakterien zur Kontrolle der Populationsdichte eingesetzt wird.
Gram-positive Bakterien Uberwachen die eigene Zelldichte und Koordinierung der
Genexpression durch peptidische Signalstoffe.'® In Abhangigkeit von der Zelldichte
steigt die Konzentration der Signalmolekule im Umgebungsmedium an und induziert
nach dem Uberschreiten einer kritischen Schwellenkonzentration in den Bakterien-
zellen die Transkription spezifischer Gene, die zur gezielten Anderung der phanoty-

pischen Funktionen des Bakteriums flihren. Durch Repression und Induktion be-
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stimmter Gene synthetisieren Biofilmbakterien diverse Enzyme, die ihnen besondere
metabolische Fahigkeiten verleihen. Die kleinste Zelldichte-Einheit, die zu einer
Expression solcher Molekule fuhrt, wird Quorum genannt. Das Phanomen der zell-
dichteabhangigen Genregulation wird daher als Quorum Sensing bezeichnet. Es wird
vermutet, dass mittels solcher unspezifischer Signalmolekile die Zell-Zell-
Kommunikation zwischen unterschiedlichen Bakterienarten erfolgt (,bakterielles
Esperanto®).'®

Allgemein ist das Quorum Sensing weit verbreitetet und konnte bei zahlreichen
Bakterienarten nachgewiesen werden. Unabhangig von der Bakterienart folgen die
dem Quorum Sensing zu Grunde liegenden biochemischen Mechanismen einem
identischen Grundschema. Dieser Mechanismus erlaubt den Bakterien ein kollekti-
ves Leben als Mehrzeller und eine Symbiose mit den héheren Organismen, Pflanzen
und Tieren. Quorum Sensing ist ebenfalls wichtig in der Pathogenese. Im Zusam-
menhang mit Quorum Sensing sprechen die Wissenschaftler daher auch vom ,sozia-
len Verhalten der Bakterien®. Durch aktuelle Ergebnisse wird das Konzept von Bakte-
rien als ,soziale Organismen® verstarkt.

Costerton prognostiziert, dass in der Zukunft viele neue Signalstoffe entdeckt wer-
den, die als Hormone oder Pheromone die Ablaufe in den Biofilmen regeln.137 Diese
Hypothese erscheint nicht unrealistisch, wenn man berucksichtigt, dass bereits die
Ubertragung einer Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin Gber den Luftweg beschrie-

ben wurde, die bei raumlich getrennten E-coli-Kulturen beobachtet wurde.'®

1.3.1.2 Biofilme aus okologischer Sicht

Biofilme sind wichtig fiir unser Okosystem. Die so genannten ,microbial mats* wer-
den fur die Umstellung von anaeroben zu aeroben Verhaltnissen in der friheren
Erdgeschichte verantwortlich gemacht.*'* Diese spielen eine positive Rolle in der
Aufrechterhaltung von natirlichen Kreislaufen, in denen sie als Katalysatoren fungie-
ren. Biofilme sind beteiligt am Kreislauf zahlreicher Elemente, wie Kohlenstoff, Stick-
stoff, Schwefel, Phosphor, Eisen, Mangan usw..'*

Die aeroben Bakterien oxidieren Verbindungen, wie H,S, NH3; oder CH,4 mit Hilfe von
O und beziehen aus diesem Vorgang ihre Lebensenergie. Die Oxididationsprodukte,
wie Nitrat, Sulfat oder CO, kénnen durch die anaeroben Bakterien in der Atmung

verwendet werden. Dieser Stoffkreislauf wird durch Diffusion der reduzierten Produk-
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te in die sauerstoffhaltige Zone geschlossen. Die Mikroorganismen sorgen flr die
Mineralisierung des Kohlenstoffs und damit fur die Erhaltung eines sehr empfindli-
chen Gleichgewichts.™' AuRerdem sind sie fiir die Selbstreinigung von Gewassern
und Sedimenten verantwortlich und wirken somit der Bodenerosion vor.'"°

Eine grole Zahl der Pflanzen und Tiere sind direkt von bestimmten Bakterien ab-
hangig und leben mit ihnen in Symbiose.’*" Manche Pflanzen kénnen ohne diese
Helfer im Erdboden nicht gedeihen. Die Stickstoff-fixierenden Knollchenbakterien der
Gattung Rhizobium gehen eine Symbiose mit den Leguminosen ein und arbeiten als
lebende Dingemittelfabriken.

Untersuchungen industrieller Abwasseraufbereitungsanlagen zeigen, dass bestimm-
te Mikroorganismenpopulationen in der Lage sind, als persistent geltende Stoffe wie
Dioxan, Tetrahydrofuran und andere effizient abzubauen.'**'** Der Abbau in der
Umwelt akkumulierter Xenobiotika kann auch technisch eingeleitet werden, allerdings
ist der mikrobielle Abbau meistens kostenglinstiger. Aulerdem werden die Schad-
stoffe im Verlauf des mikrobiologischen Abbaus fast vollstandig zu Kohlendioxid und
Wasser umgewandelt. Diese Fahigkeit der Bakterien, schnell und nahezu vollstandig
organische Stoffe zu CO, und H,O zu oxidieren, wird in der Abwasserreinigung und

Bodensanierung genutzt.

1.3.1.3 Biofilme in Industrie und Technik

Mikroorganismen stehen in vielen Bereichen im Dienste der Menschen, beispielswei-
se in der Biotechnologie, der Lebensmitteltechnologie und der Pharmazeutischen
Industrie. Mikroorganismen werden zunehmend bei langen Synthesesequenzen zur
Produktion von Vitaminen, essentiellen Aminosauren und Enzymen eingeschaltet,
wobei mikrobielle Umsetzungen gangige Labormethoden an Spezifitat, Energieeffi-
zienz und Ausbeute Ubertreffen. Biotechnologische Laugung von Erzen wird bei der
Gewinnung von Metallen genutzt.'’

Allerdings verursachen unerwunschte Biofilme eine Vielzahl ernsthafter Problemen in
der Industrie. Die durch Mikroorganismen verursachten Kosten sind volkswirtschaft-
lich enorm und ihre Tragweite bilanzmaRig kaum erfasst.

Oberflachen in technischen Anlagen, die wahrend des Betriebs sowohl mit Wasser
als auch mit organischen Materialien in Kontakt kommen, beherbergen immer die

Gefahr, mikrobiell kontaminiert zu werden. Kritisch sind schwer zugangliche Berei-
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che. In den technischen Systemen erkennt man die Biofilme meistens indirekt, an der
Veranderung von Betriebsparametern. In Rohrleitungen oder auf Schiffrumpfen
entwickelte Biofilme erhdhen den Reibungswiderstand. Die Folgen sind Druckabfall
und hoherer Energieverbrauch. Es wird geschatzt, dass ein Biofilm mit einer Dicke
von 50 um zu einem Geschwindigkeitsverlust von 5 bis 12% fiihren kann.'** Dadurch
entsteht ein erheblicher finanzieller Aufwand. Ein weiteres Problem stellt die Biokor-
rosion, die so genannte microbially influenced corrosion, (MIC) dar.'*® Die Schadi-
gung des Materials erfolgt durch korrosive Stoffwechselprodukte. Dabei verandern
die auf den Oberflachen wachsende Biofilme entscheidende Parameter wie pH-Wert,
Redox-Potenzial und Sauerstoffkonzentration dahingehend, dass eine Korrosion
stattfinden kann. Durch Korrosion entstehen jahrlich wirtschaftliche Schaden in
Milliardenhdhe. Die Bekadmpfung der durch Biofilme verursachten Materialzerstérung
erfolgt oft mit einer Erhdhung der Biozidkonzentration im mit der Oberflache in Kon-
takt stehenden Medium. Diese Strategie hat, wie anfangs besprochen, wenig Aus-
sicht auf Erfolg. Es gibt Hinweise darauf, dass manche Biofilme durch mikrobielle
Ausscheidungen Metallkorrosion inhibieren konnen. Es gibt Ansatze, diesen interes-
santen Ansatz auch technologisch zu nutzen.'*®

In Warmetauschsystemen wirken Biofilme wie Isolierschichten und flihren somit zu
einem Verlust der Leistung.'

Biofilme spielen in der Aufarbeitung und Verteilung von Trinkwasser eine ambivalen-
te Rolle. In der Aufarbeitung sorgen sie fur Entfernung von biologisch abbaubaren
Substanzen, in Trinkwasserverteilungssystemen konnen jedoch unerwilnschte
Biofilme entstehen, was zur erhohten Zahl pathogener Keime fuhrt. Schon 1973
untersuchte Characklis mikrobiellen Schleim aus Industriewassersystemen und
konnte zeigen, dass die Biofilmbakterien hochresistent gegentber Desinfektionsmit-
teln, wie beispielsweise Chlor, sind.'®®'%” Auch in Reinstwasseranlagen und sogar im
bidestillierten Wasser werden Biofilme gefunden.'*’

Kupfer gilt als bakterizid, aber detaillierte Untersuchungen haben gezeigt, dass sich
doch Biofilme auf Kupfer bilden kénnen.® Im Schiffsbau wurde ausgenutzt, dass die
Induktionszeit bis zur massiven Biofilm-Bildung durch Kupfer-Beplankung deutlich
verlangert werden kann. Allerdings liel3 sich der Bewuchs nicht langfristig vermeiden.
Tuschewitzki berichtet auflerdem von Biofilmbildung in einer Kupferleitung einer

zentralen Desinfektions-Dosieranlage.’*®
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1.3.1.4 Biofilme in der Medizin

Bakterien nutzen den Menschen sowohl exogen als auch endogen als Besiedlungs-
flache. Hautflache, Schleimhaute, Mund und Rachenraum, sowie Verdauungstrakt
enthalten in Biofilmen organisierte Bakterien, die flr unsere Existenz essentiell sind.
Im menschlichen Korper leben 10 Billionen Bakterien. Das Ubersteigt die Anzahl der
Korperzellen um den Faktor 10. 2008 entdeckten Wissenschaftler, dass selbst im
Fruchtwasser bakterielle Biofilme enthalten sein kbénnen. Etwa bei 15% der Schwan-
geren sieht man im Ultraschall eine schleimige Substanz, die als Biofilm identifiziert
wurde.™® Allerdings entstehen durch Biofilme in der Medizin auch sehr umfangreiche

150151 und Gewe-

Probleme, insbesondere, wenn die Besiedlung von Biomaterialien
ben zu chronischen bakteriellen Infektionen filhren."?"'*® Es ist bewiesen, dass sich
Bakterien im befallenen Gewebe in mehreren wichtigen Parametern signifikant von
den entsprechenden Réhrchen-Kulturen derselben Organismen unterscheiden.'*1%°
Strukturelle und physiologische Eigenschaften des Biofilms verleihen den Mikroorga-
nismen eine deutlich erhohte Resistenz gegeniber Antibiotika, Desinfektionsmitteln
und Bioziden (Germizide). Diese zeigen eine bis zu 1000-fach verminderte Empfind-
lichkeit gegenlber Antibiotika verglichen mit genetisch aquivalenten Zellen in Sus-
pension.’® Der ausgereifte Biofilm ist ebenfalls auRergewdhnlich resistent gegen-
iiber Makrophagen des Immunsystems.’” Nach Stewart et al. ist der multizellulédre
Aufbau des Biofilms fiir die hohe Resistenz entscheidend.'®® Es wird geschatzt, dass
Biofilme an 65% der nosokomialen (im Krankenhaus erworben) Infektionen beteiligt
sind. Von den Biofilmen kénnen neben Implantaten auch ganze Organe betroffen
sein. So sind biofilm-bildende Bakterien der Gattung Pseudomonas aeruginosa fur
chronische und mit Antibiotika kaum behandelbare Lungeninfektionen verantwortlich,
die oft zum Tode der Patienten fuhrt.

Katheter-assoziierte Bakteriamien (CR-BSI) sind eine weitere haufige und schwer-
wiegende Komplikation. Die Anbindung an die Implantate findet an der Grenzflache
zum umliegenden Gewebe oder der Korperflussigkeit statt. Inhaltsstoffe von Korper-
flussigkeiten wie Blut, Tranen, Urin oder Speichel kénnen als so genannter Conditio-
ning film dienen und so eine Kolonisation eines Biomaterials begiinstigen.”

Habash et al. nehmen an, dass die im Urin oft vorhandenen Ca** und Mg®* Kationen
als Briicken bei der Adhasion dienen kdnnen und so dem Bakterium bei der Uber-

windung der repulsiven Wechselwirkung mit der Oberflache helfen.'™®
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-— BPacterium

Conditioning

. “'—' +_ Film

Substratum

Abb. 9: Die Rolle der Kationen bei der Bakterienadhasion.'®

. Implantatassoziierte
Implantat Organismus _
Krankheit
S. epidermidis
Klnstliche Herzklappen Endocarditis

S. sanguis

P. aeruginosa,

Kontaktlinsen Keratitis
S. epidermidis
S. epidermidis,
Intravaskulare Katheter Endocarditis, Sepsis

S. aureus

P. aeruginosa,

Kunstherzen S. epidermidis, Sepsis
S. aureus
E.coli,
Blasenkatheter Bacteriurie
P. aeruginosa
S. epidermidis,
Gelenkimplantat Sepsis

S. aureus

Tabelle 1: Haufige Implantatinfektionen. 160

Wie die Tabelle 1 verdeutlicht, gehdren die meisten Bakterienarten, die Biomaterial-
induzierte Infektionen verursachen, zur normalen Mikroflora des Menschen. Staphy-
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lococcen beispielsweise besiedeln die menschliche Haut, bilden aber gleichzeitig
haufig gefahrliche Biofilme auf Implantaten, wie z. B. intravendsen Kathetern oder
Huft- und Knieprothesen. Nach dem Einsetzen der Implantate kommt es sehr haufig
post-operativ zur Besiedlung durch diese Keime. Oft folgt ein chronischer Infektions-
verlauf mit Aktivierung von Blutgerinnungskaskaden oder fibrésen Einkapselungen.
Infektiose Biofilme sind im Korper schlecht detektierbar und behandelbar. Teile der
Biofilme kdnnen sich I6sen und Embolien verursachen. Da das Gruppenverhalten der
Bakterien erst seit einiger Zeit bekannt ist, sind gute therapeutische Strategien gegen
Biofilminfektionen bis jetzt nicht verfligbar und eine erfolgreiche Antibiotikatherapie
daher kaum mdglich. In der Regel muss das Implantat entfernt werden, was enorme
Kosten fur das Gesundheitssystem verursacht und, abgesehen von dem Risiko fur
den Patienten, den regenerationsbiologischen Prozess der Wundheilung verzo-
gert.161

Wahrend in der Natur Biofilme gemischter Populationen weit verbreitet sind, sind
klinisch die sogenannten single-species-Biofiime relevant, und fur das Auftreten
persistenter Infektionen in Krankenhausern verantwortlich.'®?

Entscheidend fiir den oben erwahnten Misserfolg einer Antibiotikatherapie bei den
Biofilmen ist die Tatsache, dass diese auf Daten flr planktonische Bakterien basiert.
FUr diese wird die so genannte Minimale Hemmkonzentration, MHK, ermittelt. Die
MHK entspricht der niedrigsten Konzentration einer Substanz, bei der die Vermeh-
rung der Bakterien mit blofem Auge nicht wahrnehmbar ist. Liegt als Infektionsherd
ein Biofilm vor, ist der Erfolg dieses Ansatzes sehr beschrankt.

Bakterien haben eine Reihe Resistenzmechanismen entwickelt, denen folgende
grundsatzliche Strategien zugrunde liegen: 1. Veranderung des Angriffsortes oder
Bildung eines strukturell veranderten Bindemolekils (zusatzliches Penicillinbindepro-
tein bei Staphylokokken), 2. Verhinderung der Aufnahme der Antibiotika in der Zelle
(durch fehlende Expression eines Porins der duf3eren Membran bei gramnegativen
Bakterien), 3. aktiver Transport der Antibiotika aus der Zelle durch spezifische Trans-
porter, 4. enzymatische Detoxifizierung bzw. Veranderung der Antibiotika in der
Hinsicht, dass sie nicht mehr an ihrem Wirkort binden kénnen (B-Lactamase).

Es besteht eine eindeutige Beziehung zwischen der Haufigkeit des Auftretens anti-

biotika-resistenter Bakterien und dem Verbrauch an Antibiotika.
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Bakterien im Biofilm sprechen schlechter auf eine antibiotische Therapie an als die
planktonischen. Drei mogliche Mechanismen, die fur die erhohte Resistenz der

Biofilmorganismen verantwortlich sein kdnnten, werden wie folgt formuliert:""’

—

. Verzogerte Penetration der Antibiotika bzw. Biozide durch die Biofilmmatrix

2. Veranderte Wachstumsrate/Physiologischer Zustand der Biofilmorganismen
(metabolische Inaktivitat)

3. Existenz extrem resistenter kleiner Subpopulationen im Biofilm

4. Veranderung der Zellwandzusammensetzung

Der erste Mechanismus schreibt der EPS eine Barriere-Rolle zu und erklart die
Resistenz gegenuber UV-Strahlung oder Antibiotika, durch eine Bindung der Stoffe
an die EPS bzw. durch Absorption der Strahlung durch die EPS. Hierdurch kénnen
weder Strahlung noch Antibiotika die individuellen Zellen innerhalb des Biofilms in
ausreichender Intensitat bzw. Konzentration erreichen, die fur eine Abtétung notwen-
dig ware."""1%% Allerdings gibt es NMR-Untersuchungen, die belegen, dass der
Diffusionskoeffizient von Wasser im Biofilm praktisch gleich grof} ist wie im freien
Wasser.'®* Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass kleine Molekiile praktisch ungehin-
dert durch die EPS difundieren. Vermutlich wird die Penetration von elektrisch gela-
denen Antibiotikamolekiilen in tiefere Schichten durch ein Uberwiegen von entge-
gengesetzter Ladung in den oberen Schichten des Biofilms behindert. Viele Antibioti-
ka, wie beispielsweise die Gruppe der B-Lactame, konnen frei die EPS penetrieren,
sind jedoch unwirksam gegen Biofilmbakterien. Die p-Lactame wirken in der Regel
gegen schnell teilende Gram-positive Bakterien, indem sie in die Zellwandsynthese
der Bakterien eingreifen. Dieser Stoffwechselvorgang kommt bei den in die Ruhe-
phase Ubergegangenen Biofilmbakterien nicht vor. Zusatzlich wird im Fall von (-
Lactamen vermutet, dass durch in der EPS-Matrix immobilisierte p-Lactamase das
Antibiotikum effektiv abgebaut bzw. inaktiviert werden kann. Es wurde beobachtet,
dass die Zellen in P. aeruginosa Biofilmen 32-fach mehr B-Lactamase produzieren
als die planktonischen.®®

Praktisch alle Antibiotika sind wirksam gegen schnell wachsende Zellen. Die Bildung
der inaktiven stationaren Zonen mit geringem Metabolismus innerhalb des Biofilms
scheint ein signifikanter Faktor in der Resistenz gegenuber Antibiotika der Biofilmpo-

pulation zu sein.''®" Der dritte mogliche Mechanismus, der zur Resistenz beitragt,
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basiert auf der Existenz der persistenter Zellen. Es ist fast unmaoglich, einen Biofilm
vollstandig zu beseitigen, da ein kleiner Teil der Population immer Uberlebt. Weiterhin
wurde beobachtet, dass in Biofilmbakterien 40% der Zellwandproteine eine verander-
te Zusammensetzung aufweisen im Vergleich zu den planktonischen Zellen.'®® Ein
wichtiger Faktor kdnnte auch der beglnstigte und beschleunigte Gentransfer bzw.
Austausch der Resistenzgene innerhalb eines Biofilms sein. Ein weiterer Faktor der
erhohten Resistenz konnte die funktionelle Kompartimentierung des Biofilms sein.
Dadurch entstehen innerhalb eines Biofilms stark divergierende Lebensrdume mit
unterschiedlichem pH-Wert sowie elektrochemischem Potenzial, woraus die unter-
schiedliche Empfindlichkeit der Biofilmbakterien gegentber Antibiotika resultieren
kdnnte.®

Wahrend konventionelle Antibiotika den Stoffwechsel oder die Reproduktion der
Bakterienzellen storen, richten sich neuartige Antibiotika gegen die am Aufbau des
Biofilms beteiligten Prozesse, beispielsweise durch Stérung der primaren Adhasion.
Als neuartige Antibiotika machen so genannte Pilizide Hoffnung bei der Bekampfung
pathogener Bakterien, die Pilis fur die Auslosung von Infektionskrankheiten benoti-
gen. Durch Pilizide werden Bakterien nicht abgetotet, sondern nur gehemmt, Pilis zu
produzieren. So ,entwaffnete“ Bakterien kdénnen sich nicht mehr einnisten. Der
Vorteil dieses Ansatzes liegt nicht nur in der Vermeidung der Infektionskrankheit. Da
die Bakterien die Behandlung mit Piliziden Uberleben, sollte der Selektionsdruck
zugunsten der Resistenzgene nicht so stark sein wie bei den konventionellen Antibio-
tika. Aktivitatstests einer Gruppe von Piliziden, die auf bizyklischen 2-Pyridon-
Derivten basieren, zeigen gegenuber E. coli als Modellorganismus viel versprechen-
de Ergebnisse.’ Uber ausgepragte anti-adhasive Eigenschaften verfiigen die von
Kranbeere abgeleiteten Proanthocyanidine, PAC. Bei uropathogenem E. coli bewir-
ken diese den Verlust der Adhasionsfahigkeit, ohne die Lebensfahigkeit der Bakteri-

en einzuschranken.'”®

Postoperative bzw. Implantat-vermittelte Infektionen stellen ein ernsthaftes Problem
dar. Daher ist es notwendig, bei der Entwicklung der Biomaterialien neben der Bio-
kompatibilitat und Bestandigkeit auch anti-Biofilm Eigenschaften zu betrachten.”
Biorepulsive Materialien, die die Proteinadsorption, Zelladhasion und Bakterienadha-
sion unterbinden, haben deswegen in der Medizin eine sehr groRe Bedeutung. Bei
Implantaten sind die Materialoberflachen entscheidend fir die Akzeptanz oder Ab-

stoBung des Materials durch den Koérper. Die Vorgange, die bei dem Kontakt einer
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Implantatoberflache mit dem Blut und Gewebe in vivo ablaufen, sind so komplex,
dass Vroman 1971 diesbezuglich schrieb: ,Nach unserer Berechnung wurden die
oben vorgestellten Studien bei der aktuellen Geschwindigkeit des Fortschritts etwa

10" Jahre beanspruchen.*!"2

1.3.2 Bakterienadhasion

Bakterienadhasion ist nach Busscher et al. der initiale, essentielle Schritt der Biofilm-
bildung'” und der Entstehung von Infektionen und somit ein sehr wichtiger Vorgang
in der Biologie, Industrie und Medizin. Aus diesem Grund gibt es grol’e Bestrebun-
gen, die molekulare Ebene der Bakterienadhasion zu verstehen. Der Grofdteil der
Biofilmstudien fokussiert sich auf den Mechanismus der Bakterienadhasion und die
wahrend des Ubergangs vom planktonischen in den Biofilmzustand vorkommenden
Veranderungen.'® Die Bakterienadhasion gilt in erster Linie als physikalisch-
chemischer Prozess mit relativ geringem Anteil an physiologischer Aktivitat der
Mikroorganismen'’® Es gibt Bakterienstimme, deren Zellen auch im abgetdteten
Zustand an Oberflachen haften kénnen. In diesem Fall spricht man von einer ,passi-
ven Adhasion®. Andere Spezies kdnnen nur im lebenden Zustand adharieren (,aktive
Adhasion*).""

Viele Organismen haben multiple Adhasionsmechanismen entwickelt, um potenzielle
Hurden zu Uberwinden. Die Gesamtwechselwirkung ist eine komplizierte Balance
zwischen Kraften, Gestalt, Abstand und Orientierung.

Nach Marshall ist der erste Link zwischen dem Bakterium und Material vermutlich
eine Kombination aus schwachen chemischen Bindungen, Dipol-Dipol- und hydro-
phoben Wechselwirkungen.'”” Dieser Autor beschreibt die Bakterienadhasion als
zweistufigen Prozess, der durch eine schnelle und reversible physikalische Kontakt-
phase eingeleitet wird, gefolgt von einer zeitabhangigen und irreversiblen molekular-

zellularen Phase,'®17°

in der strukturelle Erkennungsmechanismen involviert sind.
Diese zwei Phasen werden korreliert mit einem energetischen sekundaren Minimum
(reversible Adhasion) und einem energetischen primaren Minimum (irreversible
Adhasion).

Bakterienadhasion ist ein hochkomplexer Prozess, in dem drei Komponenten invol-
viert sind. Diese sind: die bakterielle Zelloberflache, das Substratum und die umge-

bende liquide Phase. Bakterientransport zur Oberflache erfolgt durch nicht vernach-
33



1 Einleitung

lassigbare Brown’sche Bewegung mit ca. 40 um/h,""® van der Waals Krafte und
Gravitation.

Die Wechselwirkungen zwischen Zellen und Oberflachen werden vom physiko-
chemischen Standpunkt aus in long-range und short-range Wechselwirkungen
eingeteilt.’® Die ersteren sind Van-der-Waals-Krafte und elektrostatische Wechsel-
wirkungen. Diese agieren unspezifisch, um das Bakterium nah an die Substrat-
oberflache zu bringen, und wirken schon bei Entfernungen >50 nm. Kommt die Zelle
naher an die Oberflache (<5 nm), gewinnen die short-range Wechselwirkungen an
Relevanz und tragen dazu bei, den Organismus fest an der Oberflache zu halten.
Diese werden ihrerseits in Wasserstoffbriickenbindungen, ionische Wechselwirkun-
gen, hydrophobe und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen eingeteilt.'®’

Die erste Phase der Adhasion macht die zweite, molekulare Phase moglich. Die
Polymerstrukturen der Bakterien sind daran mafgeblich beteiligt. Die bakterielle
Zelloberflache von Gram-negativen Bakterien tragt Anbindungsstrukturen, wie Pilis
(Fimbrien), outer membrane proteins (OMPs), Lipopolysaccharide, und andere
Polymere, die wie Adhasine wirken. Die Fimbrien sind ebenfalls an der Adhasion
Gram-positiver Bakterien beteiligt. Die Fimbrien Gram-positiver und Gram-negativer
Bakterien unterscheiden sich strukturell voneinander. Wahrend diese bei den Gram-
negativen Bakterien hoch-geordnete Strukturen darstellen, kommen die Fimbrien bei
den Gram-positiven Bakterien eher in Form aggregierter Proteine vor.'®?

Die Eigenschaften der Adhasine werden durch die Physiologie des Organismus,
Wachstumsbedingungen' und Umweltbedingungen'® bestimmt. Die Adhésine
haben in unterschiedlichen Spezies unterschiedliche Funktionen. Weiterhin hangt
ihre Funktion auch von den jeweiligen Umweltbedingungen ab. Die Annahrung an
eine abiotische Oberflache wird durch die Bewegung von Zellorganellen, wie Flagel-
len, zur Uberwindung abstoRender Kréafte unterstiitzt. Ist die Oberflache zunéchst
.erobert’, sorgen andere Adhasine fur eine stabile Anbindung zwischen den Zellen
und Oberflache."®

Fimbrien tragen zur Hydrophobie der Zelloberflache bei, denn meisten Fimbrien
enthalten einen hohen Anteil an hydrophoben Aminosaureresten.'® Den Fimbrien
wird eine Rolle bei der Uberwindung der initialen elektrostatischen Repulsionsbarrie-
re durch hydrophobe Wechselwirkungen zugeschrieben.'®’

Es ist bekannt, dass die hydrophoben Wechselwirkungen die starksten long range

188,189

Wechselwirkungen in den biologischen Systemen darstellen. Hydrophobe
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Strukturen leisten einen grolien Beitrag bei der Beseitigung des Wasserfilms auf
einer Oberflache. Ist der Wasserfilm im ausreichenden Mal} verdrangt, kommen
Wasserstoffbriickenbindungen, lonenwechselwirkungen oder Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen zur Geltung. In einer Serie empirischer Untersuchungen gelang
es Fletcher et al., Hydrophobizitat neben den elektrostatischen Wechselwirkungen
als wichtigen Faktor in Bakterienadhasion zu erkennen.'®® Hydrophoben Wechsel-
wirkungen wird auch von Van Oss eine wichtige Rolle bei der primaren Adhasion
zugesprochen.''! Spatere Untersuchungen bestitigten diese Befunde.'¥%'% Wie
XPS Untersuchungen ergaben, tragen die Oberflachenproteine maligeblich zur
Hydrophobizitat bei.'® Oliveira et al. fanden einen linearen Zusammenhang zwi-
schen dem Hydrophobizitatsgrad und der Adhasion fur S. epidermidis und betrachten
die Hydrophobizitit als primére treibende Kraft der Adhasion.'®

Neben dem Zwei-Phasen-Modell gibt es ein Drei-Phasen-Modell," (Abb. 10) wel-
ches die Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen Bakterien und Oberflache als die
erste Phase der Adhasion vorschlagt, die bereits in einem Abstand von einigen
hundert Nanometern wirksam ist. Bei einer Distanz von 20 nm kommen die elektro-
statischen Wechselwirkungen hinzu, was der zweiten Phase der Adhasion entspricht.
Die dritte Phase tritt bei einer Distanz von 5 nm auf. Hier kdnnen spezifische Rezep-
toren die Adhasion unterstutzen.

Wie aus Abb. 10 ersichtlich, sind im Drei-Phasen-Modell bei einer Separationsdis-
tanz von udber 50 nm Substratoberflache und Bakterium weit von einander entfernt
und treten es nur anziehende Van-der-Waals-Wechselwirkungen auf. Bei der Entfer-
nung von 10 bis 20 nm wirkt die elektrostatische AbstoRung. Zu diesem Zeitpunkt ist
die Adhasion reversibel, da noch keine feste Bindung stattgefunden hat. Ist die Zelle
<1,5 nm von der Oberflache entfernt, befahigen sie eine Vielfalt short-range Wech-

selwirkungsmaoglichkeiten zur irreversiblen Adhasion.
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Abstand zur Substrat

Oberflache Wasser ) .
urzreichende
> 50 nm - Wechselwirkungen
Bakterium
hydrophobe
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spezifische
Wechselwirkung
<1-5 nm
elektrostatische
Wechselwirkung

Abb. 10: Mégliche Wechselwirkungen in der Bakterienadhision nach Busscher et al.**®°

1'% erkannt wurde, ist

Obwonhl die Zeitabhangigkeit der Adhasion bereits von Zobel
sie noch weitgehend unverstanden. Meinders et al berichten vom zeitabhangigen
,aging of bonds“.’" Diese beobachteten fiir unterschiedliche Stamme, Substrate und
Bedingungen, dass die Bakterienadhasion anfanglich reversibel verlauft mit einer

hohen Desorptionsrate, die innerhalb von 2 bis 4 Minuten abnimmt.

Es gibt im Wesentlichen zwei Theorien, um die komplexen Wechselwirkungen bei
der Adhasion zu erklaren. Diese sind: die DLVO Theorie und das so genannte Ther-
modynamische Modell. Nach der gegenwartigen Vorstellung kann die Bakterien-
adhasion ahnlich der Deposition kolloidaler Partikel betrachtet werden, da die auftre-
tenden Krafte ahnlich sind. Bakterien werden dabei als lebendige kolloidale Partikel
angesehen, die eine etwas hohere Dichte als Wasser besitzen und stabile Suspensi-
onen bilden.'®®

Die nach Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek benannte DLVO-Theorie der kolloida-
len Stabilitat beschreibt die Wechselwirkungen eines sich einer Oberflache nahern-
den Partikels.”® Dabei wird die Anderung der Gibbssche Energie als Funktion des
Abstandes zwischen den interagierenden Oberflachen betrachtet. Die DLVO-Theorie
beschreibt die Netto-Wechselwirkung V1 zwischen der Zelle und Oberflache als die
Summe der Van-der-Waals-Wechselwirkung Va, die als allgemein anziehend gilt, und

der Wechselwirkung der elektrostatischen Doppelschicht Vg, die in der Regel absto-
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Rend wirkt, da sowohl! die bakterielle Zelloberflache als auch die Substrate in den

meisten naturlichen und technischen Systemen negativ geladen sind:

V1=Va+ VR
V1 = Netto-Wechselwirkung
VA = Van-der-Waals-Wechselwirkung

Vr = elektrostatische Wechselwirkung

Wie aus Abb. 11 ersichtlich wird, beschreibt die DLVO-Theorie zwei Minima, das
primare und sekundare Minimum, welche ein Organismus bei der Annahrung an eine
Oberflache erreichen muss. Das sekundare Minimum tritt in einer groReren Entfer-
nung zur Oberflache auf. Hier sind nur Van-Der-Waals-Krafte zwischen Bakterium
und der Oberflache wirksam. Starke elektrostatische Repulsion stellt eine hohe
Energiebarriere dar, die eine weitere Annaherung von Bakterien verhindert. Die
Brownsche Molekularbewegung stellt die notwendige kinetische Energie fur die
Uberwindung der Energiebarriere zur Verfligung. Wenn das Bakterium die elektrosta-
tische Barriere zwischen dem sekundaren und primaren Minimum Uberwindet, wer-
den die anziehenden Krafte wieder starker und es kann sich der Oberflache nahern
bzw. eine irreversible Bindung ausbilden. Bei der Kompensierung der elektrostati-
schen Repulsion spielen die Fimbrien eine wichtige Rolle. Diese sind dunner als die
Zellen und erfahren eine geringere Abstoung und kdnnen so die Uberwindung der

Barriere zum primaren Minimum vermitteln.?®
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Abb. 11: Energie der Wechselwirkungen zwischen zwei interagierenden gleich geladenen
Partikeln in Abhangigkeit von der Separationsdistanz. In unmittelbarer Ndhe der Oberflache
existiert ein primdres Minimum, das durch eine Energiebarriere vom sekunddren Minimum

getrennt ist.

Ist die Doppelschicht sehr dunn, treten trotzdem attraktive Wechselwirkungen zwi-
schen den gleich geladenen Oberflachen auf. Obwohl beide Oberflachen sich absto-
Ren sollten, erfolgt meistens die Adhasion. Allerdings sagt die DLVO-Theorie fur
solche Falle das Gegenteil voraus. Der Grund hierfir ist, dass die DLVO-Theorie
eine homogene, ideal glatte Oberflache annimmt, die in der Realitat nicht existiert.
Die bakterielle Oberflache ist chemisch und strukturell viel komplexer als diejenige
kolloidaler Partikel. Die DLVO-Theorie berlcksichtigt nicht die unterschiedlichen
molekularen Wechselwirkungen im short-range Bereich, die beim Kontakt der Poly-
mere der bakteriellen Zelloberflache mit den Molekullgruppen auf dem Substrat bzw.
dem conditioning film stattfinden kénnen. Auch Strukturen wie Pilis und Flagellen auf
der Zelloberflache, die entscheidend Uber die Distanz zwischen einer Zelle und der
Oberflache sowie die Art der Wechselwirkung bestimmen, werden in der DLVO-

Theorie nicht berucksichtigt.
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Daher kann man zusammenfassend sagen, dass die DLVO-Theorie eine der ver-
schiedenen Komponenten des Adhasionsprozesses beschreibt und als konzeptionel-
ler Rahmen fur das Verstandnis der Beziehung zwischen long-range Wechselwir-

kungen und Adhasion dienen kann.

Das Thermodynamische Konzept stellt die zweite Betrachtungsweise zur Beschrei-
bung der Bakterienadhésion dar.?°' Dieses Modell sieht die Adhésion als eine Mini-
mierung der freien Energie des Systems. Dabei werden die Wechselwirkungen
zwischen den drei beteiligten Phasen Bakterium, Substrat und dem umgebenden

Medium kollektiv in der Grolie der freien Energie kombiniert:

AF agh= Ysb- Vsi- Yo < 0
AF.4n = Freie Energie der Adhasion
Ysb = Freie Energie der Grenzflache zwischen dem Bakterium und Substrat
Vs = Freie Energie der Grenzflache zwischen Substrat und liquider Phase

Yo = Freie Energie der Grenzflache zwischen Bakterium und liquider Phase

Die Adhasion ist energetisch ungiinstig, wenn AF g, >0.2%2

Fir die Anwendung dieser Theorie zur Berechnung der Gibbs’schen Adhasionsener-
gie ist es notwendig, die Zahlenwerte der Freien Oberflachenenergie fur das Substra-
tum, die Bakterien und das umgebenden Medium zu wissen. Allgemein werden diese
GroRen durch Kontaktwinkelmessungen bestimmt.?® Da der Kontaktwinkel der
Bakterienoberflache nicht direkt gemessen werden kann, wird alternativ der ge-
schlossene Bakterienfilm charakterisiert. Es ist sehr schwierig die freie Energie der
bakteriellen Zelloberfliche exakt zu betrachten,?®® denn diese Oberflichen weisen
eine komplexe Chemie auf. Die Adhasion wird dann favorisiert, wenn infolge der
Adhasion die freie Energie pro Flacheneinheit AF.q4n negativ ist, d. h., wenn die
Bakterienadhasion eine Abnahme der freien Energie des Systems bewirkt.

Es wird haufig beobachtet, dass eine wachsende Hydrophobizitat des Substratums
oder der Zelloberflache zur Erhéhung der Adhasion fuhrt. Die Erklarung hierfur bietet
wiederum die Thermodynamik: Flr die Bakterienadhasion missen die auf der Ober-
flache adsorbierten Wassermolekuile verdrangt werden. Ist das Wasser fest an der
Oberflache gebunden, ist die Verdrangung energetisch ungunstig. Auf hydrophoben

Oberflachen ist das polare Wasser nur schwach gebunden und lasst sich daher
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leichter verdrangen. Zudem wird der Prozess durch eine Zunahme der Entropie der
Wassermolekuile begunstigt.

Der Nachteil der thermodynamischen Theorie ist, dass diese fur geschlossene
Systeme gilt. Bakterien sind allerdings lebende Organismen, die im standigen Kon-
takt und Austausch mit ihrer Umgebung stehen, die Substrate in Energie umwandeln.
Der thermodynamische Ansatz wird daher kritisiert als ein Gleichgewichtsmodell,
dass allgemein keine kinetische Interpretation erlaubt und zusatzlich die Abstandab-
hangigkeit von AG*™" vernachlassigt.?®® In vielen Féllen entsprechen die durch das
thermodynamische Modell gewonnenen Aussagen daher nicht den experimentellen
Ergebnissen,206 wahrend in anderen Fallen diese Theorie in der Lage ist, manche
experimentelle Daten der Bakterienadhasion zu erklaren.?°%2%

Beide, die DLVO-Theorie und die thermodynamische Theorie, sind demnach nicht in
der Lage, die Bakterienadhasion in allen Aspekten zu erklaren. Aus diesem Grund
wurde die erweiterte DLVO-Theorie, allgemein bekannt als XDLVO-Theorie,?®
vorgeschlagen, welche zusatzlich zu den Van-der-Waals und Doppelschicht-
Wechselwirkung auch die Lewis Saure-Base-Wechselwirkungen, die auf die Donor-
Akzeptor-Wechselwirkungen zwischen polaren Gruppen basieren, bertcksich-
tigt.2*?%° Da die Bakterien Gruppen dieser Art enthalten (-NH,, -COO", -SH, Was-
serstoffbriickenbindungen), kann die Bericksichtigung der S&ure-Base-Effekte die

klassische DLVO-Theorie verbessern.

AGadthGVdW"'AGdI"'AGAB
AG"™ und AG? klassische® van der Waals und Doppelschicht Wechselwirkungen

AG"® Siure-Base-Wechselwirkungen.?'

All diese Wechselwirkungen sind abhangig von der Separationsdistanz zwischen den
interagierenden Korpern sowie von deren Geometrie.

Die erweiterte DLVO-Theorie scheint ein viel versprechendes Modell zu sein, wurde
aber noch nicht ausreichend getestet. In manchen Fallen kann diese Theorie eine
qualitative Vorhersage Uber experimentelle Ergebnisse liefern. Allerdings bleibt die
quantitative Bewertung des Adhasionsverhaltens durch eine physikochemische
Betrachtung ohne BerUcksichtigung biologischer Faktoren aufgrund der oben ange-
sprochenen Komplexitat und Dynamik des Systems fast unmaglich.

Die Konsequenz dieser Komplexitat ist die Tatsache, dass die Bakterien auf unter-

schiedliche Art und Weise mit einer Oberflache in Wechselwirkung treten kénnen. In
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allen Studien wird oft von einer homogenen Oberflache ausgegangen. Dazu kommt

oft ein sehr vereinfachtes Modell, welches Bakterien als 1 ym grof3e, weiche Partikel

behandelt. Diese Annahmen entsprechen jedoch bei weitem nicht den realen Ver-

haltnissen.

1.3.2.1 Bakterienadhasion beeinflussende Faktoren

Bakterienadhésion wird von folgenden Faktoren beeinflusst: Oberflache, Medium und

Art der Spezies. Diese Faktoren werden wiederum von zahlreichen Parametern

beeinflusst, wie in Abb. 12 gezeigt.

Bakterienadhéasion

S

Umgebung

( pH-Wert

] [ Temperatur ] | lonenstirke | [ Expositionszeit ]

| Material
Oberflichen- [ Oberflachen- ] Oberfliachen- ]
Funktionalitdten Rauhigkeit Polaritit

[

|

Organismus

Zellwand-

Funktionalitidten

Extrazellulare
Polysaccharide

|

Zell-
Konzentration

Abb. 12: Bakterienadhasion beeinflussende Faktoren.

In den nachfolgenden drei Abschnitten wird der Einfluss der Oberflache, der Umge-

bung und der Spezies auf die Bakterienadhasion erlautert.
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1.3.2.1.1 Oberfléche

Die Materialoberflache spielt eine sehr wichtige Rolle in der Stimulierung der Ge-
nexpression der Bakterien. Die Bakterienadhasion kann auf unterschiedlichen Ober-
flachen erfolgen. Die Eigenschaften der Materialoberflachen werden Ublicherweise
kategorisiert in Oberflachenchemie, Oberflachentopographie und Oberflachenener-
gie. Es wurde beispielsweise beobachtet, dass Rauheit die mikrobielle Kolonisation
begiinstigt.!" Der Grund hierfiir ist die Tatsache, dass ein rauher Kérper im Gegen-
satz zu einem glatten eine grolRere Oberflache aufweist und im angestromten Zu-
stand eine geringere Scherspannung an der Grenzflache zu FlUssigkeit auftritt, die
eine Ablosung der Zelle beglnstigen wirde. Allerdings ist eine Quantifizierung
dieses Effekts noch nicht gelungen. Daher ist es noch nicht mdglich, eine Oberflache
mafgeschneiderter Textur mit anti-adhasiven Eigenschaften zu erzeugen.

In mehreren Untersuchungen wurde auf’erdem herausgefunden, dass die meisten
Bakterien sehr viel schneller und bereitwilliger auf hydrophobe und unpolare Oberfla-
chen, wie Teflon, als auf hydrophilen Oberflachen, wie Glas oder Metallen, adhérie-
ren. Adhasionsexperimente auf SAMs haben ergeben, dass die hydrophoben Mono-
schichten eine erhdhte Adhasion zeigen.?'? Dabei wurden unterschiedliche Adhasi-
onsmechanismen fur Pseudomonas fluoreszens flr hydrophile und hydrophobe
Monoschichten beobachtet. Wahrend an den hydrophilen Oberflachen sich anfangs
die Zellorganellen, Flagellen, anlagern, erfolgt die Adhasion an den hydrophoben
Oberflachen durch den Zellkérper.?'?

Bei Adhasionsexperimenten mit E.coli auf NH,- und CHs-terminierten SAMs wurde
herausgefunden, dass die Oberflachenzusammensetzung auch die Verteilung der
adharierten Bakterien und die Adhasionskinetik beeinflusst. Auf NHz-terminierten
Monoschichten entstanden baumartige Biofilme, wahrend auf CHs-terminierten
Monoschichten die Bakterien cluster bildeten.?"

Oberflachenladungen spielen eine grof3e Rolle in der Bakterienadhasion. Bakterien
haften bereitwilliger an positiv geladene als an negativ geladene Oberflaichen.?'*2"
Es wurde beobachtet, dass E. coli und P. aeruginosa nach der Adhasion auf positiv
geladenen Poly(methacrylat)-Oberflachen kaum ein Wachstum zeigen, obwohl S.
aureus und S. epidermidis in der Lage waren, auf diesen Oberflichen zu wachsen.?'
Auf negativ geladenen Poly(methacrylat)-Oberflachen konnten alle vier Organismen

wachsen. Diese Beobachtungen kann man mdglicherweise dadurch erklaren, dass
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die Bindung der unter physiologischen Bedingungen in der Regel negativ geladenen

216,217

Bakterien an die positiv geladenen Oberflachen durch elektrostatische Wech-

selwirkung sehr stark ist und die fir das Wachstum notwendige Verlangerung und

die Teilung der Zellen gehemmt wird.?"*

Metalloberflachen besitzen eine hohe Oberflachenenergie und sind negativ geladen,
wahrend hydrophobe Polymere wie Teflon oder Polyethylen eine niedrige Oberfla-
chenenergie aufweisen. Allgemein gilt, dass die hydrophilen Materialien resistenter
gegeniiber Bakterienadhasion sind als die hydrophoben.?'® Allerdings muss eine
sub-Einteilung der hydrophilen Materialien vorgenommen werden, denn sauberes
Glas ist sehr hydrophil, aber gleichzeitig ein bevorzugtes Material fur Zell- und Bakte-
rienadhasion.

Der Einfluss der Oberflachenzusammensetzung lasst sich gut an unterschiedlich
funktionalisierten SAMs als Modelloberflachen studieren. Die Adhasion von S. au-
reus auf CHs;, COOH, OH, EGg3 terminierten SAMs nimmt in der Reihenfolge CH3>
COOH>0OH>EG3; ab. Demzufolge findet die geringste Kolonisation auf EG3 terminier-
ten SAMs statt.?"®

1.3.2.1.2 Umgebung/Medium

Auch Parameter wie pH-Wert, Temperatur, Nahrstoffverfugbarkeit, hydrodynamische
Bedingungen, Expositionszeit oder Einwirkung anderer Umweltfaktoren beeinflussen
die Bakterienadhasion und Biofilmbildung. Es gibt unterschiedliche Studien zum
Einfluss jedes einzelnen Parameters auf die Bakterienadhasion. Es wurde beispiels-
weise beobachtet, dass beim Uberschreiten der optimalen Schergeschwindigkeit die
Bakterien ihre Wachstumsrate, Morphologie, ZellgréBe und Zelldichte anpassen.??°
Die Konzentrationen von Elektrolyten, wie KCI, NaCl und der pH-Wert haben einen
groRen Einfluss auf die Bakterienadhasion.??"??® Variationen der lonenstarke und
des pH-Werts fiihren zur Anderung der Oberflacheneigenschaften sowohl bei den
Bakterien als auch beim Substrat. Es wurde gefunden, dass die Zellen bei pH= 7,4
und lonenstarke 0,5 M die geringste Oberflachenhydrophobizitat aufweisen. Eine
groliere Hydrophobizitat und die starkste Adhasion war im Bereich pH=2,2 bis 4 und

lonenstédrke von 1 M zu beobachten.??" Viele Untersuchungen bestitigen den Zu-
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sammenhang zwischen der lonenstarke und Bakterienadhasion, was auch konsistent
mit der DLVO-Theorie ist.
Das Zusammenspiel dieser Faktoren entscheidet darlber, ob aus einer reversiblen

Anheftung eine irreversible Bakterienadhasion resultieren kann.

1.3.2.1.3 Eigenschaften der bakteriellen Oberflache (Zellwand)

Eine erfolgreiche Uberlebensstrategie der Bakterien erfordert die standige Wahr-
nehmung der Umgebung und eine schnelle Antwort auf die bestehenden Reize.
Dabei kommt der bakteriellen Zelloberflache eine grof’e Bedeutung zu. Daher ist
nicht iberraschend, dass die Bakterien die Hauptmenge ihrer metabolischen Energie
in die Synthese und Erhaltung der makromolekularen Komponenten der Zelloberfla-
che investieren.

Allgemein benutzen Bakterien drei wichtige Stoffklassen fur die Adhasion: Polysac-
charide, Lipopolysaccharide und Proteine.

Es wird vermutet, dass die EPS, die an der Adhasion beteiligt ist,'”® eine Prakonditi-
onierung®* der Oberfliche unterstiitzt, und somit die Adhasion starker favorisiert
wird. Auch der Umfang und die Geschwindigkeit des Adh&sionsprozesses werden
malfgeblich von den Eigenschaften der bakteriellen Zelloberflache beeinflusst. Die
bakterielle Zellwand weist eine aufRerst variable Natur auf. Die bakterielle Zelle ist ein
sehr komplexes Melieu, weil diese in der Regel zahlreiche, sehr unterschiedliche
Substanzen enthalt, von denen jedoch die meisten nur in geringer Konzentration
vorhanden sind. Daher sind die einzelnen Wechselwirkungen zwar schwach, kumula-
tiv jedoch ziemlich stark.

Die meisten Bakterien sind unter physiologischen Bedingungen negativ geladen.?"’
Allerdings andert sich ihre Ladung in Abhangigkeit vom Medium, dem pH-Wert, der
lonenstarke des Puffers und der Wachstumsphase des Organismus.

Tabelle 2 enthalt einige Zellwandkomponenten, die typischerwese in den Bakterien
vorkommen. Zusatzlich sind Funktionalitaten aufgefiihrt, die fir die Oberflachenla-
dung der bakteriellen Zelle verantwortlich sind. Es ist offensichtlich, dass die elektro-
statischen Eigenschaften meistens von Carboxyl- oder Phosphatgruppen bestimmt

werden.
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Verbindung Funktionelle Gruppen
Proteine Carboxyl-, Amino-
Murein Carboxyl-, Amino-, Hydroxyl-
Teichonsaure Phosphat-, Hydroxyl-, Carboxyl-
Polysaccharide Hydroxyl-
Lipopolysaccharide Amino-, Hydroxyl-, Phosphat-

Tabelle 2: Komponente der bakteriellen Zellwand.

Aulerdem besitzen sie hydrophobe Oberflachenkomponenten, wie beispielsweise
Fimbrien. Diese entstehen aus Proteinen der auf’eren Membran und werden 0,2 bis
20 uym lang und 4 bis 7 nm dick. Auf der Bakterienoberflache existieren in der Regel
100-1000 Fimbrien.?*>??® Es wird angenommen, dass die Fimbrien bei den Gram-
negativen Bakterien die wichtigsten adhasiven Strukturen sind. Die Fimbrien stehen
auch im direkten Zusammenhang mit der Virulenz. So sind die Gram-negativen

Bakterien mit Fimbrien infektidser als die ohne Fimbrien.??’

00 kv Signal A=InLens  Mag= 1066 KX Date :28 Feb 2007

Photo No. = 6 vy LEO 1525

Abb. 13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer sich teilenden Zelle von E. coli WT.

Abb. 13 macht deutlich, dass die Zellorganellen aufgrund ihrer rdumlichen Ausdeh-

nung dem eigentlichen Zellkdrper bessere Fortbewegungs- und Wechselwirkungs-

madglichkeiten erdffnen.

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Behandlung adharierter Zellen mit prote-

olytischen Enzymen eine merkliche Ablésung der gebundenen Zellen verursachten.

Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die Proteinstrukturen in der Zelladh&sion eine
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Rolle spielen.?®??° Herald und Zottola fanden, dass die Zugabe von Stoffen wie
Concanavalin A oder Natriummetaperiodat, die Kohlenhydrate binden oder zerset-
zen, eine Abnahme der Adhasion von Pseudomonas fragi auf Stahl bewirkt.?*°
Dieses Ergebnis bestatigt die Vermutungen Uber die Beteiligung von EPS an der
Adhésion. "7

Allgemein wird angenommen, dass die Bakterien mit einer hydrophoben Oberflache
gut an hydrophoben Materialien adharieren, wohingegen Bakterien mit einer
hydrophilen Oberflache hydrophile Substrate bevorzugen.?'® AuRerdem ist bekannt,
dass hydrophobe Bakterien generell eine starker ausgepragte Tendenz zur Adhasion
aufweisen als hydrophile.?*’

Die bakterielle Zellwand ist eine hochdynamische Oberflache, welche im standigen
Austausch mit der Umgebung steht und auf Anderungen im umgebenden Medium
rasch reagiert. Die Vielfalt der Oberflachenpolymere und die daraus resultierende
grolie Variationsmdglichkeit der Oberflacheneigenschaften fihren dazu, dass letzt-
lich praktisch alle Oberflachen besiedelt werden kénnen.

Da die an der Adhasion beteiligten Zelloberflachenstrukturen lokal agieren, bleibt es
schwierig, diese in physiko-chemische Modelle einzubeziehen. Daher ist fraglich, ob
die Bakterienadhasion jemals durch einen allgemein gultigen Mechanismus be-

schrieben werden kann.?®'

1.3.3 Biorepulsive Monoschichten

Es gibt derzeit kein Material, das unter entsprechenden Voraussetzungen nicht von
Mikroorganismen besiedelt werden kann.”* Materialwissenschaftler versuchen seit
langem, eine Beziehung zwischen der chemisch-physikalischen Struktur von Ober-
flachen und ihrer Affinitat zur Bindung biologischer Materie herzustellen und zu
kontrollieren.

SAMs eignen sich gut zur Erforschung der Bakterienadhasion, da man mit ihrer Hilfe
leicht chemisch unterschiedlich funktionalisierte und sogar strukturierte Grenzflachen
generieren kann, die gegebenenfalls die Gréllenordnung der physikalischen Dimen-
sion von Mikroorganismen aufweisen kénnen. Obwohl Goldoberflachen in biologi-
schen Systemen eigentlich keine Rolle spielen, eignen sich Thiolat-SAMs auf Gold

sehr gut zur Untersuchung von Proteinadsorptions- sowie Bakterienadhasionsvor-
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gangen. So ist es mdglich, SAMs so zu funktionalisieren, dass sie z.B. -OH, -COOH,
-NH2 und andere Gruppen exponieren, die ubiquitar auf Zelloberflachen vorkommen.
Neben oberflachengebundenen Gruppen, die eine Anbindung von Biomolekulen
bzw. Zellen vermitteln, wurde auch eine Vielzahl von Kopfgruppen untersucht, die
eine solche Wechselwirkung unterbinden. Solch biorepulsives Verhalten wurde
zuerst von Prime und Whitesides bei oligoethylenglycolterminierten Thiolat-SAMs
beschrieben.?®? Da die Proteinadsorption oft das primare, induzierende Ereignis in
der Bakterienadhasion darstellt, ist die Proteinresistenz allgemein als wichtige
Grundvoraussetzung fiir die Bakterienresistenz einer Oberflache akzeptiert.?*®

1996 berichteten Ista et al. von der Adhasion von Delya marina und Staphylococcus
epidermides auf SAMs mit CHs, CF3, COOH und EGs Kopfgruppen.?** Es wurde
beobachtet, dass die Adhasion von D. marina auf methylterminierte SAMs am starks-
ten ausgepragt war, wohingegen S. epidermides carboxyterminierte SAMs bevorzug-
te. Auf den EGg-terminierten SAMs war hingegen keine Adhasion zu beobachten.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bakterienadhasion durch die Anderung der
Materialeigenschaften kontrolliert werden kann. Wiencek und Fletcher fuhrten eine
systematische Untersuchung der Oberflachenchemieeffekte auf die Bakterienadha-
sion durch. Als Substrate wahlten sie SAMs mit polaren OH- und unpolaren CHs-
Kopfgruppen. Sie berichteten, dass die Zahl der adharierten Zellen mit der
Hydrophobizitit des Testsubstrats stieg.?*°

Der Effekt der chemischen Modifizierung auf der Bakterienadhasion wurde auch in
einer Adhasionsstudie mit Staphylococcus aureus auf unterschiedlich funktionalisier-
ten SAMs untersucht. Auf EGs-terminierten Systemen wurde die geringste Adhasion
gefunden, gefolgt von —OH-terminierten SAMs. Die Adhasion auf -COOH und —CHs-
terminierten SAMs war hingegen deutlich stéarker ausgepragt.?'

OEG- und PEG-terminierte SAMs stellen bis heute die am starksten wirksamsten
Systeme zur Unterdrickung der Proteinadsorption bzw. der Bakterienadhasion
dar.?3*%° Neben dem direktem Immobilisieren entsprechend funktionalisierter Mole-
kile auf Materialien wie Gold oder SiO, kdnnen EG-haltige, biorepulsive Oberflachen
auch durch Polymerisation EG-haltiger Monomere auf Siliziumoxid,?*° Gold,**' sowie
Thiolat-SAMs auf Gold**? erzeugt werden.

Neben OEG ist eine Vielfalt anderer Kopfgruppen bekannt, die resistent hinsichtlich
unspezifischer Proteinadsorption bzw. Bakterienadhasion sind. Zu nennen waren

hier vor allem Oligophosphorylcholine,?**?** Polycarboxybetaine,** Sulfobetaine,?*
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247 und Polyglycerol.?*®* Mit der Ausnahme von Polyglycerol-

Oligopropylensulfoxide
terminierten SAMs, die eine den OEG-SAMSs vergleichbare Biorepulsivitat aufweisen,
reduzieren die oben aufgezahlten Kopfgruppen die Bioadsorption zwar, unterdricken
sie jedoch in vielen Fallen nur unvollstandig. Diese geringere Wirksamkeit ist insbe-
sondere bei der Adhasion von Bakterien zu beobachten.?*?

Weiterhin berichteten Chi et al. kurzlich Gber SAMs aus thiolmodifiziertem Tween 20,
einem PEG-basierten Tensid, das ebenfalls Schichten auf Gold bildet, die resistent
gegenliiber unspezifischer Proteinadsorption sind.?*°

Neben ihrer hohen Wirksamkeit bietet der Einsatz von PEG bzw. OEG als biorepulsi-
ve Beschichtungssubstanzen einige weitere Vorteile: Die entsprechenden Materialien
sind im Regelfall nicht toxisch und sogar von US Food and Drug Administration
sowohl fiir orale als auch lokale Applikation zugelassen.?® Ein gravierendes Manko
EG-basierter Kopfgruppen ist ihre Empfindlichkeit gegen oxidativen Abbau, insbe-
sondere beim Einsatz in vivo. Wahrend PEG-Ldsungen in nichtbiologischen Me-
dien®'?°2 |angzeitstabil sind, zeigen sie in Kdrperfliissigkeiten wie Speichel und Urin
eine deutlich reduzierte Lebenszeit. So wurde von Busscher et al. gefunden, dass
PEG-Schichten nur 48 h der Adhasion von Staphylococcus epidermidis HBH 276
standhielten.?®® Als Ursache fiir die geringere Stabilitat der Verbindungen in vivo
wurde der enzymatisch katalysierte, oxidative Abbau der PEGs unter Bildung von
Aldehyden und Carbonséuren identifiziert.?>

Langzeitstabilitatsuntersuchung von EG3C41SH/Au SAMs in PBS und Kalbsserum
durch Kontaktwinkelmessungen und XPS haben weiterhin gezeigt, dass die Anwe-
senheit von Sauerstoff im Umgebungsmedium die Lebensdauer die Schichten zu-
satzlich reduziert.”** Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Sauerstoff die Oxida-
tion des Thiolat-Schwefels bewirkt, was dann zu einer Desorption der Schicht vom
Gold fuhrt. Ein weiterer Nachteil OEG-basierter Systeme liegt in ihrer relativ geringen
thermischen Stabilitit begriindet.?*®> Diese limitiert insbesondere den Einsatz im
medizinischen und mikrobiologischen Bereich, wo thermische Sterilisation eine
bedeutende Rolle spielt.

Da Polyglycerole (PG) sowohl thermisch stabiler sowie auch weniger empfindlich
gegen biologischen Abbau sind, stellen PG-terminierte SAMs im medizinischen und

mikrobiologischen Bereich eine echte Alternative zu PEG-SAMs dar.
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1.3.4 Ursachen fur Biorepulsivitat

Trotz intensiver Forschung ist die molekulare Basis der Biorepulsivitat ethylenglycol-
terminierter SAMs weitgehend unverstanden. Nach der Analyse empirischer Befunde
bei der systematischen Untersuchung an resistenten funktionalen Gruppen haben
Ostuni et al.?® folgende strukturellen und physikalisch-chemischen Kenndaten

formuliert, die fur die Biorepulsivitat notwendig sind:

1. Die Kopfgruppe muss elektrisch neutral sein, ein zwitterionischer Charakter ist
jedoch unproblematisch.

2. Das terminale Ende der Kopfgruppe muss polar sein.

3. Das Ruckgrat der Kopfgruppe muss hydrophil sein, zudem Wasserstoffbricke-
nakzeptor-, aber keine Wasserstofbriicken-Donor-Eigenschaften besitzen.

4. Bei der Verwendung von Oligomeren als Kopfgruppen steigt der repulsive Cha-

rakter mit der Anzahl der Monomereinheiten im Ruckgrat.

Es gibt unterschiedliche Modelle zur Erklarung der Biorepulsivitat. Eine allgemein

anerkannte Theorie geht von der sterischen Repulsion®®2*’

aus, die bei der Wech-
selwirkung mit dem Protein eintritt. PEG-Molekulle kdnnen als mobile, hochhydrati-
sierte, elastische Kugeln angesehen werden. Die hohe Kettenmobilitat ermdglicht nur
einen kurzen Kontakt mit den Proteinmolekilen, der fur eine bindende Wechselwir-
kung nicht ausreichend ist. Das PEG-Ruckgrat ist Uber Wasserstoffbriickenbindun-
gen sehr komplex mit den Wassermolekulen verbunden. Daraus resultieren Wasser
cluster, die sich in die wassrige Phase hinein erstrecken.

Chromatographiestudien zeigen, dass PEG im Wasser viel groRer ist als andere
Molekiile vergleichbarer Masse.?*® Die Beweglichkeit der PEG-Ketten wurde durch
Relaxation-Zeit Studien belegt.>*® Ein sich einer PEG-Schicht naherndes Protein
kann zwar diese temporar deformieren, aber nicht darauf adsorbieren. Eine Protein-
adsorption auf der PEG-Oberflache hatte zwei Konsequenzen: PEG-Ketten wurden
gegen die Oberflache, ohne Wassermolekulle zu verlieren, gestaucht werden, was
entropisch ungunstig ware, resultierend aus der eingeschrankten Bewegung der
sonst hochmobilen, hydratisierten Ketten. Diese unfavorisierte Entropiednderung
konnte Uberzukompensiert werden, wenn die Wassermoleklle von den PEG-Ketten

abgerissen wurden, was wiederum aus enthalpischen Grinden nicht passiert.256'2‘r’7
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Der Effekt der osmotischen Repulsion ist sowohl abhangig von der Kettenlange als
auch von der Dichte der Moleklle auf der Oberflache. Im Gegensatz zu PEG-
Schichten und PEG-terminierten SAMs lasst sich mit dieser Theorie die Biorepulsivi-
tat der OEG-SAMs nicht erklaren, da die EG-Ketten zu kurz sind, um sterische
Repulsion zu zeigen.

Mit Hilfe der single-chain-mean-field theory (SCMFT) stelle Szleifer eine Theorie auf,
die auch auf OEG-terminierte Systeme anwendbar ist. Die Theorie sagt aus, dass die
PEG- oder OEG-Ketten der oberflachengebundenen Schicht mit freien Adsorptions-
platzen des Substrats in attraktive Wechselwirkung treten und dadurch potentielle
Bindungsstellen fir das Protein blockieren. Die Interaktion der PEG-Ketten mit dem
Protein wird analog zur sterischen Repulsion beschrieben, allerdings als wenig von
der Kettenlange abhangig. 229"

Durch die Anwendung der Theorie der Kosmotropen entstand ein weiteres Modell,
das die OEG- bzw. PEG-Ketten in der Proteinldsung als Kosmotrope beschreiben.?®*
%64 Kosmotrope (Ordnungsbildner) sind polare Verbindungen, die sich durch Hydrati-
sierung mit Wasser mischen. Dabei bilden sie starkere Wasserstoffbrickenbindun-
gen mit Wasser aus als die Wassermolekule im bulk-Wasser untereinander. Dadurch
kommt es zur cluster-Bildung im Wasser und der Ordnungsgrad des Systems erhdht
sich. Folgende Effekte resultieren daraus: Im bulk-Wasser kommt es einerseits zur
Absenkung der Enthalpie, andererseits verursacht die cluster-Bildung eine Abnahme
der Entropie. Diese ungunstige Entropieanderung wird jedoch durch die positive
Mischungsentropie, entstanden aus der Vermischung von Wasser und Kosmotrop,
Uberkompensiert.

Wassermolekile in der Hydrathulle eines Proteins weisen eine im Vergleich zum
bulk-Wasser stark geordnete Struktur auf. Eine weitere Erhdhung des Ordnungsgra-
des dieses Hydratwassers durch ein Kosmotrop ware entropisch aulerst unglnstig.
Hieraus resultiert, dass sich das hydratisierte Protein bevorzugt an Kosmotrop-freien
Stellen im System aufhalt, also dort, wo keine OEG-Gruppen zugegen sind. Man

bezeichnet das Protein in diesem Zusammenhang auch als Ausschlussvolumen.

Laut einiger Simulationsstudien soll durch die starke Wechselwirkung zwischen
Ethylenglycolgruppen und Wassermolekulen auf der SAM-Oberflache ein festgebun-
dener Wasserfilm entstehen, der den Kontakt zwischen der Monoschicht und dem

Protein unterbindet.?®>?*® Die vorgeschlagene Korrelation zwischen Proteinresistenz
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und der fest gebundenen Wassermenge konnte jedoch weder durch andere theoreti-
sche Arbeiten noch durch Neutronenreflektivitatsmessungen an biorepulsiven Mono-
schichten bestatigt werden, die eher auf eine signifikant verminderte Wasserdichte
an der Grenzflache hindeuten.?”%%®

Aktuelle molekulardynamische Simulationen dagegen sagen fir das Wasser der
Grenzflache eine dem bulk-Wasser dhnliche Struktur vorher.?®°

Die osmotische Repulsion, das Fehlen von proteinbindenden Stellen, hohe Hydrophi-
lie und hohe molekulare Mobilitat werden als Ursachen flur die Biorepulsivitat von
PEG in mehreren Theorien diskutiert.?**?"°?"" Oft werden PEGylierte Schichten als
beinahe fliissige Aggregate mit hoch-mobilen oligomeren Segmenten dargestellt. 2”2
Zum besseren Verstandnis der Biorepulsivitat haben die systematischen Untersu-
chungen der OEG-Grenzflachenstruktur-bestimmenden Parameter, wie die Ketten-
lange, Packungsdichte und Konformation, beigetragen. NEXAFS-Messungen und
molecular modelling an dehydratisierten EG-terminierten SAMs haben gezeigt, dass
die Struktur des EG-Teils maRgeblich von der Kettenlange abhangig ist.?”> Wahrend
die OEG-terminierten Alkanthiolat-SAMs auf Gold mit drei bis sechs EG-Einheiten
eine kristalline Struktur mit helicaler Konformation der Kopfgruppe aufweisen, bewirkt
eine grolere Kettenlange eine Veranderung der Kopfgruppenstruktur von kristallin zu
amorph.?’”®>  Auch das Substrat hat einen EinfluR: Wahrend auf Gold fiir EGs-
terminierte Alkanthiolat-SAMs eine kristallin-helicale Struktur beobachtet wurde, sind
die SAMs auf Silber in dichter gepackter, kristalliner all-trans-Konformation angeord-
net.?’*?’® Daraus lasst sich schlieBen, dass die Packungsdichte der Monoschicht
bestimmend fur die Konformation der Kopfgruppe ist. Aulerdem scheint die Protein-
resistenz der OEG-terminierten Alkanthiolat-SAMs mit der Konformation der Kopf-
gruppen zu korrelieren. In der Tat sind OEG-terminierte Alkanthiolat-SAMs auf Gold
gegenuber Fibrinogen-Adsorption resistent, wahrend die dicht gepackten OEG-
terminierten SAMs auf Silber in all-trans-Konformation der Kopfgruppe die Adsorption
dieses Proteins nicht unterbinden konnten.?”®

Es ist offensichtlich, dass der Hydrogel-Zustand der PEG-Schicht wichtig fur den
biorepulsiven Effekt ist. Hydrogele bestehen aus losen und flexiblen Polymerketten,
die grol’e Mengen relativ fest eingebundene Wassermolekule enthalten. Dem Was-
ser kommt in diesem Zusammenhang eine besondere Bedeutung zu. Theoretische
Rechnungen und Monte Carlo Simulationen fur EG-terminierte Alkanthiolat-SAMs auf

Gold haben ergeben, dass Wasser im EG-Teil eingelagert und durch zwei- oder
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dreifache Wasserstoffbriickenbindung pro Wassermolekil an O-Atome der EG-
Gruppe vorliegt.?’*?®® Dieses Ergebnis kann als intramolekulare Vernetzung durch
Wasserstoffbriickenbindungen angesehen werden.?”” Die EGs-OMe SAMs auf Gold
wurden durch IR-VIS sum frequency generation (SFG) im Bereich der C-H Schwin-
gung untersucht. Es wurde eine Reduktion der Intensitat der Methyl-Schwingung und
eine Zunahme der Intensitat der Methylen-Schwingung beobachtet. Auch dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass das Wasser in die EG-Schicht penetriert und den
Ordnungsgrad vermindert.?’® Dies ist in der dichten SAM-Phase auf dem Silber nicht
maglich.

Ergebnisse molekildynamischer Rechnungen deuten darauf hin, dass die Bindung
der Wassermolekile in der OEG-Schicht starker ist als die Bindung zwischen den
Wassermolekilen in der bulk-Phase. Dieses und die oben beschriebenen prakti-
schen Ergebnisse deuten darauf hin, dass flir die Aufrechterhaltung der starken
Wechselwirkung der eingelagerten Wassermolekile mit den OEG-Einheiten der
Schicht gestorte helicale oder starker amorphe Konformation der EG-Ketten erforder-
lich sind. Der Grund hierfur ist, dass nur bei Vorhandensein solcher Konformationen
die Ausbildung der grol3tmoglichen Anzahl stabilisierender Wasserstoffbrickenbin-

dungen zwischen Wassermolektlen und der Schicht moglich ist.

Da auch die Bakterien keine abgesonderten Proteine auf der Oberflache deponieren
konnen, wird die Bakterienadhasion durch oberflachengebundene PEG-Molekile
wirksam verhindert. Neben der Unterdriickung der Proteinadsorption wird die Reduk-
tion der Bakterienadhasion auch auf die sterische Repulsion zwischen Teichonsaure-
(bei den Gram-positiven Bakterien) oder Lipopolysaccharide (bei den Gram-
negativen Bakterien) Hydrogelen auf der Bakterienoberflache und dem Hydrogel auf
den modifizierten Oberflachen zuriickgefiihrt.?”

Es kann als gesichert angesehen werden, dass die Ethylenglycolsegmente im Was-
ser unterschiedliche Kettenstruktur annehmen und dass unterschiedliche Konforma-

tionen unterschiedlich mit dem Protein in Wechselwirkung treten.?”®

Es gibt noch Kontroversen dariber, was ganz genau eine ideale PEG Schicht aus-
macht, d. h. welche Wirkungsweise fiir die Biorepulsivitat vorhanden sein sollte.?®® Es
fehlt eine einheitliche, bestandige Theorie. Allgemein kann man davon ausgehen,

dass unterschiedlich Proteinabweisungsmechanismen wirken, da es sehr wahr-
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scheinlich ist, dass die reale Situation viel komplexer ist als durch die vereinfachten

Modelle dargestellt wird.

1.3.5 Bakterien

Bakterien gehoren zu den einfachsten Lebewesen und sind die kleinsten zellularen
Organismen mit einer einfachen Zellstruktur. Die bakterielle Diversitat wird auf 107-

10° geschatzt,?® 282

wobei bis jetzt nur ein geringer Teil isoliert und kultiviert wurde.
Meistens besitzen sie eine typische Gestalt bzw. Morphologie. Nach der Morphologie
lassen sich Bakterien in Kokken, Stabchen und Spiralen einteilen. Die meisten
Bakterien in der Natur sind hydrophil mit ©,, < 60° (vgl. Kapitel 3.2.1).2%®

In der Regel sind Bakterien 0,5-5 ym lang und 1 pm dick. Als typische Prokaryonten

besitzen Bakterien eine Zelle ohne Kern und sind wie folgt aufgebaut (Abb. 14):

Schleimkapsel

Ribosom

/ Cytoplasma Zellwand
V. Zellmembran

Abb. 14: Typischer Aufbau einer bakteriellen Zelle.®®

Sie besitzen eine starre Zellwand, deren Aufbau von Art zu Art variiert. Als Trager der
Erbinformation fungieren eine zirkulare und stark verdrillte DNA und kleine DNA-
Ringe, die so genannten Plasmide. In den Ribosomen findet die Proteinsynthese
statt.

Prokaryontische Zellen, beispielsweise E.coli, besten zu 70-85% aus Wasser. Die
Trockenmasse enthalt 96% polymere Substanzen, hauptsachlich Proteine. Eine

E.coli-Zelle ist beispielsweise in der Lage, 4288 verschiedene Proteine zu syntheti-
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sieren, von denen nur 2700 bekannt sind."' Bis zu 4% der Trockenmasse sind
monomere Bausteine, wie Aminosauren und Zucker.

Fur das Wachstum bendtigen Bakterien ein aquatisches Medium und darin geloste
Nahrstoffe. Bemerkenswert ist ihre metabolische Aktivitat, die es ermdglicht, schnell
auf chemische und physikalische Veranderungen des unmittelbaren Mediums zu
reagieren. Durch eine Reihe von Orientierungsreaktionen, die als Taxien bezeichnet
werden, gelingt es den Bakterien, gezielt auf ihre Umwelt zu reagieren und nach
Orten mit den gunstigsten Lebensbedingungen zu suchen, an denen sie Uberleben
und sich maéglichst gut vermehren kénnen.

Bakterien sind in der Lage, ihre Morphologie zu andern, um sich an die Nanoto-
pographie einer Materialoberflache anzupassen.®’ Diese Flexibilitat ermdglicht ihnen,
in naturlichen Habitaten auf nahezu allen Grenzflachen zu wachsen. Hierzu gehéren
neben mineralischen Oberflachen auch Wurzeln und andere Pflanzenoberflachen,
sowie die Oberflachen hoherer Organismen, wie Haut, Mundhdhle oder Magen-
Darm-Trakt."®

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Bakterien S. epidermidis, S. aureus, P.
aeruginosa und E. coli sind klinisch relevant und sind haufig die Ursache fur Infektio-

nen .285286

1.3.5.1 Die bakterielle Zellwand

Obwohl die Natur beim Aufbau lebender Materie nur eine kleine Zahl von Elementen
benutzt, sind biologische Materialien hochkomplex. Allein eine Bakterienzelle enthalt
rund 6000 verschiedene Molekilspezies. Zu diesem komplexen Aufbau kommt die
Interaktivitat der Bakterienzellen. Durch biochemische Signalketten wie z. B. Boten-
stoffe und durch Genexpression wird ihre Struktur und Funktion reguliert.

Die bakterielle Zellwand trennt das Cytoplasma von der Umgebung. Sie ist rigider als
die eukaryotischer Zellen.?®” Die Funktionen der Zellwand sind vielfaltig und umfas-
sen die Aufrechterhaltung der Zellgeometrie, mechanischen Schutz, Schutz vor
ungunstigen Umweltbedingungen sowie Kompensierung des osmotischen Druckes.
Aulerdem dient die Zellwand als rigide Plattform flr Zellorganellen, wie Fimbrien und
Flagellen. Die molekulare Zusammensetzung einer bakteriellen Zellwand ist im
Wesentlichen plastisch d. h. sie variiert als Antwort auf die Anderungen in der unmit-

telbaren Umwelt, 288289
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Aulerdem kdénnen Bakterien ihre Wachstumsrate und enzymatische Aktivitat andern.
Ahnliche Anderungen werden auch beim Ubergang vom planktonischen in den
oberflachengebundenen Zustand beobachtet. Die Zellwand aller Bakterienarten
besitzt eine individuelle Struktur und die Zellwandzusammensetzung ist einer der
wichtigsten Faktoren in der Differenzierung der Bakterien. Eine dieser Differenzie-
rungsmethoden ist die so genannte Gram-Farbung, nach der in Gram-positive und in
Gram-negative Gruppen eingeteilt wird. Die Gram-Farbung basiert auf Unterschieden
in der Zellwandstruktur (Abb. 15). Die Gram-positiven Bakterien behalten bei der
Anfarbung mit einer Mischung aus Kristallviolett und Jod eine blaue Farbung, wah-

rend die Gram-negativen durch die Behandlung mit Ethanol entfarbt werden.

4 -
g ram g ram 1 Polysaccharide

Lipoprotein

Peptido-
glycan

Transportprotein

Abb. 15: Zellwinde Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien.?*

Die Zellwand der Gram-positiven Bakterien besitzt eine massive, dicke Peptidogly-
kan- oder Murein-Schicht, in der grole Mengen kovalent verankerte Teichonsauren
eingelagert sind. Teichonsauren sind eine Art molekulares ,Markenzeichen® der
Gram-positiven Bakterien. Peptidoglykane sind aus Zucker und Aminosauren zu-
sammengesetzte Makromolekule, die der Zellwand die Festigkeit verleihen. Die
verbrickenden Aminosauren bzw. ihre Derivate variieren von Spezies zu Spezies.
Das Rulckgrat der Peptidoglykan ist aus alternierenden Sequenzen von N-
Acetylglycosamin und N-Acetylmuraminsaure aufgebaut. Zwischen Plasmamembran
und Mureinhulle liegt ein enger, mit Periplasma geflllter Raum, der so genannte
periplasmatische Spalt. Wahrend bei den Gram-positiven Bakterien Peptidoglykan
bis zu 90% der Trockenmasse ausmacht, betragt sein Anteil nur 20% des Trocken-

gewichtes bei den Gram-negativen, da diese oft nur eine dunne, einschichtige Mur-
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einhulle haben, die keine Teichonsaure enthalt und in ein groRraumiges, so genann-
tes periplasmatisches Gel eingebettet ist. Das Periplasma wird durch eine Membran,
die so genannte auRere Membran begrenzt. Die duRere Membran wirkt als komple-
xes Barrieresystem gegen Biozide und Antibiotika und stellt eine Besonderheit der
Gram-negativen Bakterien dar. Die aullere Membran ahnelt der Cytoplasma-
membran, ist jedoch asymmetrischer und komplexer aufgebaut und enthalt grolie
Mengen Lipopolysaccharid, das LPS."' LPS ist eine charakteristische Komponente
der Gram-negativen Bakterien und weist drei strukturelle Komponenten auf. Diese
sind: Lipid A, Kernregion und O-Antigen (Abb. 16).

~

n ~ \
Y
. O-spezifische
Kette
7
— 3
T .
Pol harid
> auBerer Kern > olysaccharide
e LPS
g= y
4
> innerer Kern
J /
~
> Lipid A

* _/

Abb. 16: Struktureller Aufbau von LPS.

Lipid A Region: Sie bildet den inneren Bereich des LPS. Beim Lipid A handelt es
sich um ein Phosphoglycolipid (biphosphoryliertes N-Acetylglucosamin-Disaccharid),
das in der Regel mit mehreren Fettsauren verestert ist. Das Lipid A erweist sich in
isolierter Form als aullerst toxisch und ist damit ein wichtiger Virulenzfaktor der
Gram-negativen Bakterien.

Innere und auBere Kernregionen: Die innere Kernregion steht mit dem Lipid A in

Verbindung und enthalt eine spezielle Zuckersaure, 2-Keto-3-desoxyoctonsaure
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(KDO), sowie drei teils phosphorylierte Heptosen. Die daran anschliellende aulere
Kernregion besteht aus funf Hexosen, Galactose und N-Acetylglycosamin.
O-spezifische Kette (auBere Polysaccharidkette): Sie besteht aus bis zu 25 sich
wiederholenden Einheiten von 3 bis 5 Zuckerbausteinen, die oft auch verzweigt mit
einander verknlpft sind. Auf diese Art entstandene, nach auf3en ragende Polysac-
charidstrukturen sind von Keim zu Keim unterschiedlich und stellen die fur die sero-
logische Typisierung wichtigen, so genannten O-Antigene dar.

Dem LPS wird eine wichtige Rolle sowohl in der Adhasion als auch in der Antibiotika-
resistenz zugesprochen.

Sowohl bei den Gram-negativen als auch bei den Gram-positiven Bakterien kommen
Oberflachenanhangsel namens Flagellen vor, die die Fortbewegung ermdglichen.
Manche Bakterien besitzen neben den Flagellen auch Fimbrien oder Pilis. Fimbrien
stellen rigide, gerade und faserartige Anhangsel dar. Sie sind aus identischen
stammspezifischen Protein-Einheiten zusammengesetzte Polymere. Strukturell sind
Fimbrien winzige Harchen, die aus ineinander greifenden Proteinsegmenten beste-
hen und eine Helix mit dem Durchmesser von 7 nm bilden. Fimbrien sind Adhasions-
vermittler bei den Gram-negativen Bakterien. Die Oberflache einer E.coli-Zelle weist

f,217

beispielsweise mehr als 300-400 Typ-I-Fimbrien au Allerdings wurden ahnliche

t.2°0 Wahrend Fimbrien

Strukturen auch bei den Gram-positiven Bakterien beobachte
bei den Gram-negativen Bakterien durch nicht kovalente Wechselwirkungen zwi-
schen Sub-Einheiten entstehen, wurde bei den Gram-positiven Bakterien eine kova-
lente Polymerisation zwischen den Einheiten gefunden. Allerdings scheint die Funk-
tion der Fimbrien bei den Gram-positiven identisch mit der bei den Gram-negativen

zu sein, und der Adhasion zu dienen.?’

Wichtige Komponenten der Zellwand Gram-
negativer Bakterien sind die Proteine in der aul’eren Membran (outer membran
proteins, OMP), die fur die Stabilitat der Zellwand und den Transport hydrophiler
Substanzen sorgen. Reichlich vorhanden sind Porine, die Kanale bilden, entweder
fur den unspezifischen Transport kleiner hydrophiler Substanzen oder fur den spezi-
fischen Transport von beispielsweise Eisen in Form von Chelatkomplexen. Die
Porine sind wassergeflllte Kanale, die je nach physiologischen Bedingungen offen
oder geschlossen sind und so den Stoffaustausch regulieren. Die aul3ere Membran
enthalt etwa 10° Porine, durch die unspezifisch geléste Stoffe, wie Zucker oder

Aminosauren, in die Zelle gelangen kdnnen.
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Wie bereits erwahnt, spielen die Eigenschaften der bakteriellen Zelloberflache eine
entscheidende Rolle in der Bakterienadhasion.?®® Wahrend die Gram-negativen
Bakterien Uber proteinbasierte Strukturen, wie Fimbrien, adharieren, verwenden die

Gram-positiven dafiir die Kohlenhydratstrukturen.?*

1.3.5.2 Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)

S. epidermidis ist ein Gram-positives, koagulasenegatives, nicht bewegliches Bakte-
rium, das zur Normalflora der menschlichen Haut gehort. Als pathogener Keim spielt
es in der Medizin, ganz besonders in der Chirurgie, eine groRe Rolle und wird als
,pathogen of medical progress bezeichnet.?®* Dieser Erreger ist in der Lage, an
einer Vielzahl von Kunststoffoberflachen, wie Kathetern, kinstlichen Herzklappen
oder Gelenkprotesen Biofilme auszubilden und somit Implantat-assoziierte Infektio-
nen auszuldsen.’® S. epidermidis ist in der Lage, direkt an Oberflachen, ohne condi-
tioning film, zu adharieren.?®® Die Zunahme an S. epidermidis-Infektionen korreliert
mit der wachsenden Verwendung von Implantaten. S. epidermidis produziert im
Gegensatz zu S. aureus kaum Toxine und gewebeschadliche Exoenzyme. Die
Haufigkeit von S. epidermidis bei den Implantat-assoziierten Infektionen beruht
hauptsachlich auf seiner Fahigkeit, nach Anhaften auf die Implantatoberflache einen
schiitzenden Biofilm zu bilden.?®” S. epidermidis bildet wahrend der Kolonisierung
grolRe Mengen einer extrazellularen Schleimsubstanz jenseits der Zellwand. Man
spricht in diesem Zusammenhang von Kapseln oder Schleimhulle. Fur solche exopo-
lysaccharidhaltige Strukturen wurde aufgrund der Identifizierung von Polysacchari-
den als haufige Hauptbestandteile der Begriff Glycocalyx eingefiihrt."®

S. epidermidis besitzt verschiedene kohlenhydratbasierte Adhasine, die als funktio-
nelle Faktoren die primare Anhaftung an unterschiedliche Materialien sowie Zell-Zell
Adhasion im Biofilm vermitteln. Die wichtigsten Vertreter sind das kapsulare Polysac-
charid-Adhasin, PS-A, die eine komplexe Zusammensetzung mit hohem Glucose-
und Galaktoseanteil aufweist sowie das interzellulare Polysaccharid-Adhasin (poly-
saccharide intercellular adhesin, PIA), das fur die interbakterielle Adhasion im Biofilm
sorgt.?#®

Neben der Funktion als intrazellulares Adhasin dient PIA auch als aktive Substanz

bei der Agglutination von Erythrozyten.
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1.3.5.3 Staphylococcus aureus (S. aureus)

S. aureus (aureus, lateinisch ,der Goldene®) gehért zu den Gram-positiven, kugel-
formigen, nichtbeweglichen Bakterien, die keine Sporen bilden. Ein charakteristi-
sches morphologisches Merkmal ist die goldgelbe Pigmentierung der Kolonie. S.
aureus ist ein medizinisch sehr relevantes Bakterium, das als Hauptverursacher von
Wundinfektionen gilt. S. aureus ist in der Lage Virulenzfaktoren, wie extrazellulare
Enzyme und Toxine, zu produzieren. Besondere Probleme bereiten Methicillin-
resistente S. aureus Stamme (MRSA) Diese sind unempfindlich gegen fast alle zur
Verfligung stehenden Antibiotika geworden. Bis dahin waren die Antibiotika Vanco-
mycin und Teicoplanin die Mittel der Wahl. S. aureus ist eigentlich ein harmloses
Bakterium, welches die Schleimhaut des vorderen Nasenvorhofes bei etwa 20% der
Bevolkerung bewohnt. Allerdings kann dieser Erreger bei schweren Erkrankungen
oder nach den Operationen, wenn das Immunsystem des Patienten geschwacht ist,
lebensbedrohliche Infektionen (Sepsis, Wundinfektionen, Pneumonie) auslosen.
Daruber hinaus ist S. aureus der Haupterreger bei Infektionen auf Metallimplanta-
ten®*® und wird als ,Krankenhauskeim* bezeichnet.

Hat Staphylococcus aureus einen Biofilm auf einem Biomaterial gebildet, ist eine
Antibiotika-Therapie meistens erfolglos, was eine Entfernung des Implantats notwen-
dig macht.>®

Als Adhasine dienen meistens Proteine oder Polysaccharide. Bei der Biofilmbildung
von S. aureus ist das biofilm-associated protein, bip, involviert.*®* AuBerdem wurde
gefunden, dass Teichonsaure-Molekile auf der Oberflache der Bakterien bei der
Oberflachenbesiedlung eine Rolle spielen.*®? Nach der Identifizierung des Gens, das
fur die Synthese von Teichonsaure erforderlich ist, gelang es, dieses Gen bei einem
Staphylococcus-Stamm auszuschalten, wodurch die Bakterien in der Laborkultur ihre
Adhasionsfahigkeit verloren.>*® Bei der Adhasion von Staphylococcus aureus tragt
PiA auRerdem bei.®** Darliber hinaus gibt es eine Reihe spezifischer bakterieller
Oberflachenproteine, die die Adhasion an Wirtstrukturen, wie Kollagen, Fibrinogen
und Fibronektin vermitteln. Diagnostisch bedeutsam ist eine Subpopulation von S.
aureus, die aufgrund des reduzierten Wachstums als small colony variants bezeich-

net wird und haufig erst nach 48-72 h Bebritung sichtbare Kolonien bildet.
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1.3.5.4 Escherichia coli (E. coli)

E. coli wurde 1885 von T. Escherich beschrieben und zu seiner Ehre Escherichia coli
(E. coli) genannt. E. coli stellt den am intensivsten untersuchten Mikroorganismus in
der mikrobiologischen und molekularbiologischen Forschung dar. Es handelt sich
dabei um Gram-negative, kurze, stumpfe Stabchen mit einem Durchmesser von ca.
0,6-1 uym, einer Lange von 1-2 ym, die zur aeroben Atmung und anaeroben Fermen-
tation (fakultativ anaerob) befahigt sind und eine peritriche Begeillelung aufweisen.
Taxonomisch wird E. coli in die Familie der Enterobacteriaceae eingeordnet. Die
Kolonien von E. coli sind in der Regel rund.

E. coli ist ein typisches Beispiel fir Modellorganismen in der molekularen Biologie.
Der Grund hierfur ist gute Handhabbarkeit, gute Kultivierbarkeit und geringe Virulenz.
Dieser Keim kommt im normalen gastrointestinalen Trakt des Menschen, anderer
Sauger und Voégeln vor und ist sehr wichtig fur die gesunde Darmflora dieser Orga-
nismen. Allerdings haben sich auch pathogene Varianten entwickelt, die komplizierte
Erkrankungen, wie Harnweginfektionen, Meningitis und Septikédmien verursachen. E.
coli wird oft im Fall von Harnweg-Katheter-Infektionen gefunden.**® Eine besondere
Rolle bei der Adhasion spielt die Zellwand des Bakteriums. Zwei Phospholipidschich-
ten, eine Cytoplasmamembran und eine aufliere Membran sind die Bestandteile der
Zellwand. Zwischen den beiden Membranen, die jeweils ca. 8 nm dick sind, befindet
sich ein periplasmatischer Raum mit einem Zellgerust aus Peptidoglykan und Li-
poproteinen. Der Hauptbestandteil der auReren Membran sind Lipopolysaccharide.
Bei E.coli ist drei Viertel der gesamten Zelloberflache mit LPS besetzt. AuRerdem
verfugt E.coli Uber organisierte Fortbewegungsorganellen, die so genannten Flagel-
len, die das Erreichen verschiedener Habitate sowie die Flucht ermdglichen.

Von E.coli sowie von den meisten Enterobakterien werden Typ-I-Fimbrien exprimiert.
Neben der Adhasion vermitteln Typ-I-Fimbrien auch eine Invasion an das Blasen-
epithel.>® Nach der Invasion bzw. erfolgter Infektion werden die Typ-I-Fimbrien
wieder abgestoflen, um die Erkennung der Bakterien durch das Immunsystem
(Granulozyten) und Phagozytose zu vermeiden.

Die Untereinheit von Typ-I-Fimbrien ist ein Protein namens FimA. Bei der spezifi-
schen Adhasion von E.coli agiert das Mannose-spezifische Lektin FimH als Andock-
protein. Es ist an den Enden und am Schaft der Fimbrien lokalisiert. Die Bindung

zwischen FimH und Mannose wird als so genannte ,catch bond“ bezeichnet, also
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eine Bindung, deren Bindungskraft mit Zunahme von aul3en wirkender Scherkrafte
auf das System zunimmt.*®” Statt durch die Kérperfliissigkeit weggeschwemmt zu
werden, haften sich die E.coli Bakterien deshalb noch starker an den Schleimhauten

und koénnen dort Infektionen verursachen.

1.3.5.5 Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

P. aeruginosa ist ein 0,5-0,8 ym dickes und 1,5-3,0 um langes Gram-negatives,
stabchenformiges, und polar begeildeltes Bakterium. Taxonomisch zahlt die Gattung
Pseudomonas zur Familie der Pseudomonadaceae. P. aeruginosa bildet relativ
grolde, grunlich metallisch glanzende Kolonien mit einem charakteristischen, sufli-
chen, an Lindenbliten erinnernden Geruch.

P. aeruginosa ist in der Umwelt ubiquitar und wird wegen seiner Anspruchslosigkeit
gegenuber Nahrstoffvorkommen auch als ,Pflutzenkeim® bezeichnet. Dieser Keim
kolonisiert sehr schnell und hartnackig unterschiedliche Oberflachen. P. aeruginosa
ist als ein fakultativ pathogenes Bakterium ein wichtiger Krankheitserreger und haufig
die Ursache fur die bakterielle Keratitis, eine Infektion des Auges, die durch die
Besiedlung von Kontaktlinsen mit dem Keim entsteht.?®® Im Koérper verursacht P.
aeruginosa beim Menschen eitrige und septikdmische Infektionen.

P. aeruginosa ist ein sehr vielseitiger Organismus, der unter diversen Bedingungen
floriert. Entsprechend kompliziert ist die Bekampfung der P. aeruginosa Biofilme.
1993-1994 ist in den USA eine mysteriose Krankheit unter Asthmatikern ausgebro-
chen, bei der 100 Patienten verstarben. Wie sich herausstellte, hatten alle Albuterol-
Inhalationsmittel fir ihre Therapie verwendet. Im Fermenterinhalt der Herstellerfirma
wurde Pseudomonas aeruginosa entdeckt. Das von der Firma eingesetzte Desinfek-
tionsmittel war nicht wirksam, da Pseudomonas aeruginosa einen massiven Biofilm
gebildet haben. Mit dem Inhalationsmittel zusammen gelangten auch die mit dem
Schleim umhillten Zellverbande in die Sprayflaschen. Nach Inhalation dieser Biofil-
me konnten sowohl das Immunsystem der Patienten als auch die angewandte
Chemotherapie der Infektion nicht mehr Herr werden.3%®

Bei oberflachengebundenen P. aeruginosa erfolgt eine Herab-Regulierung der fur die
Flagellensynthese verantwortlichen Gene, wohingegen die fir die EPS- und OMP-
Bildung verantwortlichen Gene hoch-reguliert werden.**® Daher wird vermutet, dass

die Bakterien sich an das immobile Leben im Biofilm anpassen, indem sie die Flagel-
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len verlieren und die EPS-Produktion erhéhen. Bei P. aeruginosa, der aus Patienten
mit zystischer Fibrose isoliert wurde, wurde eine exzessive Alginatproduktion beo-
bachtet. Alginat ist ein Polymer aus Mannuron- und Guluronsaure und das Haupt-
Exopolysaccharid im Biofilm von P. aeruginosa.

Die ausgepragte Anspruchslosigkeit, die Fahigkeit, sich an verschiedene Umweltbe-
dingungen anzupassen, und die diversen Adhasionsmechanismen spiegeln sich in
der GenomgrofRe von P. aeruginosa wieder. Das vollstandig sequenzierte Genom
des Referenzstammes PAO1 gehort mit einer GrofRe von 6,264 Mbp zu den groften
bisher sequenzierten Genomen.*'"°

P. aeruginosa verflgt Uber ein groldes Repertoire an extrazellularen Virulenzfaktoren
und ist oft ein Pionier, der die Oberflache fir andere Bakterien besiedelbar macht.
Vor der Adhasion fuhrt P. aeruginosa eine flagellenabhangige Schwimmbewegung
entlang der Oberflache aus. Die einzelnen Bakterien binden zunachst in Form einer
Monoschicht an die freie Oberflache und gruppieren sich dann innerhalb von ca. drei
Stunden zu Mikrokolonien. Voraussetzung fur die Gruppierung ist eine an die Typ-IV-
Fimbrien gebundene Mobilitat. Die Uber Typ-IV-Fimbrien vermittelte Fahigkeit, sich
entlang der Oberflache zu bewegen und Zellhaufen bzw. Mikrokolonien zu formen,
wird als ,twitching motility* bezeichnet.>'' Diese Beobachtung weist darauf hin, dass
sensorische Systeme aktiviert werden, wenn individuelle Zellen die Oberflache
erreichen. Nach Stoodley et al. ist der Ubergang von der reversiblen zur irreversiblen

Adhasion bei P. aeruginosa auf die Typ-IV-Fimbrien zuriickzufiihren.’
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe selbstanordnender Monoschichten
Oberflachen dahingehend zu modifizieren, dass eine Bakterienadhasion unterdrickt
wird. Zur Realisierung dieses Projekts sollten SAMs mit biorepulsiven Kopfgruppen
auf Gold und den oxidischen Oberflachen von Stahl und Aluminium erzeugt werden.
Neben den als proteinresistent bekannten Hexaethylenglycol- bzw. Hexaethylengly-
colmonomethylether-Termini sollte die Polyglycerolkopfgruppe als biorepulsivitatge-
bende Einheit untersucht werden.

Die Monoschichten sollten hinsichtlich ihrer Resistenz gegeniber unspezifischer
Bakterienadhasion untersucht werden. Hierzu sollte ein in vitro Untersuchungsmodell
etabliert werden, das eine Korrelation der biorepulsiven Eigenschaften unterschiedli-
cher SAM-Typen mit der auf ihnen stattfindenden primaren Adhasion der Testkeime
ermoglicht.

Die meisten Adhasionsstudien untersuchen entweder die Adhasionsfahigkeit eines
bestimmten Organismus, den Effekt eines bestimmten Faktors auf die Adhasion oder
aber den Adhasionsgrad, mit dem ein Bakterium auf einer bestimmten Oberflache
haftet.®'? Im Rahmen dieser Arbeit war der dritte Punkt, die Adhasionsfahigkeit unter
konstanten Versuchsbedingungen, von Interesse. Das Ziel war, ein zuverlassiges
Protokoll fir die Adhasionstests zu entwickeln.

Als Testkeime wurden zwei Gram-negative, E. coli WT und P. aeruginosa PAO und
zwei Gram-positive Bakterien, S. epidermidis ATCC 14990 und S. aureus ATCC
6538, ausgewahlt. Der wesentliche Grund fur die Wahl dieser Organismen war ihre
medizinische Relevanz. Es war aber auch wichtig, unterschiedliches Adhasionsver-
halten, bedingt durch die Unterschiede in der Zellwandzusammensetzung und Zell-

wandstruktur, mit in die Untersuchung einzubeziehen.

Nach der Erarbeitung und Charakterisierung dieses Untersuchungssystems war es
von Interesse, mogliche Zusammenhange zwischen der Struktur der schichtbilden-
den Molekule und den biorepulsiven Eigenschaften der Monoschichten aufzudecken.
Weiterhin war von Bedeutung zu klaren, ob die Biorepulsivitat der Monoschichten bei

den PG-terminierten Dendrimer-SAMs durch den Polymerisationsgrad der verwende-
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ten Molekile beeinflusst wurde (Abb. 17). Hierzu sollten innerhalb der drei Substanz-

klassen Molekile mit unterschiedlichen Molmassen untersucht werden.

MeSOS MeSOY
\\ __PGOH HOPG\\N __PGOH HOPG\(}%/ \ﬁ __PGOH
N

c® ® MeSO? e ~
10 10 10 10

S S S S

>:O >:O O:< >:O

D1(SAc) D2(SAc) D3(SAc)

Abb. 17: PG-terminierte Dendrimer-SAMs.

Als Referenzen sollten unbeschichtete Gold-, Stahl- und Aluminiumoberflachen in

diesen Untersuchungen fungieren.

Das Ziel dieses Forschungsvorhabens sollte in mehreren Phasen erreicht werden.
Da diese Arbeit sich an der Schnittstelle unterschiedlicher Fachdisziplinen befindet,
stand zu Beginn der Bearbeitung der Fragestellungen eine ausfuhrliche Literaturre-
cherche im Vordergrund. Dadurch sollte eine theoretische Basis Uber die Themen
geschaffen werden, die flr die Realisierung des Projekts relevant waren. Zunachst
sollten aus der Literatur methodische Ansatze ausgewahlt und die Machbarkeit
entsprechend dem Equipment Uberprift werden. Die ausgesuchten Methoden sollten
ermdglichen, die primare Adhasion von Testorganismen auf Gold-, Stahl- und Alumi-
niumoberflachen sowie Selbstanordnenden Monoschichten auf diesen Metallen zu

detektieren und quantifizieren.

In der zweiten Phase sollten im Rahmen der Konzeptfindung Vorversuche durchge-
fuhrt werden, um eine Versuchsanordnung fur die Plattenzahimethode zu etablieren.
Konkret wurde die Validierung des Versuchsaufbaus fiur die Adhasion eines Gram-
negativen und eines Gram-positiven Stamms auf Gold angestrebt. Auf der Basis der
Beobachtungen wahrend der Vorversuche sollte die notwendige Optimierung einer

der Techniken zur Untersuchung der Bakterienadhasion im Mittelpunkt stehen. In
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einem empirischen Prozess sollten Parameter variiert werden, um ein reproduzierba-
res System zu entwickeln.

Nach der Etablierung der Plattenzahimethode als Grundtechnik zum Studieren von
Bakterienadhasion sollte die Epifluoreszenzmikroskopie als eine alternative Untersu-
chungsmethode erprobt werden, die die geforderten Aspekte der Einfachheit, Repro-
duzierbarkeit und Genauigkeit vereinte. Ein Vergleich zwischen diesen beiden Me-
thoden sollten die Vorteile und Nachteile aufdecken. Mit diesem Ziel sollte die in der
Literatur viel diskutierte Problematik der direkten und indirekten Detektion adharierter
Bakterien in unserem Testsystem adressiert werden.

Weiterhin war vorgesehen, den Einsatz der Oberflachenplasmonresonanz-
Spektroskopie zur Untersuchung der Bakterienadhasion auf Metalloberflachen zu

testen.

Nach der Etablierung des Untersuchungssystems fir Gold- und SAMs auf Gold sollte
in der dritten Phase der Arbeit die Erweiterungsfahigkeit der Methoden auf Stahl und
Aluminium erprobt werden. Hierfur sollten auf den oxidischen Oberflachen SAMs
generiert werden und die primare Adhasion der Testkeime auf diesen untersucht
werden. Weiterhin musste eine geeignete Methode zur Funktionalisierung dieser
Oberflachen gefunden werden.

Als Schichtbildende Molekule sollten Polyethylenglycolmonomethylether-terminierte
Undecylphosphon- und -thiophosphonsaure sowie Polyglycerol-terminierte Unde-

cylphosphonsaure zum Einsatz kommen (Abb. 18).

Ho o] (PGOMe)\=3000 gimol

HO 1 HO ! I @ osoe
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11 3
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0" /3-12 0" /3-12 HO

Abb. 18: PEG-terminierte Undecylphosphonsaure (links), PEG-terminierte Undecylthio-

HO//

phosphonsaure (Mitte) und PG-terminierte Undecylphosphonséure (rechts).
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Im Rahmen dieser Arbeit kamen verschiedene Methoden zum Einsatz, deren we-

sentliche Prinzipien nachfolgend vorgestellt werden.

3.1 Elektronenstrahlverdampfung zur Herstellung von

Goldsubstraten

Elektronenstrahlverdampfung ist die Methode der Wahl bei der Abscheidung von
Metallen auf Substrate. Darunter versteht man das thermische Verdampfen des
jeweiligen Metalls im Ultrahochvakuum mit anschlieRender Kondensation einer
Schicht gewlnschter Dicke dieses Metalls auf den Substraten. Der durch eine Hoch-
spannungsquelle erzeugte Elektronenstrahl wird durch ein Magnetfeld auf den
Tiegel, in dem das Metallgranulat platziert ist, gelenkt. Dabei entsteht eine Tempera-
tur von 1000 bis 2000 °C, die das Metall zum Schmelzen und zum Verdampfen
bringen. Fur die Ermittlung der Dicke des auf dem Substrat kondensierten Metalls
misst ein in der Nahe der Substrate befindlicher Schwingquarz die Massendifferenz

auf dem Quarzplattchen lber die Anderung der Resonanzfrequenz (Abb. 19).

Motor - Substrate
| 4
Substrathalter {..—""'/ Dampf
/
Rezipient ~— Dampfquelle

Elektronenstrahl l __—— Pumpenanschiu

Abb. 19: Schematische Darstellung einer EIektronenstrahIverdampfungsanlage.313
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3.2 Oberflachencharakterisierung

3.2.1 Kontaktwinkelmessung

Unter den zahlreichen modernen Methoden, die zur Oberflachenanalyse eingesetzt
werden, wird die Bestimmung des Kontaktwinkels als Standard angesehen. Die
Kontaktwinkelmessung ist eine zerstérungsfreie Methode, die ermdglicht, Oberfla-
chen bezuglich ihrer Polaritat und Rauhigkeit zu charakterisieren. Aufierdem kann
uber Kontaktwinkelmessungen die Oberflachenenergie der Oberflache bestimmt
werden. Durch die Kontaktwinkelmessung an SAMs kann zum Einen festgestellt
werden, ob eine Schichtbildung stattgefunden hat, zum Anderen korreliert die so
genannte Kontaktwinkel-Hysterese (s. u.) mit der Rauhigkeit des Films und gibt somit
Informationen Uber den Ordnungsgrad der gebildeten Schicht.

Als Kontaktwinkel ® wird der Winkel bezeichnet, der durch Flussigkeitstropfen auf
einer festen Oberflache gebildet wird (Abb. 20). Die Benetzung einer Oberflache,
beispielsweise mit Wasser in Luft als umgebendem Medium, also die Groe des
Kontaktwinkels, ist abhangig von den Grenzflachenspannungen zwischen Wasser

und Luft (yy,) Festkérper und Wasser (ys) und Oberflache und Luft (ysy).

Gasphase (v)

Y,c0s © Festkorper (s)

Abb. 20: Grenzflachenspannungen y und Kontaktwinkel ® an einer teilweise benetzten
Oberfléche.

Den Zusammenhang zwischen Kontaktwinkel und den Grenzflachenspannungen

beschreibt die Young’sche Gleichung.®™*

67



3 Methoden

Ysv =%is T ¥ -COS O Gl. 1

Das Verhaltnis der Grenzflachenspannungen bestimmt den Kontaktwinkel eines
Wassertropfens auf einer Oberflache. Je starker die bindende Wechselwirkung
zwischen der Oberflache und der Flissigkeit ist, desto geringer ist der Kontaktwinkel.
Das ist der Fall bei hydrophilen Oberflachen, die sich von Wasser gut benetzen
lassen. Hydrophobe Oberflachen weisen dagegen gegeniber Wasser grolere
Kontaktwinkel auf. Per Definition ist eine Oberflache mit einem Wasser-Kontaktwinkel
kleiner 90 ° hydrophil und gréRer als 90 ° hydrophob. Ab einem Winkel von 140 °
werden Oberflachen als superhydrophob bezeichnet.

Die Young'sche Gleichung geht von ideal glatten Oberflachen aus. Die Rauhigkeit
der realen Oberflachen fuhrt zur so genannten Kontaktwinkelhysterese. Diese Grolke
stellt die Differenz zwischen dem Fortschreitwinkel ®4 (advancing contact angle) und
dem Ruckzugswinkel ®r (receding contact angle) dar. Die Groflen ®a und Or kon-

nen gemessen und anschlieRend die Kontaktwinkelhysterese bestimmt werden.3">>"”

Abb. 21 zeigt die Messanordnung der Kontaktwinkelmessung nach der sessile drop-
Methode.*? Hierbei wird mit einer Mikroliterspritze ein Wassertropfen auf die Probe
aufgebracht und von der Rickseite her beleuchtet.

Zur Messung des Fortschreitwinkels ®4 wurde das Volumen des Wassertropfens auf
der Oberflache kontinuierlich erhéht, bis der Tropfen sich auszudehnen begann.
Dann wurde die Kanule aus dem Tropfen entfernt und der Kontaktwinkel bestimmt.
Zur Bestimmung des Ruckzugswinkels ®r wurde nach der Messung von ©a die
Kanule wieder in den Tropfen eingefuhrt und das Volumen solange vermindert, bis
der Tropfen sich auf der Oberflache zusammenzuziehen begann. Die Kanule wurde
dann wieder aus dem Tropfen entfernt und ® bestimmt.

Durch die Kamera wird das Bild des gebildeten Tropfens an einen angeschlossenen
Rechner Ubermittelt. Mit einem speziellen Programm wird zunachst die Kontur des
Tropfens ermittelt und daraus der Kontaktwinkel Uber einen Young-Laplace-Algo-

rithmus berechnet.
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Computer ul-Spritze

Kamera Lichtquelle

i L

Abb. 21: Messanordnung zur Bestimmung von Kontaktwinkeln nach der sessile drop-Methode.

3.3 Untersuchung der Bakterienadhasion

Zum Evaluieren der Wechselwirkung zwischen Bakterien und Materialoberflachen
wurden einige in vitro Techniken entwickelt.*'®%'® Je nach verwendeter Methode
verlauft das Experiment, vor allem die Quantifizierung der adharierten Zellen, unter-

schiedlich, jedoch kann man einen Grundablauf formulieren:

Praparation der Substrate
Anzucht und Praparation der Zellen
Adhasionsassay (Inkubation der Proben in der Bakteriensuspension)

Waschen der Proben zur Entfernung ungebundener Bakterien

o N~

Detektion/Quantifizierung adhéarierter Bakterien

Zur Quantifizierung der Bakterien werden folgende Techniken eingesetzt:

die Lichtmikroskopie,319 Epifluoreszenzmikroskopie, Rasterelektronenmikroskopie,320
Konfokalmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie (AFM, atomic force microscopy).
Durch AFM-Messung kann einerseits die Zelloberflache mit hoher Auflésung visuali-
siert werden, gleichzeitig ist diese Methode in der Lage, die an der Wechselwirkung
beteiligten Krafte sowohl zwischen einzelnen Zellen als auch zwischen Zellen und
der Oberflache zu detektieren und zu quantifizieren.®?'3#

Neben den mikroskopischen Methoden, die eine direkte Zahlung adharierter Bakteri-

3 sowie die

en ermdglichen, gibt es beispielsweise die radioaktive Markierung?
Plattenzahlmethode (plate count method),*** bei der das Ablésen adhérierter Zellen

fiir die Quantifizierung notwendig ist, sowie viele andere Methoden.*'® Alle Methoden
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haben Vorteile und Nachteile, jedoch ist die Wahl der Untersuchungsmethode ein
wichtiger Punkt und muss bei der Planung der Versuchsdurchfuhrung bericksichtigt
werden. Es gibt derzeit keine standardisierte, allgemein akzeptierte Methodologie,>*°
was dazu fuhrt, dass nicht nur die Assays variieren, sondern auch entscheidende
Parameter, wie Expositionszeit, physiologische Phase der Mikroorganismen, Prapa-
ration der Zellen, Konzentration der Bakteriensuspension, der Spulvorgang und
hydrodynamische Bedingungen. Dieser Umstand macht den Vergleich der Ergebnis-
se, die mit unterschiedlichen Techniken erhalten wurden, schwierig. Auch sind
Faktoren, wie Positionierung der zu untersuchenden Substrate, die Spulprozedur und
gegebenenfalls die Ablésung der adharierten Bakterien von Methode zu Methode
verschieden.?'932°

Bei der Positionierung der Substrate gibt es unterschiedliche Wege, wie beispiels-
weise bei den random-flow oder static Systemen, wo die Proben horizontal, in einer
Petrischale plaziert,?'® oder vertikal auf einem Stahldraht aufgehangt werden.®'® Die
Proben werden dabei mit der Bakteriensuspension statisch inkubiert oder willkurlich,

beispielsweise durch Inkubationsschuttler aufgewirbelt. Bei den oriented-flow Syste-
319

men sind die wichtigsten Vertreter die radial flow chamber,*'? die rotating disc,*'® und
der laminar flow.>™
Auch das Spiilen ist ein sehr wichtiger Teil eines Bakterienadhésionsassays.*'? In

Abhangigkeit vom experimentellen Design und der Form der Proben werden unter-
schiedliche Spulvorgange beschrieben.

Unterschiede in der Zusammensetzung der Spulflissigkeit, der ausgelbten Kraft und
der Richtung des Flussigkeitsstrahls sollten vermieden werden. Zum Spulen werden
Flassigkeiten, wie NaCl-Lésung, PBS-Puffer oder steriles Wasser, verwendet. In
Experimenten mit S. epidermidis, P. aeruginosa und E. coli konnte gezeigt werden,
dass die beim Spulen auftretenden starken Scherkrafte die adharierten Bakterien
verschieben kdénnen.*?® Dies filhrt zu einer uneinheitliche Verteilung der Bakterien
auf der Oberflache, verandert das tatsachliche Adhasionsmuster und macht in letzter
Konsequenz oft die akkurate Quantifizierung der Bakterien schwierig. Auch die
Arbeiten von Comez-Suarez et al. sprechen dafir, dass es nicht bekannt ist, wie
viele Bakterien beim leichten Spullvorgang bzw. beim Passieren der Luft-Flussigkeit
Grenzflache abgeldst werden.3?7:328

Die Ablosung adharierter Zellen zwecks Quantifizierung wird bei der Plattenzahime-

thode durch die Anwendung von Ultraschall, eines Vortexers oder von grenzflachen-
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aktiven Stoffen, wie beispielsweise Tween® 80 oder Triton X-100, erreicht. Dabei ist
das Ziel, die Zellen quantitativ abzulosen. Eine Alternative, die neben dem Ultraschall
verwendet wird, ist die Ubertragung der Zellen durch das Auflegen der Probe auf die
Agaroberflache, gefolgt von einer visuellen Analyse bzw. Zahlen der Kolonienbilden-
de Einheiten (CFU). Das manuelle Zahlen ist sehr weit verbreitet in der mikrobiologi-
schen Methodologie, jedoch ist zum Einen diese Methode sehr zeitintensiv, zum
Anderen nicht fehlerfrei.

Allgemein stellt die Ablosung der Bakterien einen unumganglichen Schritt bei den
indirekten Methoden dar. Dies ist problematisch, da die Zahl der Bakterien, die auf
dem Substrat verbleiben oder beim Ablésen geschadigt werden und somit in der
Quantifizierung der Adhasion nicht berlcksichtigt werden, nicht bekannt ist, woraus
ein unbekannter Fehler fir das Ergebnis resultiert. Vergleichstudien haben gezeigt,

dass die Ultraschallmethode der effektivste und sicherste Weg ist.>'

Die Methoden, die im Rahmen dieser Arbeit zur Quantifizierung adharierter Zellen
angewendet wurden, werden unter 3.3.1 und 3.3.2 ausfuhrlich besprochen.

Im Abschnitt 4. werden neben den erzielten Ergebnissen die Schritte erlautert, die
vorgenommen wurden, um die entsprechenden Methoden bezuglich der untersuch-

ten Systeme zu optimieren.

3.3.1 Epifluoreszenzmikroskopie

Epifluoreszenzmikroskopie ist eine weit verbreitete Methode in der Biologie. Es
handelt sich dabei um eine Form der Lichtmikroskopie, die seit der ersten Anwen-
dung®® eine viel genutzte Technik fiir die direkte Quantifizierung der Zellen gewor-
den ist. Die zu untersuchende Probe wird vor der Untersuchung mit einem Fluores-
zenzfarbstoff (Fluorochrom) behandelt. Der Farbstoff absorbiert das Licht bei einer
(kurzwelligen) Wellenlange und emittiert dann Licht bei einer anderen (langwelligen)
Wellenlange. Zur Anregung wird eine Quecksilberdampflampe, die UV-Strahlung
aussendet, verwendet. Mit Hilfe von Filtern wird die zur Anregung bendtigte Wellen-
lange isoliert und Uber die Optik des Mikroskops auf die Probe gelenkt. Die Probe
beginnt zu fluoreszieren. Der Strahlenfilter ermdglicht es, das emittierte Licht, also
die Fluoreszenz, gegen einen dunklen Hintergrund wahrzunehmen. In der Beobach-

tungsoptik ist ebenfalls ein Filter, der die Anregungswellenlange ausblendet.
71



3 Methoden

Die Abb. 22 zeigt den Messplatz fur die fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
der Proben zwecks Quantifizierung adharierter Bakterien.

Abb. 22: Messplatz, Axioskop 2 von Zeiss.

Je nach verwendetem Fluorochrom kann die totale Zellzahl, das heil3t, die Anzahl
vitaler und avitaler Zellen, bestimmt werden. Durch den Einsatz selektiver Fluoroch-
rome, wie Live/Dead®-Baclight™, besteht zusétzlich die Méglichkeit, zwischen stoff-
wechselaktiven, also lebensfahigen und stoffwechselinaktiven Zellen zu differenzie-
ren. Die Wahl des Fluorochroms ist abhangig vom Anwendungsgebiet. Zu den meist
verwendeten Fluorochromen zur Anfarbung von adharierten Bakterien gehoren
Acridine Orange und 4 ,6-Diamidino-2-phenyindol, auch DAPI genannt.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoff handelte es sich um
DAPI.

Abb. 23: Struktur von DAPI.
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DAPI bindet selektiv an doppelstrangige DNS und bildet blau fluoreszierende Kom-
plexe mit Adenin-Thymin-reichen Nukleinsaure-Regionen. DAPI besitzt ein Absorpti-
onsmaximum bei einer Wellenlange von 358 nm und ein Emissionsmaximum bei 463
nm. Bei der Anregung mit UV-Licht sind fluoreszierende Zellkerne (nach Bindung
DNS-DAPI) als hellblau leuchtende Punkte sichtbar. DAPI bindet auch an RNA (AU-
selektive Interkalation) allerdings mit einer geringeren Fluoreszenzintensitat.>*

Die Aufnahme von DAPI durch Zellen erfolgt schnell. Obwohl DAPI spezifisch an
DNA bindet, werden auch einige andere (nichtlebende) organische und anorganische
Materialien angefarbt. Die Differenzierung zwischen Bakterien und Ablagerungen ist
nicht immer einfach. Es wird berichtet, dass die Bakterien blau erscheinen und der

Rest gelblich.

3.3.2 Plattenzahlmethode

Die Plattenzahlmethode gehort zu den konventionellsten und fundamentalsten
Methoden der Mikrobiologie fur die Ermittlung der Zellzahl. Dafur werden bestimmte
Volumina, beispielsweise 50 pl Bakteriensuspension, aus einer (dezimalen) Verdun-
nungsreihe auf Agarplatten gebracht, verteilt und Uber Nacht im Brutschrank inku-
biert. Durch die Zahlung der gewachsenen, Kolonien-bildenden Einheiten, (colony
forming units) CFU, wird die Zelldichte in der Ausgangssuspension bestimmt. Ideal-
erweise sollte die Zahl auf einer Agarplatte zwischen 200 bis 300 CFU liegen.

Auch in Bakterienadhasionsexperimenten findet die Methode zur Ermittlung der Zahl
der adharierten Bakterien eine weite Anwendung. Allerdings hat die Plattenzahime-
thode auch gewisse Nachteile: Sie ist sehr mihsam und zeitintensiv. Die oben
angesprochenen, fur die Quantifizierung der haftenden Bakterien notwendigen
indirekten und komplizierten Prozeduren, wie das Abldsen von Zellen von den Pro-
ben gefolgt von anschliessender Kultivierung, fiihren zu einer erhéhten Variabilitat.>'®
Ein gravierender Nachteil dieser Methode bei den Bakterienadhasionsexperimenten
ist, dass die haftenden Zellen zunachst abgeldst bzw. quantitativ Ubertragen werden
muassen, um quantifiziert zu werden. Der Transfer vom Substrat ist oft nicht vollstan-
dig und lasst sich schlecht reproduzieren. Zudem neigen Bakterien zu Aggregatbil-
dung, was bei der Plattenzahlmethode zur Ermittlung einer geringen Zellzahl fihren

kann, die nicht den tatsachlichen Verhaltnissen entspricht.

73



3 Methoden

Der grof3e Nachteil von Bakterienadhasionsexperimenten ist, dass sie sehr viel Zeit
in Anspruch nehmen und eine groRe Anzahl von Messungen durchgefuhrt werden
muss, um statistisch signifikante Ergebnisse zu erhalten. Die Verwendung von
Mikrotiterplatten in den Experimenten konnte die Zeit, die fur die Durchflihrung
bendtigt wurde, jedoch verringern. Whitesides et al. nutzten Alkanthiolat-SAMs auf
Gold, welche auf 96-Napfchen (in den Kavitaten) Mikrotiterplatte erzeugt wurden,
zum einfachen und bequemen Screening des InhibitionsPotenzials bestimmter
Kopfgruppen gegenuber Bakterienadhasion. Die vorteilhaften Eigenschaften von
SAMs und die Standardisierung der Methode durch die Verwendung von Mikroti-
terplatten macht die SAM-basierten Arrays zu Hilfsmitteln, die einen hohen Durchsatz

von Bakterienadhasionstests erlauben.®’

3.3.3 Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie

Die Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie (Surface Plasmon Resonance
Spectroscopy, SPR) stellt eine optische Untersuchungsmethode dar, die Echtzeit-
messungen von Adsorptionsprozessen auf Metalloberflachen ermdéglicht. Die Metho-
de hat eine breite Anwendung in der Oberflachenanalytik zur Verfolgung von Affini-
tatsreaktionen zwischen interagierenden Biomolekulen gefunden. Als Metalle kom-
men meistens Gold und Silber zum Einsatz.

Die Voraussetzung fur Oberflachenplasmonspektroskopie ist die Erzeugung eines
evaneszenten Feldes auf der Substratoberflache. Dieses Feld entsteht unter der
Bedingung der totalen Reflexion des eingestrahlten Lichtes an der Grenzflache eines
Materials mit einem hohen Brechungsindex zu einem Medium mit einem niedrigen
Brechungsindex. Die Intensitat des evaneszenten Feldes fallt mit zunehmendem
Abstand von der Oberflache exponentiell ab.

Bei der Messung wird polarisiertes, monochromatisches Licht unter einem Winkel auf
die dinne Metallschicht eingestrahlt, bei dem Totalreflexion an der Schicht auftritt.
(Die Goldschicht befindet sich im Kontakt mit einem Glasprisma). Durch die Wechsel-
wirkung des evaneszenten Feldes mit den Elektronen des Goldfilms kann sich ein
sogenanntes Oberflachenplasmon ausbilden. Im Falle einer Resonanz bei einem
ganz bestimmten, so genannten Resonanzwinkel O, tritt im reflektierten Licht Intensi-

tatsminimum auf, der mit einem Detektor erfasst wird.
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Eine Interaktion des Analyten, wie z. B. Proteinen oder Bakterien, mit dem Goldfilm
oder Monoschichten fuhrt zu einer Verschiebung des Resonanzwinkels. Diese
Verschiebung korreliert mit der Schichtdicke, der auf der Goldoberflache gebunde-
nen Substanz und kann fur die Quantifizierung der Adsorption herangezogen werden
(Abb. 24).

/ Prisma
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Umgebungs- > Dielektrikum
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Elektromagnetisches Feld
des Plasmons

Abb. 24: Effektive Dielektrizitatskonstante bei Abscheidung eines diinnen Films auf der

Au-Oberflache.

Dabei wird die Sensitivitat des Resonanzwinkels gegenlber ee ausgenutzt, um die
Veranderungen des Dielektrikums an und in der Nahe der Grenzflache zum Metall-
film zu detektieren. Die Bindung des Analyten an der Metall/Dielektrikum-Grenzflache
fuhrt zu einer Anderung der dielektrischen Eigenschaften und daher auch zu einer

Verschiebung des Resonanzwinkels. Im Bereich kleiner Ae, besteht ein linearer

Zusammenhang zwischen der Veranderung der effektiven Dielektrizitatskonstante
und der Verschiebung des Resonanzwinkels. Die zugrunde liegenden Formeln sind

in Gl. 2 und GI. 3 wiedergegeben.
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AOg =m-(Ag,)

A®R = Resonanzwinkelverschiebung

m = Proportionalitatsfaktor

Ate = Anderung  der  effektiven  Dielektrizi-
tatskonstante

durch Adsorption

Mooy = (5 ~ €3
eoq = effektive  Dielektrizitatskonstante  vor
Schichtbildung
nach

e = effektive Dielekirizititskonstante nach

Schichtbildung

Die Bestimmung der Schichtdicken des gebundenen Films kann auf zwei Weisen
erfolgen. Wenn die Dielektrizitatskonstanten der vier Medien bei der verwendeten
Wellenlange bekannt sind, kann die Schichtdicke direkt aus der Grole der Reso-
nanzwinkelverschiebung berechnet werden. Neben der direkten Berechnung besteht
die Moglichkeit mit der frei erhaltlichen Software Winspall anhand simulierter Kurven
praktisch bestimmte Werte fiir AOr direkt einer Schichtdicke zu zuordnen.**? Der
Einsatz dieser Methode zur Messung der Bakterienadhasion ist wegen der Maoglich-
keit, die Adhasionsprozesse im Echtzeitmodus zu verfolgen, sehr reizvoll.

Besonders in biologischen Systemen ist die Abbildung der Dynamik bzw. unter-
schiedlicher Stadien der Wechselwirkungen sehr interessant.

SPR-Biosensoren werden bereits zur Uberpriifung der mikrobiologischen Lebensmit-
telsicherheit, im Umweltschutz, in der Diagnostik, der pharmazeutischen Forschung
und in anderen Life Science Bereichen eingesetzt. Neben dem Nachweis von kleinen
Analyten besitzt das SPR System als markierungsfreie Detektionsmethode ein
grolRes Potenzial in der Detektion von bakteriellen Analyten. Escherichia coli
0157:H7,%*® Salmonella enteriditis*** sowie Staphylococcus aureus®*® konnten durch
SPR nachgewiesen werden. Dabei ist die Mdglichkeit der direkten und schnellen
Detektion im Vergleich zu mikrobiologischen Labormethoden, die mit der Kultivierung

verbunden sind und daher bis 48 h in Anspruch nehmen kdnnen, ein groRer Vorteil.
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Die meisten SPR-Sensoren zur Detektion von Bakterien in Suspension basieren auf
Immunoassays und besitzen ein gemeinsames Grundprinzip, namlich die Nutzung
der Spezifitat einer Antigen-Antikdrper Bindung. Diese Immunoassays sind so konfi-
guriert, dass das Bakterium an den auf der Metalloberflache immobilisierten Antikor-
pern bindet und so durch die bindungsbedingte Veranderung des Resonanzwinkels
nachgewiesen werden kann.

Es wird auch von der direkten Detektion von Bakterien durch SPR berichtet.**® Dabei
wurde die primare Adhasion von Pseudomonas aeruginosa auf Gold detektiert.
Allerdings wird die SPR-Sensitivitat fur Mikroorganismen als weniger zufriedenstel-
lend angesehen als fiir die Proteine.**” Als mdglicher Grund hierfiir wird unter ande-
rem die Grofke der Bakterien von ca. 1 ym vermutet. Aus diesem Grund ist die
Hauptmasse der gebundenen Bakterien vermutlich aul3erhalb des evaneszenten

Feldes und kann nicht detektiert werden.
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4 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Bakterienadhasionsuntersuchungen
auf Gold-, Stahl- und Aluminium-Substraten und auf SAMs auf diesen Metallen

vorgestellt.

4.1 Methodenentwicklung

Die Untersuchung der Bakterienadhasion auf SAMs umfasste chemisches und
mikrobiologisches praktisches Arbeiten. Im chemischen Labor erfolgte die Praparati-
on von SAMs. Die Praparation der Zellen und die Bakterienadhasionsassays wurden
im mikrobiologischen Labor durchgefihrt.

Eine wichtige Voraussetzung fur die gewahlte Methode war, dass diese in unserem
Forschungslabor durchfuhrbar war. Fur die Etablierung der Methoden zur Bakterien-
adhasionsuntersuchung auf SAMs war es unerlasslich, jeden Arbeitsschritt, soweit
mdglich, zu standardisieren. Die Praparation von Thiolat-SAMs auf Gold ist in unse-
rem Laboratorium gut etabliert und kann daher als reproduzierbar angesehen wer-
den. Vor der SAM-Praparation wurden die Goldsubstrate unter anderem mit Wasser-
stoffplasma gereinigt. Plasmabehandlung stellt eine sehr effektive Oberflachenreini-
gungstechnik dar, um die sehr dinne Kontaminationsschicht zu entfernen. Die
Methode wird oft genutzt, um die Grenzflachenaktivitat bzw. die Fahigkeit zur Ausbil-
dung einer Bindung zu férdern.>*

Um zu gewahrleisten, dass die untersuchten SAMs immer gleich alt waren, wurden
sie vor jedem Adhasionsexperiment frisch hergestellt.

Wegen der geringen Grélie der Mikroorganismen lassen sich ihre Eigenschaften d.
h. auch ihr Adhasionsverhalten, im Allgemeinen nicht an einzelnen Zellen studieren,
sondern nur an Populationen (bulk assays). Es werden Bakterienkulturen, Kollektive
aus individuellen Zellen, untersucht. Innerhalb einer Population kdonnen sich die
einzelnen Zellen von einander genetisch und damit auch im Verhalten unterscheiden.

Die Signifikanz dieser Unterschiede ist nicht gut verstanden.?*°
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Das Ergebnis eines Adhasionsexperiments wird mafigeblich von der physiologischen
Entwicklungsphase der untersuchten Population und der Bakterienkonzentration der
Testsuspension beeinflusst. Bakterien sind aufderst dynamisch bezuglich ihrer Zell-
wandzusammensetzung. Die Art der dort anzutreffenden Proteine, der LPS und die
Exprimierung bestimmter Adhasine sind davon abhangig, ob die Bakterien sich in der
exponentiellen oder der stationaren Wachstumsphase befinden (s. 4.1.1).

Die Rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen von E. coli WT, die im Rahmen
dieser Arbeit aufgenommen wurden, zeigten deutlich bei den Zellen mit einer ODssp =
0,5 Oberflachenanhangsel (Abb. 25). Die Abwesenheit dieser Oberflachenstrukturen
bedeutet allerdings nicht unbedingt den Verlust der Adhasionsfahigkeit. Eine weitere
Beobachtung hinsichtlich der Oberflacheneigenschaften wurde mit einem E. coli
Stamm MIll aus der Stammsammlung der Arbeitsgruppe Prof. Heisig gemacht.
Dieses Bakterium exprimiert keine Fimbrien. Die einzelnen Experimente im Rahmen
dieser Arbeit deuteten jedoch darauf hin, dass diese Bakterien trotzdem Uber eine

ausgepragte Adhasionsfahigkeit verfugen. (vgl. 4.5)

Abb. 25: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von E. coli WT mit ODss, = 0,5.

Die Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase gelten in ihrem individuellen
Verhalten als weitgehend einheitlich.**® Daher wurde, um die Heterogenitat in der
Testpopulation und die dadurch bedingten Fehler so gering wie mdglich zu halten,
die exponentielle Wachstumsphase fir die Adhasionsexperimente gewahlt.

Als nachstes wurden Versuche unternommen, in denen das Wachstumsverhalten

der Testorganismen untersucht wurde.
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4.1.1 Wachstum der Testorganismen

Bei der Kultivierung der Mikroorganismen liegt in der Regel kein synchronisiertes
Wachstum vor. Das bedeutet, dass die verschiedenen Zellen der Population sich zu
unterschiedlichen Zeitpunkten teilen. Die bakterielle Zelloberflache, die maligeblich
an der Adhasion beteiligt ist, andert sich in der physiologischen Phase des Wachs-
tums kontinuierlich. Daher war es von erheblicher Bedeutung, fur die Testorganis-
men sowohl die Wachstumsbedingungen als auch die Kultivierungszeit optimal zu
wahlen.

Es werden allgemein vier Phasen des Wachstums unterschieden. In der Anlaufphase
erfolgt die Anpassung der Zellen an die herrschenden Bedingungen. Beispielsweise
erfolgt die Induktion von Enzymen zur Verwertung von Nahrstoffen. In der exponen-
tiellen Wachstumsphase teilen sich die Zellen in regelmafiigen Abstanden. AulRer-
dem wird der Zellzuwachs pro Zeiteinheit ausschlieRlich von der Wachstumsrate und
der vorherigen Zelldichte und nicht von anderen Faktoren, wie Sauerstoff- bzw.
Nahrstoffeintrag bestimmt. In der stationaren Phase bleibt die Zellzahl konstant, da
aufgrund des Nahrstoffmangels kaum noch Wachstum mdglich ist. Mit der Induktion
lytischer Enzyme und der Anreicherung toxischer Stoffwechselprodukte fangen die
Zellen an abzusterben. Dies entspricht dem Ubergang in die letzte Phase, der Ab-
sterbphase.

Wegen der relativen Konstanz der Teilungsrate wird die exponentielle Phase als
einheitlich und am besten geeignet fur unterschiedliche Untersuchungen angesehen.
Vor der Durchfuhrung von Bakterienadhasionstests wurden die Wachstumskurven
der Testorganismen durch Tribungsmessungen bestimmt. Dabei wurden die opti-
schen Dichten (OD) ermittelt, die jeweils einer bestimmten Anzahl von Testorganis-
men im Medium entsprachen. Die Linearitat zwischen Trubungswert und dem Zell-
gehalt gilt allerdings nur im Bereich OD<0,3. Bei groReren Tribungswerten werden

die Proben in der Regel vor der Messung zehnfach verdiinnt.>*’

In einem endlichen System kann allerdings das exponentielle Wachstum nicht unbe-
schrankt andauern. Beim bakteriellen Wachstum wird auch die Grenze durch die
Limitierung des Nahrungsangebots bestimmt. Zur Beschreibung des bakteriellen
Wachstums wird die logistische Funktion als Wachstumsmodell verwendet. Dieses

Modell behandelt Dynamiken mit beschrankten Ressourcen d. h. der Rickgang der
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Wachstumsrate ab einer bestimmten Populationsdichte wird in Betracht gezogen.
Damit berUcksichtigt die logistische Funktion, dass mit steigender Bakterienzahl die
Wachstumsrate (Zuwachs pro Zeiteinheit) so lange fallt, bis schlief3lich ein stabiles

Gleichgewicht zwischen Sterberate und Zuwachsrate erreicht ist.

4.1.1.1 Wachstumskurve E. coli WT

In Anlehnung an die Bakterienadhasionsuntersuchungen von Whitesides®*? wurde fiir
die Testsuspension eine Kultivierungszeit bis zur frihen exponentiellen Phase ge-
wahlt. Die entsprechende optische Dichte (ODsso = 0,5) wurde aus der Wachtums-
kurve von E. coli WT ermittelt (Abb. 26). Als Wachstumsmedium diente Trypton Soja
Bullion (Tryptone Soya Broth pH = 7,3, TSB). Dabei handelte es sich um ein nahr-
stoffreiches Flussigmedium, das das Wachstum einer Vielzahl von Mikroorganismen
unterstutzt.

Bei der Durchflihrung jedes Adhasionsexperiments wurden die Zellen dann geerntet,
wenn die optische Dichte der Suspension den gewlinschten Wert von 0,5 erreicht

hatte. Danach wurden die Zellen entsprechend der Vorschrift prapariert.

OD (550 nm)
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Abb. 26: Wachstumskurve von E. coli WT.
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4.1.1.2 Wachstumskurve S. epidermidis ATCC 14990

In Abb. 27 ist die Wachstumskurve von S. epidermidis ATCC 14990 gezeigt. Fur die
Wachstumsmessung wurden die Zellen aerob in einer Schuttlerkultur gezichtet und
in regelmafligen Abstanden Proben zur Wachstumsverfolgung entnommen und
gemessen. TSB wurde auch flr S. epidermidis ATCC 14990 als Flissigmedium
verwendet.

Fur die Adhasionsexperimente wurde eine optische Dichte von ODs5,=0,25 aus der

frGhen exponentiellen Wachstumsphase die Testsuspension festgelegt.

OD (550 nm)
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Abb. 27: Wachstumskurve von S. epidermidis ATCC 14990.

4.1.1.3 Wachstumskurve S. aureus ATCC 6538

Die Wachstumskurve von S. aureus ATCC 6538 ist in der Abb. 28 dargestellt. Fur die
Aufnahme der Wachstumskurve wurden die Zellen aerob in TSB als Flissigmedium
inkubiert und Proben in regelmaligen Abstanden gemessen. Die gewahlte optische
Dichte ODs50=0,25 entsprach auch fur diesen Organismus der gewunschten konstan-

ten maximalen Teilungsrate.

82



4 Ergebnisse

4 4 ™
[
— L)
E 31
c
(=]
B
— 24
[=]
o
1
0' T T T 1
0 100 200 300 400
t [min]

Abb. 28: Wachstumskurve von S. aureus ATCC 6538.

4.1.1.4 Wachstumskurve P. aeruginosa PAO

33 wurde fiir P. aeruginosa die mittlere exponentielle

In Anlehnung an die Literatur
Phase mit OD = 1 gewahlt. Anhand McFarland Standards (vgl. 4.1.2) und der Ergeb-
nisse des Ausplattierens verschiedener Verdinnungsstufen wurde ermittelt, dass die
zu erreichende Zelldichte fiir die Arbeitskultur von 10° Bakt./mL bei dieser physiologi-

schen Phase bzw. optischen Dichte erreicht war.

0D (550 nm)
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Abb. 29: Wachstumskurve von P. aeruginosa.
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4.1.2 Konzentration der Inkubationssuspension

Wie oben erwahnt, ist die Konzentration (Kolonien-bildenden Einheiten pro mL,
CFU/mL) und nicht die Gesamtzahl der Organismen in der Inkubationssuspension fur
die Bakterienadhasion wichtig. Daher wurde stets nicht nur darauf geachtet, die Test-
organismen in der exponentiellen Wachstumsphase zu ernten, sondern die Experi-
mente bei gleicher Konzentration durchzufuhren.

Die Herstellung der Bakteriensuspensionen mit definierter Keimdichte erfolgte Uber
die Messung der optischen Dichte und Vergleich mit McFarland Standards. Dabei
handelt es sich um eine Standardreihe mit verschiedenen optischen Dichten zur
Einstellung von Bakteriensuspensionen. Diese Standards werden durch die Zugabe
von BaCl, zu H,SO4 hergestellt. Das fuhrt zu einem Niederschlag von BaSO4, von
dem die Absorptionswerte gemessen werden.*** Es gibt auch Standard-Sets aus
Suspensionen uniformer Latexpartikel.

Tabelle 3 und Abb. 30 fassen das Prinzip der Anwendung der McFarland Standards

Zusammen.
Standard Bakteriendichte x 10%/mL Optische Dichte theore-
tisch bei 550 nm
0.5 150 0,125
1 300 0.25
2 600 0,50
3 900 0.75
4 1200 1,00
5 1500 1.25

Tabelle 3: Aquivalenzen nach McFarland.

Das Referenz-Set besteht aus speziell normierten sechs Standard-Ampullen, die mit

den Nummern der Skala 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 beschriftet sind. Zusatzlich werden optische

Dichten und die korrespondierenden Bakterienkonzentrationen tabellarisch angege-

ben. D. h. von der OD der Bakteriensuspensionen konnte durch die McFarland

Referenz direkt auf die Zellzahl geschlossen werden. Zur Uberpriifung erfolgte
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zusatzlich die Ausplattierung der auszahlbaren Verdinnungsstufen auf Agarplatten.

Das Ergebnis wurde am nachsten Tag mit der angenommenen Zellzahl verglichen.

=Y
£~
]

McFarland Standards

-
N
1

-
o
1

S
©
1

OD = 8,33E-10 Bakt./mL
R =1

OD(550 nm)
o (=)
£ o

S
N
1

g
=}

o
0o 0¢ 0o 0e 09

Bakterien/mL

Abb. 30: Korrelation der OD mit der Keimdichte.

Die Einstellung der gewunschten Konzentration kann auch visuell ohne eine photo-
metrische Messung erfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde allerdings keine visuel-
le Einstellung der Konzentration durchgefuhrt, da dieser Vergleich zu Bakteriensus-

pension mit abweichender Konzentration bzw. Dichte fihren konnte.

4.1.3 Vorversuche mit E. coli WT

Zur Untersuchung der Anhaftung von E. coli WT an Gold-, Stahl- und Aluminium-
oberflachen sowie an selbstanordnenden Monoschichten auf diesen Metallsubstraten
wurde eine in der Literatur fir die Adhasionsuntersuchungen auf Thiolat-SAMs auf
Gold beschriebene Methode®* eingesetzt. Diese Methode wurde im spéteren Verlauf
an einigen Arbeitsschritten modifiziert. Diese Veranderungen waren notwendig, da
die praktische Durchflihrung, wie sie in der obigen Literatur beschrieben wird, zum
Teil nicht moglich war oder erkannt wurde, dass der jeweilige Arbeitsschritt zu einem
Fehler im Ergebnis beitragt. In der Phase der Methodenoptimierung wurden Adhasi-

onsexperimente hauptsachlich auf Goldsubstraten aber auch auf ethylenglycoltermi-
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nierten SAMs, sowie SAMs der Klassen D2(SAc) und D3(SAc) durchgefiihrt. Nach-
folgend werden im Rahmen der Experimentbeschreibung auch diese Veranderungen
aufgezeigt und erlautert.

Um Inkubationssuspensionen gewilnschter Konzentration herzustellen, wurde die
entsprechende Menge der Ausgangsuspension mit PBS verdinnt. Zur Uberprifung
der Keimdichten wurden aus der Ausgangssuspension und der Inkubationssuspensi-
on standardisierte Verdunnungsreihen in Schritten von zehnfachen Verdinnungen
hergestellt. Dann wurden je 50 yL der Suspensionen auszahlbarer Verdunnungsstu-
fen auf die Agarplatten verteilt. Die Kontrolle der Ausgangssuspension erfolgte direkt
nach der Herstellung sowie nach dem Zentrifugieren, um einen Zellverlust als Folge
der Zentrifugation zu erfassen. Die Inkubationssuspension wurde sowohl vor als
auch nach der Applikation ausplattiert.

Fur die Durchfihrung des Experiments wurden E. coli WT Bakterien bis zur mittleren
exponentiellen Phase gezichtet (ODssg = 0,5). Zur Zellernte wurden die Bakterien
zentrifugiert und mit kaltem PBS (pH = 7,4) gewaschen. Zentrifugieren ist das Stan-
dardprotokoll zum Ernten von Zellen. Es wurde gefunden, dass das Zentrifugieren
mit einer hohen Drehzahl zerstérend auf die strukturelle Integritat der E. coli Zelle
wirken kann.**® Daher wurde, wie in der Literatur angegeben, immer mit einer Ge-
schwindigkeit von 3000 upm zentrifugiert.

Mit einerTestsuspension von 1x10° Bakt./mL in PBS (pH = 7,4) wurden die Testsub-
strate Uber eine Expositionszeit von 1 h im Inkubationsschittler bei 37° C inkubiert.
In den anfanglichen Experimenten wurden die Proben einzeln in den Zentrifugen-
rohrchen inkubiert. Die Konzentrationsunterschiede in den Zentrifugenréhrchen, die
maglicherweise beim Aliquotieren der Suspension entstanden sind, und die zufallige
Platzierung der Metallsubstrate im Roéhrchen drickten sich in schwankenden Ergeb-
nissen aus. Um diese Fehlerquellen auszuschlielRen, wurden Adhasionsboxen aus
Polyvinylchlorid (PVC) gebaut, in denen alle Substrate einer Versuchsreihe vertikal in
die ,Fuhrungsrillen® platziert bzw. fixiert und mit der Testsuspension Uberschichtet
werden konnten. Die Boxen besal’en den Vorteil, dass alle Substrate in der gleichen
Testsuspension inkubiert wurden und somit die gleiche Behandlung aller Testsub-
strate gegeben war. Die Menge der Testsuspension (50 mL) wurde so eingestellt,
dass die Proben auch unter der kreisenden Bewegung des Inkubationsschittlers
permanent von der Testsuspension bedeckt waren. Der Abstand zwischen den

Proben war so gewahlt (zwischen zwei Proben wurde eine Rille frei gelassen), dass
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sie frei in der Testsuspension schwingen konnten, ohne sich gegenseitig zu bertihren
oder gar zu Uberlagern. Somit bestand keine Gefahr einer mechanischen Schadi-
gung der Proben. Fir die Wahl des Materials sprach die Bestandigkeit von PVC
gegenuber Alkohol, da die Boxen nach jedem Adhasionsexperiment mit Alkohol
gespult wurden, um Keimfreiheit in den nachsten Versuchen zu garantieren. Des
Weiteren war vorteilhaft, dass die glatte Oberflache von PVC kaum von Bakterien
besiedelt wird. Daher bestand keine Gefahr, dass die zu untersuchenden Metallober-
flachen bzw. Selbstanordnenden Monoschichten mit den Keimen aus den Adhasi-

onsboxen kontaminiert wurden.

i -
Wl B e

Abb. 31: Fiir das Testsystem gebaute Adhasionsboxen.

Bei der Konstruktion der Boxen zeigte sich, dass die Verwendung von Klebstoffen zu
vermeiden war, da beobachtet wurde, dass die Testkeime durch die Kleber abgetottet
wurden. Nach dieser Beobachtung wurden die Adhasionsexperimente ausschliellich
in gefrasten, klebstofffreien Boxen durchgeflhrt.

Da in der Literatur exakte Angaben zur hydrodynamischen Bedingungen der Adhasi-
onsexperimente fehlten, wurden Schuttelgeschwindigkeiten von 40 rpm, 180 rpm und
250 rpm verglichen. E. coli WT Bakterien zeigten unter allen Schuttelgeschwindigkei-
ten eine Adhasionsfahigkeit. Als optimal zeigte sich jedoch eine Geschwindigkeit von
40 rpm, die dann in den anschlieenden Untersuchungen durchgangig benutzt
wurde.

Die ungebundenen Bakterien wurden nach dem Adhasionsschritt durch Waschen mit
PBS entfernt. In der Literatur war angegeben, dass dreimal 200 mL PBS zum Wa-
schen verwendet wurde. Allerdings fehlten detaillierte Angaben dazu, wie der
Waschschritt genau durchgefuhrt wurde. Da es bis dato noch kein standardisiertes

Spulprotokoll gibt, hat sich in der Literatur der Ausdruck ,leichtes, vorsichtiges Spu-
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len“ zur Beschreibung dieses Schrittes etabliert, was irrefiihrend ist.*?®> Daher wurde
im Rahmen dieser Arbeit versucht, diesen Arbeitsschritt, soweit wie mdglich, zu
standardisieren.

Die anfangliche starke Streuung der Ergebnisse war vermutlich auf die Verwendung
einer Spritzflasche zum Spllen der Proben nach der Adhasion zurlickzufihren. Hier
schien ein unvollstandiges Entfernen ungebundener Zellen aufgetreten zu sein, was
zur Verzerrung der Messergebnisse fuhrte. Um dieses Problem zu umgehen, wurde
Uberlegt, die losen Bakterien direkt in den Boxen durch dreimaliges Schwenken mit
jeweils frischem Puffer von den Proben zu entfernen. Weiterhin wurde eine Spulvor-
richtung, bestehend aus einem an einem Stativ befestigten Scheidetrichter (s. Abb.
32) zum Spulen der Substrate verwendet. Der Scheidetrichter hat gegenlber der
Spritzflasche den Vorteil, dass der gleich gerichtete FlUissigkeitsstrom kontinuierlich
die gleiche Kraft auf die Proben ausitbt und der Flissigkeitsstrom gleichmaliger und
schnellerer ist. Aus der Literatur ist bekannt, dass ein schneller FlUssigkeitsstrom
kaum Drei-Phasen-Kontakt erlaubt und letztlich bewirkt, dass nur ein geringer Teil

der fest adhéarierten Bakterien wieder abgeldst werden.*?®

Abb. 32: Spiilvorrichtung zum Spiilen der Proben nach der Adhéasion.

Daher wurde entschieden, in den folgenden Experimenten einheitlich den Scheide-
trichter zum Spulen der Proben einzusetzen.
Die Quantifizierung adharierter Bakterien erfolgte durch die Plattenzahimethode. Fur

die Ubertragung der Bakterien vom Substrat auf die Agaroberflache sollte ein kurzer
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Kontakt der Proben mit der Agaroberflache sorgen (Abb. 33). Analog zu einem
Stempel sollte dabei ein Abdruck erzeugt werden, der der Verteilung der Bakterien
auf der Probe entsprach. Nach der Inkubation der Agarplatten Uber Nacht bei 37° C
sollten die vom Substrat Ubertragenen Bakterien dann als Kolonien sichtbar werden

und wurden dann auszahlbar sein.

Abb. 33: Ubertragung adhirierter Bakterien auf eine Agarplatte.

Die erste praktische Schwierigkeit bei diesem Schritt war das Entfernen der Probe
nach dem Kontakt mit der Agarplatte. Zunachst wurde versucht, wie in der Literatur
beschrieben, diesen Schritt mit einer sterilen Plastikpinzette durchzufiihren.®*? Aller-
dings gelang dies nicht, ohne dabei die Agaroberflache zu zerstoren. Aullerdem
waren die E. coli Bakterien nicht detektierbar. Vermutlich fihrte der mehrmalige
Versuch, die Probe abzunehmen dazu, dass die Bakterien zum gréfiten Teil auf dem
mit dem Substrat abgezogenen Agarfilm verblieben, sowie teilweise in die Risse der
Agaroberflache eindrangen und nicht auswertbar waren. Es wurde auch versucht,
durch die Quantifizierung der Keimzahl nach dem Adhasionsexperiment im Wasch-
puffer Rickschlisse auf den Verbleib der Testkeime zu ziehen. Dieses Verfahren
verlangerte die Experimentdauer sehr, ohne einen brauchbaren Hinweis auf die
mogliche Ursache des Problems zu geben.

Um zu Uberprifen, ob die Bakterien nach dem Adhasionsexperiment noch kultivier-
bar waren, wurden manche Proben auf der Agaroberflache gelassen und tber Nacht
inkubiert. Da es sich bei E. coli um fakultativ anaerobe Bakterien handelt, sollten
auch unter Sauerstoffunterschuss sichtbare Kolonien entstehen. Die Abb. 34 zeigt

eine der Agarplatten mit sichtbarem Bakterienwachstum.
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Abb. 34: Bakterienwachstum auf den Goldsubstraten.

Nach einigen Uberlegungen erwies es sich als sinnvoll, die Pinzette durch einen
handelsublichen Saugnapf flr Kontaktlinsen zu ersetzen. Bei der Anwendung eines
Saugnapfes zum Anheben der Proben flacht sich dieser etwas ab und bildet einen
elastischen Kontaktrand. Durch den entstandenen Unterdruck saugt sich der Napf an
der Oberflache der Probe an. Dies ermdglichte das Abnehmen der Proben von der

Agaroberflache, ohne diese zu beschadigen (Abb. 35).

Abb. 35: Saugnidpfe zum Anheben der Proben von der Agaroberflache.

Der nachste Schritt bestand darin, die Lebendkeimzahl auf den bebrlteten Platten zu
bestimmen. Dabei stellte sich heraus, dass die Ubertragung der Keime durch das
Andricken der Probe auf den Agar grol’e Nachteile hatte, wie z. B. zusammenge-
wachsene Kolonien, was Quantifizierungsschwierigkeiten verursachte. Die Zahl der
Kolonienbildenden Einheiten war in vielen Fallen zu hoch und die Bakterien waren zu
dicht gewachsen. Daher war eine akkurate Auszahlung nicht moglich. Anders als in
einem FlUssigmedium war hier der fur eine zuverlassige Quantifizierung notwendige
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Verdinnungsschritt nicht durchfihrbar. Um die Kolonien von einander zu entfernen,
wurde uberlegt, nach dem Abnehmen der Proben einige yL NaCl-Losung auf die
Agarplatte zu geben und die Zellen zu verteilen. Dieser zusatzliche Arbeitsschritt
bewirkte eine gleichmalige Verteilung der Zellen auf der Agarplatte, was wiederum
eine exaktere Auszahlung ermdoglichte.

AuRerdem wurde beobachtet, dass es beim einmaligen Auflegen (Abklatschen) der
Proben keine vollstandige Ubertragung erfolgte. Die Frage an dieser Stelle war, ob
20-30 Sekunden Transferzeit und wie in der Literatur angegeben,®*? ausreichend fiir
eine moglichst quantitative Ubertragung der Zellen waren. Um diesen Parameter zu
optimieren, wurden Transferzeiten von 30, 60 und 120 Sekunden verglichen. Das

Ergebnis war, wie die Abb. 36 zeigt, uneinheitlich.

s | WS -
I 60 _ _
/|
. 60+
£
L
S w0
@ -
w
[11]
X
20
0- T T T
&)
06\0 )% 6/
o
)\9&

Abb. 36: Vergleich der Transferzeiten.

FUr hexaethylenglycolterminierte SAMs und Stahl schienen 30 Sekunden Transfer-
zeit optimal zu sein, wahrend beim Gold und D2(SAc)7000-SAMs erst nach 120
Sekunden maximale Zellenlibertragung zu beobachten war. Da es allgemein ein
wenige Sekunden andauernder Kontakt als ausreichend angesehen wird, um die
Erreger von einer kontaminierten Flache, wie beispielweise Turklinke, aufzunehmen,

wurde an dieser Stelle sinnvoll gefunden, 30 Sekunden als Transferzeit festzulegen
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und den auf den Proben verbliebenen Bakterien neue Agaroberflache zum Ubergang
anzubieten.

Um die Richtigkeit dieser Annahme zu priufen, wurde eine Goldprobe nach der
Keimubertragung auf eine erste Agarplatte auf einen zweiten Nahrboden gelegt und
diese nach den 30 Sekunden Transferzeit Uber Nacht bei 37° C inkubiert. Das Er-
gebnis bestatigte unsere Vermutung, dass auf den Proben nach dem ersten Kontakt
mit einer Agarplatte noch anhaftende, nicht transferierte Bakterien verblieben (Abb.
37).

Abb. 37: E. coli Bakterien, die von einer Au-Oberflache transferiert wurden.

Wie im Methodenteil besprochen, stellt die Variabilitat bei der quantitativen Analyse
mikrobiologischen Materials ein grolRes Problem dar. Diese setzt sich aus der natur-
bedingten, daher unvermeidbaren, biologischen und die durch die Bestimmungsme-
thode bedingte Variabilitat. Auf der Grundlage der Beobachtungen der Vorversuche
wurde ein Arbeitsablauf fur das Adhasionsexperiment festgelegt, um die zweite

Komponente der Variabilitdt moglichst klein zu halten (Tabelle 4).
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Arbeitsschritt

Ablauf und Hilfsmittel

Adhasion

Die Proben in die Adhasionsboxen platzie-
ren, mit 50 mL Testsuspension der Konzent-
ration von 10° Bakt./mL Uberschichten, im
Inkubationsschuttler 1 h bei 37 °C und 40

rom inkubieren.

Waschen der Proben zum Entfernen der

nicht-adhasiv gebundenen Bakterien

Nach der erfolgten Adhasion die Bakterien-
suspension in den Boxen durch 50 mL
steriiem PBS ersetzen und die Proben
einzeln mittels eines Scheidetrichters jeweils
mit 80 mL PBS absplilen. Den Vorgang
dreimal wiederholen. Die Proben dabei mit
einer sterilen Pinzette so halten, dass der
Spulpuffer in Richtung Pinzette ablaufen
kann. Die Pinzetten beim Umgreifen wech-
seln. Die gebrauchten Pinzetten zunachst in
ein Becherglas mit EtOH tauchen, anschlie-
Rend mit PBS spiilen.

Bakterientransfer auf die Agarplatten

Die gespulten Proben in die Mitte einer
Agarplatte legen, nach 30 s mit einem
Saugnapf abnehmen. Den Vorgang mit zwei
weiteren Agarplatten wiederholen. 80 pL
sterile NaCl-Lsg. auf die Agarplatten geben
und mit einem sterilen Drigalskispatel durch
kreisende Bewegungen gleichmalig so
lange verteilen, bis der Spatel nicht mehr
leicht Uber die Agaroberflache gleitet. Die
Agarplatten Uber Nacht bei 37 °C in den

Brutschrank legen.

Vitalitatstest der Testkeime nach dem

Experiment

Aus der Testsuspension eine Verdinnungs-
reihe herstellen und drei Verdinnungsstufen

ausplattieren.

Tabelle 4: Modifizierung einiger Arbeitsschritte fiir die E. coli-Adhdsion gegeniiber in der

Literatur beschriebenem Protokoll.

342
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4.1.4 Vorversuche mit S. epidermidis ATCC 14990

Das Adhasionsverhalten von S. epidermidis wurde im statischen System nach der in

der Literatur beschriebenen Methode3*?

untersucht. Adhasionsexperimente unter
statischen Konditionen werden einerseits gewahlt, um die Studien zu vereinfachen,
andererseits betrifft das Problem der Biofilmbildung sowohl flieRende als auch ste-
hende Systeme. Bei diesem Verfahren handelte es sich um eine nicht automatisierte
Untersuchung, die manuell von der Experimentatorin durchgefuhrt wurde.

Auch bei der Untersuchung des Adhasionsverhaltens von Staphylokokken wurden
die Bedingungen fiur die Praparation von Selbstanordnenden Monoschichten und
Testkulturen gleich gehalten. Es wurde versucht, Stressfaktoren, wie die Anderung
der Temperatur, des pH-Werts, aber auch raue Behandlung der Zellen beim Pipettie-
ren, zu vermeiden.

FuUr das eigentliche Experiment wurden die mit Ethanol gespulten Proben horizontal
in die Petrischalen gelegt. Nachdem die Testsuspension in TSB eine ODss = 0,25
(McFarland 1) aufwies, wurde diese aus dem Inkubationsschuttler genommen. Durch
die Wahl von McFarland 1 konnte eine ausreichende Keimkonzentration von 1x10’
Bakt./mL sichergestellt werden. Das gewahlte Volumen sollte ausreichend fur einen
permanenten Kontakt der verwendeten Substrate (A= 400 mm?) mit der Bakterien-
suspension sein. Da fur die Adhasion die Konzentration der Bakteriensuspension
ausschlaggebend ist und nicht die Gesamtkeimzahl in der Testsuspension, wurden in
den folgenden Untersuchungen 300 pL Testsuspension auf die Proben pipettiert
(Abb. 38).

Abb. 38: Inkubation der Proben mit Staphylokokken.
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Nach 30-minutiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °© C wurden die Proben mit
sterilem PBS (pH = 7,4) gewaschen, um lose Bakterien zu entfernen. Dabei kam das
fur E. coli optimierte Spulprotokoll zum Einsatz. Auch an dieser Stelle war die Metho-
denbeschreibung in der Literatur nicht exakt, da nur finfmal Spllen angegeben war
und Angaben zum verwendeten Volumen des Spulpuffers sowie zur genauen Spul-
prozedur fehlten.

Nun wurden die Zellen zwecks Quantifizierung vom Substrat wieder abgeldst. Hierzu
wurden 10 mL TSB, welches mit 0,05% Tween®80 supplementiert war, in Zentrifu-
genrdhrchen vorgelegt. Die Substrate wurden vertikal hineingelegt und 5 Sekunden
mit Ultraschall behandelt. Fir die Wahl der Dauer der Ultraschallbehandlung war
entscheidend, dass bei einem langeren Ablosevorgang durch Ultraschall viele Keime
abgetotet werden konnten. Allgemein Bakterien, aber insbesondere Staphylokokken
neigen zur Aggregatbildung, wie Abb. 39 zeigt Aus dieser rasterelektronenmikrosko-
pischen Aufnahme wird aulRerdem ersichtlich, dass die Zellen unterschiedlich grof3
sind bzw. sich in unterschiedlichen Wachstumsphasen befinden. Als Folge dieser
Beobachtung ware anzunehmen, dass ein unterschiedliches Adhasionsverhalten in

der Bakteriensuspension existent und kaum zu kontrollieren ist.

{

EHT = 5.00 kv Signal A=lInLens Mag= 1233KX Date :28 Feb 2007

WD= émm Photo No. =12 w LEO 1525

Abb. 39: Staphylokokken in haufenformiger Ansammlung auf einer Goldoberflache.

Nach dem Ablosen der Zellen durch Ultraschall wurden die Proben mit einer sterilen
Pinzette aus der TSB-Tween®80-Lésung genommen. Die in den Zentrifugenréhrchen

verbliebene Suspension enthielt nun die Bakterien (Testsuspension 1). Tween®80, ein
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oberflachenaktiver und chemisch weitgehend inerter Stoff, sorgte flr die Verminde-
rung der Aggregation der Zellen und hielt sie in der Suspension. Fur die Quantifizie-
rung wurden diese Suspensionen (Testsuspension |) zehnfach verdinnt. Danach
wurden jeweils 50 yL der unverdinnten und verdinnten Losung auf Agarplatten
verteilt. Diese Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am
nachsten Tag wurden dann die Kolonienbildenden Einheiten ausgezahlt.

Auch bei den Staphylokokken zeigte sich am Anfang eine Variabilitdt der Mess-
ergebnisse. Als mdgliche Fehlerquelle wurde die Inhomogenitat der Ultraschallfelder
vermutet. Um die Signifikanz des daherrihrenden Fehlers zu verringern, wurde eine
Halterung fur das Ultraschallbad gebaut, die es ermdglichte, wahrend der Ultra-
schallbehandlung der Proben, die Zentrifugenréhrchen immer an der gleichen Stelle

Zu positionieren.

Abb. 40: Haltevorrichtung fiir Zentrifugenréhrchen.

AuRerdem zeigte sich insbesondere bei den unmodifizierten Goldsubstraten, dass
die Auftragung von 50 uL Suspension zu einer hohen Zellzahl auf der Agarplatte
fuhrte, die nur eine ungefahre Schatzung der Zellzahl durch das Auszahlen eines
Viertels der Agarplatte und anschlie®Bendem Multiplizieren mit vier, ermoglichte
(Tabelle 5). Es war anzunehmen, dass die Zellzahl deutlich hdher lag, aber einerseits
wegen der Konkurenz um Nahrstoffe zwischen den Bakterien nur ein Teil Uberlebt
hat und andererseits wegen des zu dichten Wachstums das Zahlen extrem fehlerbe-

haftet war.
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Goldsubstrate

Zahl der CFU, 50 uL 10x

verdinnte Susp.

Zahl der CFU, 50 uL

unverdiinnte Susp.

Au 1 > 100 ca. 1600
Au 2 > 100 ca. 1600
Au 3 > 100 ca. 1600

Tabelle 5: Hohe Zellzahl, die keine exakte Quantifizierung der auf Au adharierten Zellen ermég-
lichte.

Daher wurde fur die nachsten Untersuchungen festgelegt, im Falle der unmodifizier-
ten Substrate 25 uL Suspension (Testsuspension l)auf die Agarplatte zu verteilen
und diese Volumendifferenz in der Berechnung zu berlcksichtigen.

Tabelle 6 fasst die wesentlichen Schritte der Adhasionsversuche von Staphylokok-

ken an SAMs zusammen.
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Arbeitsschritt Ablauf und Hilfsmittel

Die Proben in die Petrischalen horizontal

platzieren, mit 300 pyL Testsuspension der

Adhasion Konzentration von 10 Bakt./mL Uberschich-
ten, 30 Minuten im Brutschrank bei 37 °C
inkubieren.

In 50 mL Zentrifugenréhrchen werden 10 mL
TSB supplementiert mit 0,05% Tween®80
vorgelegt. Anschliel’end werden die Proben
vertikal in dieser Lésung platziert und der
Deckel wieder zugeschraubt. Die Zentrifu-
genréhrchen werden in die Halterung des
Ultraschallbades hineingehangt und das Bad
fur 5 Sekunden eingeschaltet. Nach dem
Bakterientransfer auf die Agarplatten erfolgten Ubergang der Zellen von der
Substratoberflaiche in die TSB-Tween®80-
Losung (Testsuspension |) wird die Probe
mit einer sterilen Pinzette herausgenommen.
Die Testsuspension | wird zehnfach ver-
dinnt und jeweils 50 puL bzw. 25 uL der
unverdinnten und zehnfach verdlinnten
Suspensionen auf die Agarplatten verteilt.
Die Agarplatten wird bei 37 °C Uber Nacht
bebritet.

o _ Aus der Adhasionssuspension eine Verdun-
Vitalitatstest der Testkeime nach dem ) _ )
_ nungsreihe herstellen und drei Verdun-
Experiment _
nungsstufen ausplattieren.

Tabelle 6: Modifizierung einiger Arbeitsschritte fiir die Staphylokokken- Adhasion gegenuber

dem in der Literatur beschriebenen Protokoll.**

Die Uberpriifung der Vitalitat der Zellen erschien aufgrund der Erfahrung sinnvoll, um
im Falle eines missglickten Versuches einen Zusammenhang mit dem Zustand der
Zellen bzw. deren Kultivierbarkeit herstellen zu kdnnen. Dabei handelte es sich um

eine visuelle Uberpriifung der Kultivierbarkeit der Bakterien.
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4 Ergebnisse

In den einzelnen Experimenten im Rahmen der Vorversuche wurde parallel zu
Ultraschall auch Vortexen zum Ablosen der Bakterien nach der Adhasion eingesetzt.
Allerdings fiel die Entscheidung aufgrund der deutlich hoheren Effizienz zugunsten
des Ultraschallbads aus.

Weitere Optimierungsversuche wurden hinsichtlich der Temperatur des Waschpuf-
fers unternommen. Hierzu wurde zum Spulen der Substrate der Puffer bei RT und
temperiert auf 37° C, verwendet. Es konnte kein signifikanter Einflu® der Puffertem-
peratur auf das Testsystem festgestellt werden. Daher wurde entschieden, im Fol-

genden Spulvorgang mit PBS von RT durchzuflhren.

4.2 Fazit Vorversuche - Konzeptfindunq

Auch wenn die Vorversuche keine endgultigen Ergebnisse liefern konnten, waren
diese von grofRer Bedeutung. Durch die Vorversuche war maoglich, den Ablauf des
Experiments kennenzulernen, den Zeitbedarf besser einzuschatzen und zu erken-
nen, welche vorbereitenden Arbeiten durchgefihrt werden missen. Die Erkenntnisse
aus den Vorversuchen mit E. coli waren nutzlich flir das Adhasionsexperiment mit P.
aeruginosa, da dieses nach einer ahnlichen Vorschrift durchgefihrt wurde. Die
Erkenntnisse der Vorversuche mit S. epidermidis wurden bei den nachfolgenden
Testreihen mit S. aureus berucksichtigt. AuRerdem, wie unter 4.1.3 und 4.1.4 ange-
deutet, lieRen sich bereits bei den Vorarbeiten fir die Methodenentwicklung die
Nachteile der Plattenzahlmethode eindeutig erkennen. Das Ablosen der Bakterien
vom Substrat war ein sehr problematischer Arbeitsschritt bei der Optimierung, da
dieser nicht kontrolliert werden konnte und nicht bekannt war, wie viele Zellen nicht
Ubertragen oder geschadigt worden waren. Auch ein Ubergang in den so genannten
VBNC-Zustand (Viable but Not Culturable), der bereits als Folge der naturlichen
Stressfaktoren auftritt, lieR sich nicht ausschlieBen.3*4

Daher wurde festgelegt, parallel zu der Plattenzahimethode den Vorteil der direkten
Zelldetektion der Epifluoreszenzmikroskopie zu nutzen. Es wurde entschieden, die
Adhasion von S. epidermidis und E. coli sowohl mit Plattenzahimethode als auch
mittels Epifluoreszenzmikroskopie zu untersuchen, um die Vor- und Nachteile beider

Methoden miteinander vergleichen zu konnen. Fiur die Adhasionsstudien mit S.
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aureus und P. aeruginosa wurde die Epifluoreszenzmikroskopie als Detektions-
methode festgelegt.

Die Wahl des Farbstoffs fiel, wie unter 3.3.1 bereits vorgestellt, auf DAPI, da dieses
als das universal anwendbare Fluorochrom gilt. Mit DAPI kénnen die Zellen direkt in
der Suspension, also vor der Adhasion angefarbt werden. Allerdings beeinflusst der
Fluoreszenzfarbstoff die Eigenschaften der bakteriellen Zelloberflache und maogli-
cherweise auch das Adhasionsverhalten. So wurde beispielsweise beobachtet, dass
bei E. coli durch den Fluoreszenzfarbstoff die Zelloberflache hydrophiler wurde.??
Daher wurde entschieden, die Zellen erst nach dem Adhasionsexperiment anzufar-
ben, um DAPI-induzierte Veranderungen der Zelloberfliche zu vermeiden. Ein
zusatzlicher Fixiierungsschritt war nicht notwendig, da DAPI die Zellmembran vitaler
und avitaler Zellen ohne vorherige Fixierung passiert.>*® Die durch
Fluoreszenzmikroskopie visualisierten Bakterien wurden mit der an das Mikroskop
angeschlossenen Digitalkamera fotographiert. Da aufgrund der Datenmenge eine in
situ Auswertung undenkbar war, wurden die Bilder gespeichert und spater mit dem
Bildanalyseprogramm ImageJ ausgewertet. Diese Software wird von Rasband am
US National Institute of Health (NIH) entwickelt und ist 6ffentlich zuganglich. Auf der
ImageJ Homepage stehen die aktuelle Version der Programms, sowie Updates und
Plugins zur Verfiigung.*°

Da das Sichtfeld im Mikroskop nur 0,144 mm? betrug, sollten 16 Blickfelder pro Probe
aufgenommen und ausgezahlt werden (fUr detaillierte Bildanalyse vgl. Abschnitt
6.23). Diese Zahl sollte eine hinreichend genaue Statistik tGber die ausgezahlten
Bildausschnitte erlauben. Nach Berechnung des Mittelwertes sollte die Zahl der
Bakterien auf 1 cm? normiert werden. (dabei handelte es sich um die geometrische
Oberflache und nicht um wahre oder wirksame Oberflache).

Die Verwendung von ImageJ zur Bildanalyse war ein Schritt Richtung Standardisie-
rung, allerdings stellte sich heraus, dass dieses Verfahren sehr zeitintensiv ist. Dies
betrifft insbesondere die Auftrennung der bakteriellen Aggregate vor dem Zahlschritt.
An dieser Stelle konnten auch Fehler entstehen, da manchmal bei den verschiede-
nen Bildausschnitten unterschiedliche Helligkeit und ungleichmafRiger Kontrast zu
beobachten war. Der Grund hierfur war eine ungleichmafige Ausleuchtung des
Sichtfeldes.

Aufgrund der bereits diskutierten Schwankungen bei den Bakterienadhasionsexperi-

menten wurden in den nachfolgenden Experimenten pro Testorganismus und Ver-
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such 10 Substrate parallel untersucht. Zusatzlich wurde jeder Versuch dreimal an
drei verschiedenen Tagen bzw. mit drei verschiedenen Ausgangssuspensionen
durchgefuhrt, so dass pro Substrat insgesamt 30 Einzelwerte erhalten wurden. So
konnte die Reproduzierbarkeit im Rahmen des Messfehlers durch Wiederholung der

Versuche erreicht werden.

Statistisch wurden die Datensatze mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-U-
Test ausgewertet.>**® Fir die Anwendung dieses Tests wird keine GauRverteilung,
aber eine stetige Verteilung vorausgesetzt. Es werden zentrale Tendenzen zwei
Stichproben A und B mit den Werten n4 und n, durch Testen von Hypothesen vergli-
chen. Die Signifikanztberprifung im Rahmen dieser Arbeit erfolgte unter der An-
nahme der Nullhypothese, die keinen bedeutsamen Unterschied der beden Gruppen
proklamierte.

Ho: Die beiden Stichproben unterscheiden sich nicht in ihrer zentralen Tendenz.

Im Rahmen eines Signifikanztests war das Ziel, folgende Alternativhypothese zu
bestatigen:

H4: Die Stichproben unterscheiden sich signifikant in ihrer zentralen Tendenz.

Bei der Berechnung der Ergebnisse fur S. epidermidis mit der Plattenzahimethode
erschien es sinnvoll, die Keimzahlen der 10fachen Verdinnungen zu berlcksichti-
gen.

Bei den Adhasionsexperimenten sollten auch Kontrollen mitgefuhrt werden. Als
negative Kontrollen sollten Proben dienen, die gleich behandelt und inkubiert wurden
wie die realen Proben, allerdings im sterilen PBS ohne Testkeime. Diese Blindproben
wurden in den Experimenten mit S. epidermidis und S. aureus statt mit Zellsuspensi-
on mit 300 uL sterilem PBS Uberschichtet. Bei E. coli oder P. aeruginosa wurden die
Blindproben in mit 50 mL sterilem PBS gefiillten Adhasionsboxen vertikal platziert.
Bei der kultivierungsabhangigen Plattenzahimethode wurde kein Wachstum auf den
Blindproben-Agarplatten beobachtet. Bei der Detektion mit Epifluoreszenzmikrosko-
pie wurde einzelne Fluoreszenz beobachtet, welche allerdings eher auf das organi-
sche Material (Reste der Fingerabdricke aus der Werkstatt) oder Pufferreste zurick-
zufihren war. Da die Zahl fluoreszierender Partikel auf den Blindproben verschwin-
dend gering war, wurde darauf verzichtet, den Blindwert als Hintergrund von den
Mittelwerten der Ubrigen Parallelansatze abzuziehen. Die Blindproben zeigten je-

doch, dass der Versuch kontaminationsfrei lief.
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4 Ergebnisse

Die Standardabweichung wurde aus drei unabhangigen Messreihen bestimmt.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse hinsichtlich der bakterien-
abweisenden Eigenschaften von Selbstanordnenden Monoschichten werden nach-
folgend vorgestellt. In den Abschnitten 4.3 und 4.4 wird das biorepulsive Verhalten
der Heptaethylenglycol-terminierten SAMs und der Dendrimer-SAMs anhand der
Testergebnisse diskutiert.

Im Abschnitt 4.5 stehen einige SPR-spektroskopische Untersuchungen an den Gold-
basierten Systemen im Vordergrund.

In den Abschnitten 4.6 bis 4.8 wird auf die Wechselwirkung der Testorganismen mit
den PEG- bzw. PG-terminierten SAMs auf Stahl- und Aluminium eingegangen.

Der Abschnitt 4.9 beschaftigt sich mit der Bestimmung minimaler Hemmkonzentrati-
onen (MHK) der schichtbildenden Molekule. Weiterhin werden die Testergebnisse
der Ermittlung minimaler bakterizider Konzentration (MBK) vorgestellt. Durch diese
Untersuchungen wurde qualitativ UGberprift, ob der Resistenz der Monoschichten
gegenuber den Testorganismen eine bakterizide Wirkung zugrunde liegt. Die Vorteile
und Nachteile der angewandten Detektionsmethoden werden abschliessend in
Abschnitt 5 diskutiert.
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4 Ergebnisse

4.3 Oligoethylenglycol-terminierte Monoschichten auf Gold

Sowohl aus der Literatur,?® als auch aus den Arbeiten unserer Gruppe ist der biore-

pulsive Charakter von Oligoethylenglycol-terminierten SAMs bekannt (Abb. 41).
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Abb. 41: Aligemeine Struktur einer Ethylenglycol-terminierten Monoschicht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Heptaethylenglycol-terminierte SAMs als Bezugs-
system eingesetzt. Wahrend in der Literatur von der Proteinresistenz dieser Schich-
ten berichtet wird, wurde das Adhasionsverhalten von Bakterien auf diesen SAMs
bisher nicht untersucht. Die Untersuchungen unserer Gruppe haben ergeben, dass
diese Monoschichten resistent gegenuber der Adsorption von Fibrinogen und Globu-
lin waren."! Interessant war, zu klaren, ob die Proteinresistenz dieser Schichten mit

deren bakterienabweisenden Eigenschaften korreliert.

4.3.1 Bakterienadhasionsuntersuchungen an den Heptaethylen-

glycol-terminierten SAMs

Zur Bestimmung der repulsiven Eigenschaften der Heptaethylenglycol-terminierten
SAMs auf Gold wurden diese einer Bakteriensuspension ausgesetzt und nach Been-
digung des Experiments mit sterilem PBS (pH = 7,4) gewaschen. Anschliessend
wurden fiir alle Testkeime die CFU pro cm? Substrat als Ergebnis bestimmt. Zur
Detektion der CFU wurden je nach dem Testkeim, wie unter 4.2 beschrieben, die

Plattenmethode oder Epifluoreszenzmikroskopie verwendet.
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4.3.1.1 Adhasion von E.coli WT

In der Abb. 42 sind CFU dargestellt, die nach der Inkubation mit E. coli WT-
Suspension und nachfolgenden Waschschritt auf den Substratoberflachen durch die
Plattenzahimethode detektiert wurden. Der Graphik kann entnommen werden, dass
die Heptaethylenglycol-terminierten Monoschichten einen sehr stark ausgepragten
repulsiven Effekt gegenuber der Adhasion von E. coli WT aufweisen. Dabei konnte
im Vergleich zu unbeschichtetem Gold eine Verminderung der Keimzahl um bis zu

98% beobachtet werden.

CFU/cm?®

Abb. 42: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften der EG;OH-SAMs gegeniiber E. coli WT

mittels Plattenzahimethode.

Wie unter 4.2 bereits erwahnt, war vorgesehen, die Adhasion von E. coli WT neben
der Plattenmethode mittels Epifluoreszenzmikroskopie zu verfolgen. Dafir wurden
die Heptaethylenglycol-terminierten Monoschichten und die Gold-Kontrollsubstrate
nach dem Anfarben mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI behandelt (vgl. Abschnitt
6.21). Allerdings stellte sich heraus, dass die E. coli WT Zellen nicht gut detektierbar
waren. Auch die spateren Versuche mit verlangerten Farbezeiten mit DAPI (bis zur 1
h) waren erfolglos. Zunachst war diese Tatsache sehr Uberraschend, da in der
Literatur und auch vom Hersteller DAPI als universeller Fluoreszenzmarker empfoh-

len wird.
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Abb. 43: Mit DAPI angefarbte E. coli auf einem Goldsubstrat nach dem Adhasionsexperiment.

Eine Hypothese zur Erklarung dieses Problems war, dass moglicherweise DAPI in
der Nahe der Goldoberflache das Fluoreszenzverhalten z. B. durch Energietransfer
veranderte. Allgemein ist dieses Phanomen bekannt, aber konkrete Hinweise, warum
dieser Effekt im Fall der E. coli-Adhasion an Relevanz gewinnen sollte, konnten nicht
gefunden werden. Jedoch ergab eine Literaturrecherche, dass eine ahnliche Beo-
bachtung bereits von Davies gemacht worden ist, als er unterschiedliche Fluoroch-
rome, wie Acridine Orange, Ethidium Bromid und DAPI miteinander verglich.>*' Auch
in dieser Untersuchung war E. coli nicht detektierbar.

Bei der weiteren Literaturrecherche stielien wir auf eine Untersuchung, in der einige
Fluoreszenzfarbstoffe, unter anderem auch DAPI, auf ihre Eignung als Indikatoren
zur Vitalitatsbestimmung von P. fluorescens getestet wurden.**? Diese Untersuchung
ergab, dass aktive und inaktive Zellen durch die Fluoreszenzintensitat unterschieden
werden konnten und flir die Erfassung der Gesamtzahl eine Konzentration von 20
pg/mL von DAPI bendtigt werde. Auch wenn das Ergebnis die Reaktion von P.
fluorescens auf DAPI beschrieb, die nicht unbedingt vergleichbar mit der von E. coli
sein muss, liel3 diese Untersuchung flir unser Problem eine Schlussfolgerung zu, die
Uberpruft werden konnte: Sind die Zellen wahrend des Adhasionsexperiments in PBS
als Adhasionsmedium moglicherweise inaktiv geworden, wodurch die Fluoreszenzin-
tensitat sehr niedrig war? Um dieser Frage nachzukommen, wurden einige Goldsub-
strate in E.coli Suspension mit TSB bzw. PBS als Suspensionsmedium inkubiert, mit

DAPI angefarbt und unter dem Epifluoreszenzmikroskop beobachtet.
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Abb. 44: Mit DAPI angefarbte E. coli auf einem Goldsubstrat in PBS (links) und in TSB (rechts)

als Adhasionsmedium.

Dabei liel sich zwar eine klarere Fluoreszenz, aber kein signifikanter Unterschied in
der Fluoreszenzintensitat bzw. der Zellzahl zwischen den Aufnahmen aus dem
Adhasionsexperiment in TSB und PBS feststellen (Abb. 44), obwohl TSB als nahr-
stoffreiches Flussigmedium eine andere Zusammensetzung (Casein, Sojabohnen-
mehl, Glucose, NaCl, K;HPO,) als PBS (NaCl, KCI, K;HPO4, KH,PO,4) aufweist. Die
Zellen im PBS waren eher im ,gehungerten” Zustand, wobei keine Aussage dariber
getroffen werden konnte, ob dieser Unterschied fur die Fluoreszenzintensitat wichtig
sein kdnnte. Es wird berichtet, dass die fur die Detektion adharierter Bakterien einge-
setzten Konzentrationen von DAPI stark variieren.®*® Daher wurde als N&chstes
empirisch Uberprift, ob eine hdhere Konzentration der DAPI-L6sung das Problem
I6sen konnte. Allerdings konnte selbst bei der Verwendung von DAPI-L6sungen mit
einer Konzentration von 50 pyg/mL kein EinfluR der Konzentration beobachtet werden.
Nach zahlreichen Versuchen, das Detektionsproblem von DAPI-angefarbten E. coli
zu klaren, wurde auf weitere Untersuchungen bzw. einen Wechsel des Fluorochroms
verzichtet.

Allerdings stellte sich bei den spateren Adasionsuntersuchungen von E. coli WT auf
Stahl- und Aluminium-Oberflachen heraus, dass mit DAPI angefarbte E. coli-Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop deutlich starker fluoreszierten (vgl. Abschnitt
4.6.1.1). Dieser Fakt weist darauf hin, dass mdglicherweise das Gold zur Fluores-

zenzquenchung gefuhrt haben kdnnte.
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4.3.1.2 Adhasion von S. epidermidis ATCC 14990

Der Abb. 45 kann entnommen werden, dass die Wechselwirkung von Heptaethy-
lenglycol-terminierten Monoschichten mit S. epidermidis stark repulsiv ist. Betrachtet
man die mit der Plattenzahlmethode ermittelten Keimdichten, stellt man dabei eine

um den Faktor 100 verminderte Adhasion im Vergleich zu unbehandeltem Gold fest.
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Abb. 45: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von EG;OH-SAMs gegeniiber S. epidermi-
dis mittels Plattenzdhimethode.

Abb. 46: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter S.
epidermidis-Zellen von einer EG;OH-terminierten SAM (links A: unverdiinnt, B: 10fach ver-

diinnt) und einer Au-Probe (rechts 10fach verdiinnt).
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In Abb. 46 rechts ist eine Petrischale mit relativ dicht zusammengewachsenen Kolo-
nienbildenden Einheiten zu sehen, wahrend die zwei Petrischalen in Abb. 46 links ein
sehr geringes Wachstum der Testkeime zeigen. Diese sind nach dem Transfer der S.
epidermidis Zellen von einer Goldprobe und einer EG7;OH-terminierten SAM auf die
CASO-Agarplatten entstanden. Dabei ist im Falle der EG;OH-SAMs das Ergebnis
der Auftragung sowohl unverdinnter als auch zehnfach verdinnter Testsuspension |
(Testsuspension mit bereits abgeldsten Zellen nach der Ultraschallbehandlung der
Proben) und im Falle der Goldprobe nur die Petrischale mit der Auftragung der
zehnfach verdinnten Testsuspension | zu sehen. Es ist auf den ersten Blick auffal-
lend, dass selbst die zehnfach verdinnte Testsuspension | der nativen Goldprobe
zur Entwicklung deutlich hoherer CFU-Zahlen fuhrt als die unverdunnte Testsuspen-
sion | der EG7;OH-Probe. AuRerdem wird bei der Betrachtung dieser Agarplatten
deutlich, dass das bereits angesprochene Problem mit der kultivierungsabhangigen
Detektionsmethode bei den unmodifizierten Proben viel mehr ins Gewicht fallt und
zur Unterschatzung der tatsachlichen Zellzahl fuhrt als bei den EG7OH-terminierten
SAMs.

Die durch Epifluoreszenzmikroskopie ermittelten CFU pro cm? Substrat fiir S. epi-
dermidis auf unmodifiziertem Gold und EG7;OH-terminierter Monoschicht (Abb. 47)
bestatigen das Ergebnis der Plattenzahimethode: EG;OH-SAM zeigt weniger Adha-

sion als Au.
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Abb. 47: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von EG;OH-SAMs gegeniiber S. epidermi-

dis mittels Epifluoreszenzmikroskopie
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Der Vergleich der Ergebnisse (Abb. 48), die durch die beiden unterschiedlichen
Techniken erhalten wurden, zeigt jedoch gewisse Differenzen. Wahrend die Platten-
zahlmethode 1,61-10° CFU pro cm? adhérierter Bakterien an den Goldsubstraten
ermitteln lieR, konnten mit Epifluoreszenzmikroskopie 3,82:10° CFU pro cm? Zellen
detektiert werden. Noch grofler fiel der Unterschied zwischen den Mdglichkeiten
beider Methoden beim Nachweis adhéarierter Zellen an den EG7;OH-terminierter
Monoschichten. Dabei wurde mit 8,57-10° CFU pro cm? 5,5 Mal starkere Adhasion
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen als durch die Rekultivierung adharierter

Zellen im Rahmen der Plattenzahltechnik

[ Plattenzdhlmethode
10° V777 Fluoreszenzmikroskopie

Abb. 48: Vergleich der Quantifizierungsmethoden bei der Bestimmung der repulsiven Eigen-
schaften von EG;OH-SAMs gegeniiber S. epidermidis.

Dieser Unterschied in der absoluten Zahl der detektierten CFU ist auf die oben
angesprochene Limitation der Plattenzahlmethode zurtckzufuhren.

Abb. 49 zeigt jeweils eine der 16 Mikroskopieaufnahmen von adharierten S. epider-
midis-Zellen auf Au (rechts) und mit EG7;OH funktionalisiertem Goldsubstrat (links)
nach Anfarbung mit DAPI.
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Abb. 49: Mit DAPI angefarbte S. epidermidis-Zellen auf einem EG;OH-SAM (links) und Au
(rechts).

Auf dem Gold wurden 1074 CFU und auf dem SAM 33 CFU gezahlt. Auf den restli-
chen fuinfzehn Aufnahmen sind ahnliche Verhaltnisse beobachtet worden. Mit der
willktrlichen Annahme einer 100%igen Adhasion auf dem Goldsubstrat ergibt sich fur
die EG;OH-SAMSs eine Verminderung der Adhasion um ca. 98%.

Die bei den Staphylokokken besonders stark ausgepragte Aggregatbildung machte
vor der Auswertung eine manuell durchgefuhrte Trennung der mikrobiellen Aggrega-
te in der Abbildung (durch Einfugen schwarzer Trennlinien) notwendig. Da dieser
Schritt nicht immer absolut exakt durchgefuhrt werden konnte, stellt er gerade im
Falle hoher CFU-Zahl eine Fehlerquelle dar. Sehr hohe Zellzahlen fallen daher etwas
geringer aus als es den tatsachlichen Verhaltnissen entsprach.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben, die bereits durch die Plattenmethode
quantifiziert wurden, auch mit DAPI angefarbt, um zu Uberprufen, ob eine quantitative
Ubertragung der Zellen moglich war. Allerdings ist eine permanente Durchfiihrung
der Kombination von beiden Methoden aufgrund des Zeitaufwands nicht moglich und
zur Analyse der Bakterienadhasion auch nicht praktisch. Der Zeitaspekt war nicht
unwichtig, da die Bakterienadhasionsuntersuchungen bedingt unter anderem durch

die Kultivierungs-, Zellenpraparations- und Inkubationszeiten sehr zeitintensiv sind.

4.3.1.3 Adhasion von S. aureus ATCC 6538

EG;OH-funktionalisierte Monoschichten bewirken auch bei den S. aureus ATCC
6538 eine hohe Reduktion der Keimzahl auf den Proben (Abb. 50). Mit 6,12:10° CFU
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pro cm? Probe zeigt die modifizierte Oberflache gegeniiber dem Goldsubstrat mit
6,57-10° CFU pro cm? Probe eine um zwei Zehnerpotenzen verminderte Adhésion.

Das entspricht einer Verminderung der Adhasion um 99%.

CFU/cm?
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Abb. 50: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften EG;OH-SAMs gegeniiber S. aureus mittels

Epifluoreszenzmikroskopie.

Die Mikroskopieaufnahmen verdeutlichen, dass die EG;OH-terminierten SAMs einen
stark ausgepragten biorepulsiven Effekt gegenlber S. aureus zeigen (Abb. 51).
Diese Aufnahmen illustrieren gleichzeitig, dass eine exakte Auszahlung der Zellen

besonders auf den Goldproben fast unmdglich ist.
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Abb. 51: Mit DAPI angefarbte S. aureus auf EG;OH-SAM (links) und Au (rechts).

4.3.1.4 Adhasion von P. aeruginosa PAO

Abb. 52 zeigt die Verhaltnisse nach der Adhasion von P. aeruginosa auf EG;OH-
terminierten SAMs und unmodifizierten Goldsubstraten. Es ist deutlich zu erkennen,
dass die repulsiven Eigenschaften der ethylenglycolterminierten Monoschichten
gegenuber diesem Testkeim nicht so stark ausgepragt sind, wie bei den oben vorge-

stellten Staphylokokken und E. coli.
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Abb. 52: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften EG;OH-SAMs gegeniiber P. aeruginosa
mittels Epifluoreszenzmikroskopie.

Einerseits ist dieses Ergebnis nicht verwunderlich, da P. aeruginosa als ein sehr
schnell anpassungsfahiges Bakterium gilt, welches Uber eine Vielfalt an Virulenzge-
nen verfiigt und entsprechend der Gegebenheiten Adhasine selektiv exprimiert.>**

Andererseits konnte eine mogliche Erklarung im Unterschied in den Wachstumspha-
sen der Testorganismen liegen. Es wurde schon beobachtet, dass sich mit der
Wachstumsphase die Zusammensetzung der extrazellularen Polymere andert, was

t.3%° Wahrend die anderen drei Test-

ein anderes Adhasionsverhalten zur Folge ha
keime, E. coli WT, S. epidermidis ATCC 14990, S. aureus ATCC 6538, fur die Adha-
sionsuntersuchungen in frihen exponentiellen Phase geerntet wurden, entsprach der
physiologischer Zustand der P. aeruginosa-Zellen der spaten exponentiellen Wachs-
tumsphase mit der ODss9 = 1. Die Wahl wurde in Anlehnung an die Literatur getrof-
fen>*® (vgl. Abschnitt 4.1.1.4).

Abb. 53 kann entnommen werden, dass die EG;OH-SAMs unter den gewahlten
Versuchsbedingungen eine deutlich verminderte Biorepulsivitat gegenuber P. aeru-
ginosa zeigen. In diesem Fall konnte lediglich eine Verminderung der Adhasion um

ca. 51% festgestellt werden.
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Abb. 53: Mit DAPI angefarbte P. aeruginosa auf EG;OH-SAM (links) und Au (rechts).

Das Adhasionsexperiment mit P. aeruginosa wurde in reinem PBS als Adhasions-
medium durchgefuhrt, da der Puffer ein Wachstum der Bakterien wahrend des
Experiments unwahrscheinlich macht und somit Bedingungen schafft, unter denen
sich die Zellen nicht teilen. Daher stand die Wechselwirkung der Bakterien mit der
Oberflache im Vordergrund und die adharierten Zellen sind demnach der priméaren
Adhasion zuzuordnen. Allerdings ware die Expositionszeit theoretisch auch fur die
akkumulative Phase der Biofilmbildung ausreichend, was bedeuten wirde, dass die
detektierte Zellzahl nicht ausschlieBlich der Zellzahl der Primarbesiedler entspricht.
Die unter Fluoreszenzmikroskop beobachteten Aggregate unterstitzen diese Vermu-
tung. Wegen der Anspruchslosigkeit von P. aeruginosa ware aber auch denkbar,
dass sich trotzdem im Versuchszeitraum irreversibel haftende Zellen vermehrt und
Mikrokolonien gebildet haben (Abb. 54).

Die SPR-spektroskopische Untersuchung der Adhasion von P. aeruginosa ergab
Hinweise, dass moglicherweise 1 h ausreichend fur die Adhasion dieses Keims war
(vgl. Abschnitt 4.5).
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Abb. 54: Die beobachtete Aggregatbildung bei der Adhdsion von P. aeruginosa.

Weiterhin kommt wahrscheinlich die unter 1.3.3 diskutierte Instabilitat der PEG-
Schichten ins Spiel. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Pseudomonas-Spezies
biologische, grenzflachenaktive Stoffe produzieren, um kohlenwasserstoffhaltiges
Material aufzuldsen und die Biodegradationsrate zu erhdhen.**® Diese Biotenside
heilen Rhamnolipide und werden von P. aeruginosa bevorzugt beim Wachstum auf
hydrophoben Substraten, wie n-Alkanen produziert und extrazellular ausgeschieden.
Die Zusammensetzung der Rhamnolipide ist von den Umweltbedingungen und vom
Substrat abhangig. Es ist bekannt, dass Rhamnolipide sehr wichtig fur die Biofilmar-
chitektur von P. aeruginosa sind.**’ Bei Pseudomonas sp. DES1 wurde die Fahigkeit
der Biodegradation von Alkyl Ethoxylaten beobachtet.*® Méglicherweise sind die
Pseudomonaden durch diesen Mechanismus in der Lage, PEG-SAMs abzubauen
und auf diese Weise die chemischen und physikalischen Gegebenheiten der Grenz-
flache zu verandern. Das wuirde das Ergebnis unserer Untersuchung erklaren.

Andererseits berichten manche Autoren von der Resistenz der ethylenglycoltermi-
nierten Monoschichten bzw. Ethylenglykolhaltiger Polymere gegentber P. aerugino-
sa. Portolés et al. beobachteten 92-99% Inhibition von P. aeruginosa-Adhasion auf
Pluronic F127, einem kommerziell erhaltlichen Triblockcopolymer mit 70% Ethylen-
glykolanteil.**® Allerdings wurde eine Bakterienkonzentrationsabhangige Adhésion-
sinhibierung beobachtet. In der vorliegenden Arbeit wurde bewusst eine Konzentrati-
on von 10° CFU pro mL fiir die Adhdsionsexperimente von P. aeruginosa gewahlt, da

von konzentrationsabhangigen, SPR-spektroskopischen Adhasionsstudien berichtet
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wird, bei denen erst bei der Konzentration von 10° CFU pro mL ein Adsorptionspeak

zu beobachten war.3*®

4.3.2 Zusammenfassende Betrachtung der Bioadhasionsuntersu-
chungen auf EG;OH-terminierte SAMs

In in vitro-Bioadhasionsuntersuchungen wurde das Potenzial von Heptaethylengly-
kolterminierten SAMs getestet, die initiale Bakterienadhasion zu reduzieren und
somit die darauffolgende Biofilmbildung zu unterdriicken. Daflr wurden vier ausge-
wahlte Testkeime mit den Monoschichten inkubiert und die adharierten Zellen auf
den Substraten nach einem Spulschritt mittels Plattenzahlmethode bzw. Epifluores-

zenzmikroskopie quantifiziert.

Die vier nachfolgenden Tabellen (Tabelle 7 bis Tabelle 9) geben einen Uberblick

Uber die Ergebnisse aus drei Versuchsreihen der Adhasion der Testkeime auf die

Testsubstrate.
: ; Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision ) ) 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,

sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]

EG,0OH 1x10° CFU/mL (2,13+2,3) 0,5+0,5 99,5+0,5

Au 1x10° CFU/mL (4,28+0,26) 10° 100 0

Tabelle 7: Bestimmung repulsiver Eigenschaften von EG;OH-SAMs gegeniiber E. coli WT
mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Tabelle 7 kann enthommen werden, dass heptaethylenglycolterminierte Monoschich-
ten unter den Versuchsbedingungen weitgehend resistent gegenuber E. coli WT
sind. Es konnte mit der Plattenmethode eine 99,5%-ige Repulsivitat festgestellt

werden.

Der abweisende Charakter der EG;OH-terminierten Monoschichten gegenuiber S.
aureus ATCC 6538 (Tabelle 8) unterschied sich nur unwesentlich von dem Resis-

tenzpotenzial dieser Schichten gegenuber E. coli.
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i i Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhésion . ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
EG;OH 1x107 CFU/mL | (6,12+3,58) 10? 0,93£0,62 99,140,6
Au 1x10” CFU/mL (6,57+2,13)-10° 100 0

Tabelle 8: Bestimmung repulsiver Eigenschaften von EG;OH-SAMs gegeniiber S. aureus ATCC
6538 mittels Epifluoreszenzmikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Die beobachtete 99%-ige Verminderung der Adhasion ist ein viel versprechendes
Ergebnis. Da sowohl Gold als auch die SAMs in der gleichen Testsuspension inku-
biert wurden, kann das repulsive Verhalten der modifizierten Oberflachen nur durch
die SAM-bildenden Molekile bedingt gewesen sein. Verglichen mit Gold, scheinen
die modifizierten Oberflachen kaum Ankerpunkte flr eine erfolgreiche S. aureus-
Adhasion anzubieten.

Ebenfalls einen starken repulsiven Effekt zeigten die EG;OH Monoschichten unter
den getesteten Versuchsbedingungnen gegentber S. epidermidis ATCC 14990.
(Tabelle 9). Die Quantifizierung der adharierten Bakterien mittels Plattenzahimethode
ergab eine Verminderung der Adhasion um 99%. Mittels Epifluoreszenzmikroskopie

wurde eine Verminderung um 98% festgestellt.
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A: Plattenmethode

F 7 Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] %]
EG;0OH 1x10” CFU/mL (1,56%1,12) 10° 0,97+0,70 99+0,7
Au 1x10" CFU/mL (1,61£0,67) 10° 100 0
B: Epifluoreszenzmikroskopie
; ; Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision ) ) 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
EG;0OH 1x10” CFU/mL (8,5715,51) 10° 2,24+1,62 97,8+1,6
Au 1x10” CFU/mL (3,82+1,26) 10° 100 0

Tabelle 9: Bestimmung repulsiver Eigenschaften von EG;OH-SAMs gegeniiber S. epidermidis
ATCC 14990 mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test) (A) und Epifluoreszenz-
mikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test) (B).

Ein klarer Vorteil der Fluoreszenzmethode bei den Experimenten mit S. epidermidis
ATCC 14990 war die Mdglichkeit, die Bakterien direkt im adharierten Zustand zu
detektieren. Im Gegensatz dazu war fur die Plattenmethode das Ablosen der Zellen
durch Ultraschall und eine anschliessende Kultivierung der Bakterien notwendig. Der
erhoffte Effekt war, zeigen zu kdnnen, dass bei der Kultivierungs-basierten Detektion
mit der Plattenzahlmethode die Zahl der adharierten Bakterien unterschatzt wird. Das
Ergebnis entspricht tendenziell dieser Erwartung, der Unterschied ist jedoch nicht so
gravierend wie erwartet. Bei der Annahme einer 100%igen Empfindlichkeit der
Epifluoreszenzmikroskopie bei der Detektion adharierter Zellen betrug die Effizienz
der Plattenzahlmethode flur natives Gold 42,2% und fur die EG;OH-SAMs nur 18,2%.
Das wurde bedeuten, dass das Problem unzureichender Quantifizierung adharierter
Bakterien durch die Plattenzahimethode bei den Monoschichten deutlich ausgeprag-
ter war als bei dem unbeschichteten Gold.

Bei der Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen erwiesen sich die typischen bakteri-
ellen Agglomerate oder Ketten nachteilhaft, da diese erst sorgfaltig getrennt werden

mussten, damit sie vom Auswerteprogramm nicht als eine Einheit gezahlt wurden.
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Daraus ergaben sich dabei auch Fehler, zudem handelte es sich um einen sehr
zeitaufwendigen Prozess.

Allerdings fuhrte die ausgepragte Neigung von Staphylokokken, Klumpen oder
Mikrokolonien zu bilden, auch bei der Plattenmethode zu praktischen Schwierigkei-
ten beim Auszahlen. Dieses Problem konnte jedoch durch die Wahl der aufgetrage-
nen Suspensionsvolumina und sorgfaltiges Verteilen der Keimsuspension auf der
Agarplatte in den meisten Versuchen eliminiert oder zumindest reduziert werden.

Wahrend bei drei der vier Testorganismen eine stark verminderte Adhasion auf den
modifizierten Substraten zu beobachten war, fiel der Unterschied im Adhasionsver-
halten von P. aeruginosa auf modifizierten und unmodifizierten Oberflachen nicht so
signifikant aus. Im Falle der P. aeruginosa-Adhasion auf ethylenglycolterminierten
Oberflachen konnte eine um nur 50,9% (Tabelle 10) verminderte Adhasion beobach-
tet werden. Die nur teilweise vorhandene Resistenz kann vermutlich auf den Abbau

der Monoschicht durch bakterielle Biotenside zurtickgefihrt werden.

: i Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhiésion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
EG,OH 1x10° CFU/mL (2,4311,29) 10° 49,1+31,2 50,9+31,2
Au 1x10°CFU/mL (4,95+1,73) 10° 100 0

Tabelle 10: Bestimmung repulsiver Eigenschaften von EG;OH-SAMs gegeniiber P. aeruginosa
PAO mittels Epifluoreszenzmikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Bei der Betrachtung der Keimzahlen auf dem Gold fallt auf, dass S. aureus bei den
gleichen Adhasionsbedingungen und gleicher Konzentration deutlich starker auf Gold
adharierte als S. epidermidis. Bezieht man in diese Betrachtung auch die Ergebnisse
fur das Adhasionsverhalten von P. aeruginosa auf Gold ein, fallt auf, dass S. aureus
mit ca. 1x10° CFU/cm? von den Testkeimen am starksten auf Gold adharierte, ob-
wohl die Adhasionszeit bei P. aeruginosa mit 3 h sechsfach langer war als bei der
Adhasion von Staphylokkoken. Dieser Befund bestatigt die aus der Literatur bekann-
te Tatsache, dass S. aureus bevorzugt auf Metallimplantaten adhariert, wahrend S.

epidermidis die Adhésion auf Kunststoffimplantaten vorzieht.?#>2%
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Wahrend EG-terminierte SAMs die Adsorption vieler Proteine, wie BSA, Fibrinogen
und Globulin, wirkungsvoll unterdriicken,?' zeigen unsere Untersuchungen, dass im
besten Fall eine um zwei GroRenordnungen verminderte Bakterienadhasion erreicht
werden kann. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu der Annahme, dass die
Proteinresistenz eines Materials mit der Bakterienrepulsivitat dieses Materials korre-

rt.342

lie Auch in der Literatur werden ahnliche Beobachtungen beschrieben.®® Aller-

dings sagen theoretische Studien, dass PEG in der Lage sein sollte, die Bakterien-

adhasion vollstandig zu unterdriicken.?%%2%7:%61

Moglicherweise vermdgen viele
Bakterienspezies einen Abbau der Monoschicht zu bewirken und so die in der Litera-
tur vielfach beschriebene Instabilitat der PEG-Schichten hervorrufen.

Dennoch lasst sich das bakterienabweisende Potenzial der ethylenglycolterminierten
Monoschichten in einer positiven Bilanz zusammenfassen. Der Unterschied zwi-
schen der Zahl adharierter Bakterien auf den EG7OH-SAMs und auf den Goldrefer-
nezen war bei allen Testkeimen statistisch hochsignifikant (p<0,001, Mann-Whitney -

Test).

4.4 Polyglycerol-terminierte Monoschichten auf Gold

Wie in der Einleitung erwahnt, werden neben Oligo- und Polyethylenglycolderivaten
Polyglycerol-terminierte Oberflachen hinsichtlich ihrer Biorepulsivitat untersucht.
Polyglycerolhaltige Verbindungen weisen zwar eine Polyethylenglycol-Leitstruktur
auf, unterscheiden sich aber in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften
stark von den Glycolderivaten. Dieser Unterschied wirkt sich positiv auf die thermi-
sche Stabilitat und die Bestandigkeit gegen biologischen Abbau dieser Gruppe aus.
Diese vorteilhaften Eigenschaften pradestinierten die PG-Gruppe fur den Einsatz als
biorepulsive Kopfgruppe in Monoschichten. Zur Verstarkung des biorepulsiven
Effekts tragt die stark verzweigte Struktur des Polyglycerols bei, die zur Erhéhung der
sterischen Repulsion fuhrt.

Es wurden drei Klassen von PG-terminierten Dendrimeren mit Thioacetat-
Ankergruppen auf Gold immobilisiert, um die modifizierten Oberflachen auf ihre

bakterienrepulsiven Eigenschaften zu untersuchen.
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Abb. 55: Untersuchte Dendrimer-Klassen.

Die in Abb. 55 dargestellten Molekule D1(SAc) und D2(SAc) besitzen jeweils eine
Thioacetatgruppe, Uber die eine monovalente Bindung an das Gold erfolgt. Der
wesentliche Unterschied zwischen den Vertretern beider Substanzklassen bestand in
der Anzahl der PG-Substituenten im Molekil. Die Dendrimere der Klasse D3(SAc)
enthielten zwei Thioacetat-Anker, die eine bivalente Bindung an das Gold ermoglich-
ten. Wie Abb. 56 verdeutlicht, handelt es sich bei der PG-Kopfgruppe um eine sehr
volumindése Gruppe. Daher weisen die Dendrimer-SAMs vermutlich geringere Pa-
ckungsdichten und Schichtordnungen auf als die OEG-terminierten Alkanthiolat-
SAMs.

PG-Kopfgruppe

Spacer

Abb. 56: Angenommene Struktur eines PG-terminierten Thiolat-SAMs auf Gold."*’
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Trotz verminderter Packungsdichte der Schicht ist davon auszugehen, dass durch
die grollen PG-Reste das Substrat vollstandig mit repulsiven Kopfgruppen bedeckt
war. Bedingt durch die lockere Packung sollten eine hohere Konformationsfreiheit
der Spacer und damit ein zusatzlicher Beitrag zur sterischen Repulsion gegeben
sein. Daher wurde ein starker ausgepragter Effekt der Biorepulsivitat erwartet.

Der Aufbau des Polyglycerolbausteins erfolgte durch anionische Polymerisation von
()-2,3-Epoxypropan-1-ol (Glycidol).”*' In Abb. 57 ist der Reaktionsverlauf fiir die
Dendrimerbildung durch Polymerisation von Glycidol an der Aminogruppe skizziert.
Die Reaktion wird gestartet, indem ein Nukleophil, hier ein Amin, das Oxiran unter
Ringo6ffnung angreift. Nach der Initierung erfolgt das Kettenwachstum von innen
nach aufden und mit steigendem Polymerisationsgrad entsteht das immer starker
verzweigte PG-Dendrimer. Die Schalen um Kern werden als Generationen bezeich-
net, die anstelle des Polymerisationsgrads angegeben werden. Allerdings sind die
durch anionische Polymerisation dargestellten Polygycerole streng genommen keine
Dendrimere, da das Wachstum des Polymers nicht an allen Punkten mit gleicher
Geschwindigkeit erfolgt und daher nicht von einer einheitlichen Generation der
Molekule gesprochen werden kann. Zusatzlich sind die Produkte aus der anioni-
schen Polymerisation nicht monodispers, sondern weisen eine Molmassenverteilung
auf. Aus Grunden der Einfachheit werden die durch anionische Polymerisation

dargestellten Polymere in dieser Arbeit als Dendrimere bezeichnet.
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Abb. 57: Das Prinzip anionischer Polymerisation von Glycidol.

Aus der Doktorarbeit von Tobias Winkler war bekannt, dass diese SAMs proteinre-
pulsive Eigenschaften besitzen. Um herauszufinden, ob die PG-terminierten SAMs
auch eine Resistenz gegenlber Bakterienadhasion aufweisen, wurden diese in

Bakterienadhasionsexperimenten als Testsubstrate eingesetzt.
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Zunachst wurden die SAMs der drei vorgestellten Klassen D1(SAc), D2(SAc) und
D3(SAc) hinsichtlich ihrer Benetzbarkeit und ihrer Oberflachenrauhigkeit charakteri-

siert.
25 25+ 1
—u— Klasse D1(SAc) —=— Klasse D1(SAc)
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Abb. 58: Advancing- und receding-Kontaktwinkel der Dendrimer-SAMs auf Gold.'*

Abb. 58 zeigt die Ergebnisse der durchgefuhrten Kontaktwinkelmessungen. Die
Werte fur die advancing-Kontaktwinkel der verschiedenen SAMs unterschieden sich
sowohl innerhalb einer Klasse als auch unter den drei Dendrimerklassen nicht signi-
fikant voneinander. Es wurden Werte zwischen 18° und 11° ermittelt, die charakteris-
tisch fiir Hydroxyl-terminierte, polare Oberflachen sind.***3®" Ein ahnliches Bild ergab
sich fur die receding-Kontaktwinkel. Die gemessenen Werte fur die Dendrimer-SAMs
wiesen kaum Unterschiede auf. Die Kontaktwinkel-Hysteresen fir alle gemessenen
SAMs, deren Gréle ein Mal fur die Rauhigkeit und chemischer Inhomogenitat der
Oberflache darstellt, weisen darauf hin, dass die Oberflachen in allen Fallen recht
einheitlich sind. Der Wert der Kontaktwinkel-Hysterese fur die D1(SAc)-Dendrimere
betrug 3°, fur die D2(SAc)-Dendrimere 6 ° und fur die D1(SAc)-Dendrimere 5°. Die
vorgestellten Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen bestatigen, dass die unter-
suchten Dendrimere einheitliche, PG-terminierte SAMs auf dem Goldsubstrat bilden.
Aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit der Schichtqualitat eignen sich diese Syste-
me sehr gut zur Untersuchung der Bakterienadhasion.

Aus jeder Klasse wurden zwei Dendrimere mit unterschiedlichen Molmassen zwi-
schen 3000 g/mol und 8000 g/mol getestet. Allerdings zeigte sich im MALDI-TOF-

Spektrum, dass die mittleren Molmassen der PG-Verbindungen geringer ausfiellen
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als geplant.”®' Daher bezieht sich die Zahl im Index der Substanzbezeichnung bei-
spielsweise D1(SAc)se00 auf die angestrebte Molmasse der jeweiligen Verbindung

und nicht das reale Molekulargewicht.

4.4.1 Bakterienadhasionsuntersuchungen der Dendrimere der Klas-
se D1(SAc)

Es wurden zwei Vertreter dieser Klasse, D1(SAc)so00 Und D1(SAc)a000, hinsichtlich
der Biorepulsivitat gegen E. coli WT und S. epidermidis ATCC 14990 untersucht. Die
Adhasion von S. aureus ATCC 6538 und P. aeruginosa PAO wurde lediglich auf
D1(SAc)4000-SAMs getestet. Dafiir wurden die frisch praparierten SAMs mit der
jeweiligen Testkeimsuspension inkubiert. Durch Auszahlen der CFU auf den Agar-
platten bzw. das Auswerten der Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen mit der Bild-
analyse-Software ImageJ konnten die CFU pro cm? Probe ermittelt werden und somit
Aussagen Uber die Bakterien-abweisenden Eigenschaften der Schichten gemacht

werden.

4.4.1.1 Adhasion von E. coli WT

Das Adhasionsverhalten von E. coli WT auf D1(SAc)se00- und D1(SAC)4000-SAMSs ist
in Abb. 59 graphisch dargestellt. Beide Substanzen verminderten die Adhasion im
Vergleich zu unmodifiziertem Gold deutlich, wobei der Bakterien-abweisende Effekt

bei D1(SAc)s000-SAMs mit etwa 85% etwas weniger stark ausgepragt zu sein schien.
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Abb. 59: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1-SAMs gegeniiber E. coli WT mittels
Plattenmethode.

Betrachtet man die Ergebnisse der E. coli-Adhasion differenziert nach beiden Vertre-
tern der Klasse D1(SAc), so zeigt sich ein kleiner Unterschied. Die Schichten aus
dem Dendrimer D1(SAc)4000 Wiesen ein starker ausgepragtes Inhibierungspotenzial
auf als die D1(SAc)so00-SAMs (Tabelle 11). Es ist unwahrscheinlich, dass es sich
dabei um einen Zusammenhang zwischen der Molmasse der schichtbildenden
Molekule und der Repulsivitat handelte, da, wie bereits in Abschnitt 4.4 erwahnt, die

beiden Dendrimere eine sehr dhnliche mittlere Molmasse aufwiesen.

Abb. 60 und Abb. 61 zeigen typische Fotographien bebruteter Agarplatten nach der

Rekultivierung von Bakterien, die von Testsubstraten abgeldst wurden.
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Abb. 60: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter E. coli-
Zellen von einem D1(SAc)4g00-terminierten SAM auf CASO Agar-Festkulturmedium (Platte 1
links, Platte 2 rechts).

Abb. 61: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter E. coli
WT Zellen von einer Au-Probe (unten) und einem D1(SAc)gggo-terminierten SAM (oben) auf
CASO Agar-Festkulturmedium (Platte 1 bis 3 von liks nach rechts).

FUr den optimalen Zelltransfer wurden die Proben, wie unter 4.1.3 beschrieben,
nacheinander mit drei unterschiedlichen Agarplatten in Kontakt gebracht. Nach der
Ubertragung wurden auf den Abdruck jeweils 80 uL NaCl-Lsg. gegeben, um die
ubertragenen Zellen mit einem sterilen Glasstab zu verteilen. Wie man der Abb. 61
entnehmen kann, war die Verteilung, die moglichst vorsichtig ausgefihrt werden
musste, um die durch die Prozedur vermutlich ohnehin gestressten Zellen nicht zu
schadigen, bei den Goldproben oft nicht optimal. Wie Abb. 60 und Abb. 61 demonst-
rieren fuhrte die Kultievierung nicht vollstandig getrennter Zellen manchmal auch zur

Bildung ,bakterieller Streifen®, die ebenfalls nicht exakt quantifizierbar waren.
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F 7 Reduzierung der

Konzentration Ermittelte Rel. Adhision . ! 9

Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,

sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
D1(SAC)4000 1x10° (2,31%0,69)-10' 5,41+1,6 94,6+1,6
D1(SAc)s000 1x10° (6,512,24) 10" 15,2+0,9 84,7+0,9

Au 1x10° (4,28+0,26) 10° 100 0

Tabelle 11: Bestimmung repulsiver Eigenschaften von D1(SAc)-SAMs gegeniiber E. coli WT

4.4.1.2 Adhasion von S. epidermidis ATCC 14990

mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Aus Abb. 62 geht hervor, dass die SAMs die Adhasion von S. epidermidis stark
reduzierten. In der Biorepulsivitat gegenuber S. epidermidis ergeben sich kaum
Unterschiede fur die D1(SAc)so00- und die D1(SAc)s000-SAMs. Zwangslaufig auftre-

tende Zufallsfehler wahrend des Experiments driickten sich auch hier in Schwankun-

gen der Messwerte aus. Sowohl bei den D1(SAc)so00- als auch bei D1(SAc)so00-

SAMs, insbesondere jedoch beim unmodifizierten Gold war eine betrachtliche

Spannweite zwischen dem grofdten und niedrigsten Wert im Datenbestand zu beo-

bachten.
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CFU/cm’®

Abb. 62: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1-SAMs gegeniiber S. epidermidis
mittels Plattenmethode.

So wurde innerhalb einer Messreihe aus jeweils 10 mL Testsuspension, die von zwei
unterschiedlichen Goldproben abgeloste Bakterien enthielten, als niedrigster Wert
1500 CFU und als hochster Wert 4550 CFU gefunden. Neben den methodenbeding-
ten Artefakten waren auch durch die Uneinheitlichkeit der Goldoberflache erzeugte
Schwankungen denkbar. Die flr unser Auge nicht wahrnehmbaren Unterschiede auf
der Oberflache stellen fir Bakterien eine sehr heterogene Landschaft dar, die eine
unterschiedliche Anzahl von Adh&asionsplatzen anbietet. Trotz dieser grolen Spann-

weite war die Varianz innerhalb einer Testreihe statistisch nicht signifikant.
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Abb. 63: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhdrierter S.
epidermidis Zellen von einer Au-Probe (unten) und einem D1(SAc)p0o-terminierten SAM (oben)

auf CASO Agar-Festkulturmedium, unverdiinnt (links) 10fach verdiinnt (rechts).

In Abb. 63 und Abb. 64 sind die Agarplatten mit den rekultivierten S. epidermidis-
Zellen dargestellt. Links sind die Agarplatten gezeigt, die mit der unverdinnten
Testsuspension behandelt wurden und rechts die, bei denen die Suspension vor dem
Auftragen zehnfach verdunnt wurde. Durch Auszahlen dieser Platten konnte die CFU
pro mL in der Testsuspension und daraus die CFU pro cm? Substrat ermittelt werden.
Wahrend die von den D1(SAc)4000- Und D1(SAC)s000-SAMs stammenden Agarplatten
(Abb. 63 oben und Abb. 64 oben) mit gut erkennbaren Einzelkolonien bewachsen
sind, zeigen die vom unmodifizierten Goldsubstrat stammenden Agarplatten ein
dichtes Wachstum. Daraus ergab sich auch hier ein Problem mit der exakten Aus-

zahlung der Kolonien.

130



4 Ergebnisse

Abb. 64: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adharierter S.
epidermidis Zellen von einer Au-Probe (unten) und einem D1(SAc)gggo-terminierten SAM (oben)
auf CASO Agar-Festkulturmedium.

Die Ergebnisse der S. epidermidis-Adhasionsexperimente auf den D1(SAc)so00- Uund

D1(SAc)4000-SAMs, ermittelt durch die Epifluoreszenzmikroskopie, sind in der Abb.

65 dargestellt.
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Abb. 65: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1-SAMs gegeniiber S. epidermidis
mittels Epifluoreszenzmikroskopie.
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Durch dieses Detektionsverfahren konnten fiir die D1(SAc)s000-SAMs 3,49:10° CFU
pro cm? Substrat und fiir D1(SAc)so00-SAMs 4,42:10° CFU pro cm? Substrat ermittelt
werden.

Abb. 66 macht deutlich, dass die direkte Zahlung der adharierten Zellen das Ergeb-
nis von 1,48:10° CFU pro cm? fiir D1(SAc)4000-SAMs und 1,63 10° CFU pro cm? fiir
D1(SAc)so00-SAMs der Plattenzahimethode innerhalb der gleichen Groflenordnung
nur geringflgig verbesserte. Auch die Ergebnisse der Goldproben beider Verfahren
wiesen kaum Diskrepanzen auf. Selbst die bei der Plattenzahlmethode beobachtete
Streuung der Werte innerhalb einer Messreihe trat auch bei der Fluoreszenzmikro-
skopie auf (héchster Wert: 11213 CFU, niedrigster Wert: 4056 CFU). Dies unterstitz-
te die oben diskutierte Vermutung, dass die Oberflachenuneinheitlichkeit die Adhasi-
on beeinflusst. AuRerdem wirkte sich moglicherweise auch die Tatsache nachteilig
aus, dass die Substratgrofde nicht exakt gleich war und damit zusatzliche Variablen
im System vorhanden waren. Die Substratgrofe variierte dabei von 18x18 mm bis
22x22 mm.
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Abb. 66: Vergleich der Quantifizierungsmethoden bei der Bestimmung der repulsiven Eigen-

schaften von D1-SAMs gegeniiber S. epidermidis.

Abb. 67 vermittelt einen optischen Eindruck der deutlich unterscheidlichen Bakteri-
endichte auf D1(SAc)s000-SAM und unmodifiziertem Gold.
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Abb. 67: Mit DAPI angefarbte S. epidermidis auf D1(SAc)4000-SAMs (links) und Au (rechts).

Unerwartet war die Beobachtung, dass die Fluoreszenz-mikroskopisch ermittelte
Bakterienrepulsivitat dieser SAMs im Rahmen der Messgenauigkeit mit den Ergeb-
nissen aus der Plattenmethode Ubereinstimmte. Es ist daher anzunehmen, dass
durch die Verwendung der Halterung fur das Ultraschallbad (vgl. Abschnitt 4.1.4) der
Abldseschritt adharierten Bakterien quantitativ und zuverlassig verlaufen ist. Auler-
dem scheint die Entscheidung, zur Ermittlung der CFU pro cm? Substrat bei der
Plattenmethode die zehnfach verdiunnte Testsuspension zu verwenden, die metho-
denbedingten Unterschiede in den Ergebnissen minimiert zu haben.

Im Gegensatz zur E. coli-Adhéasion zeigten die D1(SAc)a000- und D1(SAc)so00-SAMs
kaum eine Variation bezuglich ihrer Repulsivitat gegenuber S. epidermidis.

Aus der Tabelle 12 geht hervor, dass die beiden Vertreter dieser Klasse die Adhasi-

on von S. epidermidis ahnlich stark, ndmlich um ca. 99% reduzierten.
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A: Plattenmethode

Reduzierung der

Konzentration Ermittelte Rel. Adhision ) o
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] %] (%]
D1(SAc)a000 1x10” CFU/mL (1,48+1,69)-10° 0,92+1,05 99,1+1,0
D1(SAc)so00 1x10” CFU/mL (1,6311,44)'103 1,01+0,89 99,0+0,9
Au 1x107 CFU/mL (1,61£0,67)-10° 100 0
B: Epifluoreszenzmikroskopie
: ; Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhésion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
D1(SAC)4000 1x10” CFU/mL (3,49+1,93)-10° 0,91+0,59 99,1+0,6
D1(SAC)s000 1x10" CFU/mL (4,42+3,17)10° 1,16+0,91 98,8+0,9
Au 1x10” CFU/mL (3,82+1,26)-10° 100 0

Tabelle 12: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1-SAMs gegeniiber S. epidermidis
ATCC 14990 mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test) (A) und Epifluoreszenz-
mikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test) (B).

4.4.1.3 Adhasion von S. aureus ATCC 6538

In Abb. 68 sind die Ergebnisse der Adhasion von S. aureus auf D1(SAc)4000-SAMs

und Gold aus jeweils drei unterschiedlichen Messreihen zusammengefasst.
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Abb. 68: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1-SAMs gegeniiber S. aureus mittels

Epifluoreszenzmikroskopie.

Die Resistenz der D1(SAc)4000-SAMs gegenuber der Adhasion von S.aureus ist mit
4,23-10° CFU pro cm? Substrat (Tabelle 13) nur unwesentlich starker ausgepragt als
die der EG;OH-SAMs (6,12:10° CFU pro cm? Substrat). Bei unmodifiziertem Gold
konnten 6,57-10° CFU pro cm? Probe als Ergebnis ermittelt werden. Somit bewirkten

die D1(SAc)a000-SAMs eine um zwei GroRenordnungen reduzierte Bakterien-

adhasion.

Abb. 69: Mit DAPI angefarbte S. aureus auf D1(SAc)4000-SAMs (links) und Au (rechts).

Abb. 69 zeigt auf den Testsubstraten adharierte S. aureus Zellen, die durch die

Anfarbung mit DAPI unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht wurden. Mit
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bloRem Auge ist ein drastischer Unterschied in der Zelldichte auf dem D1(SAc)4000-
SAM verglichen mit der Goldprobe zu erkennen. Besonders auf der Goldprobe
kommt die Neigung der Bakterien, Zellhaufen zu bilden, zum Ausdruck. Die Haufen-
bildung von adharierten Bakterien erlaubt die Annahme, dass bereits in der Phase

der Anheftung oder vorher die einzelnen Zellen miteinander interagieren.

F i Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
D1(SAC)4000 1x10” CFU/mL (4,23+1,66)-10° 0,64+0,32 99,4+0,3
Au 1x10" CFU/mL (6,57+2,13)-10° 100 0

Tabelle 13: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1(SAc)-SAMs gegeniiber S. aureus
ATCC 6538 mittels Epifluoreszenzmikroskopie(p<0,001, Mann-Whitney-Test).

4.4.1.4 Adhasion von P. aeruginosa PAO

Abb. 70 illustriert, dass die bereits bei EG;OH-SAMs diskutierte, deutlich schwacher
ausgepragte Bioresistenz gegenliber P. aeruginosa auch bei den D1(SAc)4000-SAMs
zu beobachen war. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass dieser Testkeim tatsachlich

in der Lage ist, jede Oberflache zu besiedeln.
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Abb. 70: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1-SAMs gegeniiber P. aeruginosa

mittels Epifluoreszenzmikroskopie.

Abb. 71 macht deutlich, dass auch auf den D1(SAc)4000-SAMs eine hohe Bakterien-
dichte detektiert wurde. Der Unterschied zu der Besiedlung auf dem unmodifizierten

Gold fiel in diesem Fall deutlich geringer aus als bei den drei restlichen Testkeimen.

Abb. 71: Mit DAPI angefarbte P. aeruginosa-Zellen auf D1-SAM (links) und Au (rechts).
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i Ermittelte Reduzierung der
Konzentration Rel. Adhision . ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
. %
sion [CFU/mL] [CFUIcmz] [%] [%]
D1(SAC)a000 1x10° CFU/mL | (2,73+0,63)-10° 55,2423 44,8423
Au 1x10° CFU/mL (4,95+1,73) 10° 100 0

Tabelle 14: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1(SAc)-SAMs gegeniiber P.

aeruginosa PAO mittels Epifluoreszenzmikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Diese Tatsache unterstreicht die Unterschiede im Adhasionsverhalten einzelner
Organismen, was eine Formulierung eines allgemein gultigen Adh&sionsmechanis-
mus unmoglich macht.

Der Vergleich der Adhasionsergebnisse von P. aeruginosa auf EG;OH-und
D1(SAc)4000-SAMs hat ergeben, dass dieser Keim mit 55,2% relativer Adhasion
(Tabelle 14) eine geringfligig héhere Tendenz zur Bindung an die dendrimermodifi-
zierten Oberflachen zeigt. Fur die geringe Wirksamkeit der ethylenglycolterminierten
SAMs gegenuber der Adhasion von P. aeruginosa wurde im Abschnitt 4.3.2 ein
moglicher Abbau der Monoschicht unter Einwirkung von bakteriellen Biotensiden
vermutet. Da die Polyglycerol-Kopfgruppe als weniger empfindlich gegenuber biolo-
gischem Abbau gilt, ware im Falle der Richtigkeit unserer Annahme ein besseres
Ergebnis fur Dendrimer-SAMs zu erwarten gewesen. Das eingetretene Ergebnis
lasst sich so interpretieren, dass die funktionellen Gruppen auf der Zelloberflache
von P. aeruginosa mit der PG-Kopfgruppe eine gunstigere Wechselwirkung eingehen
konnten als mit der EG-Gruppe. Andererseits konnte auch der Abbau der PG-Gruppe
durch bakterielle Biotenside nicht ausgeschlossen werden. Mit dem Ergebnis konnte
die im Abschnitt 4.3.2 diskutierte Annahme der moglichen Schichtdegradation weder
bestatigt noch widerlegt werden.

Wahrend EG- und PG-terminierte SAMs in den Experimenten eine geringe Repulsivi-
tat gegenuber P. aeruginosa zeigen, wird in der Literatur eine drastische Reduzie-
rung der Adhasion von P. aeruginosa durch CHs-terminierte SAMs beschrieben.?*?
Allerdings bewirkte eine Verlangerung der Expositionszeit von 3 h bis zu 24 h auch
auf diesen SAMs eine starke Keimakkumulation.

Zwischen der Anzahl adharierter Bakterien auf den D1(SAc)-SAMs und den Goldre-

ferenzen bestand ein hochsignifikanter Unterschied (Mann-Whitney-Test, p<0,001).
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4.4.2 Bakterienadhasionsuntersuchungen der Dendrimere der

Klasse D2(SAc)

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Adhasionsuntersuchungen auf den
D2(SAc)-SAMs vorgestellt. Es wurden zwei Vertreter dieser Klasse, D2(SAc)3000 und
D2(SAc)s000, hinsichtlich ihrer Biorepulsivitat gegenuber E. coli WT und S. epidermi-
dis ATCC 14990 untersucht. Die Adhasion von S. aureus ATCC 6538 und P. aerugi-
nosa PAO wurde nur auf D2(SAc)se00-SAMs getestet.

Im Experiment wurden frisch praparierte SAMs mit der jeweiligen Testkeimsuspensi-
on inkubiert. Durch Auszahlen der CFU auf den Agarplatten bzw. Auswerten der
Mikroskopieaufnahmen mithilfe von ImageJ konnte das Endergebnis als CFU pro
cm? Substrat ermittelt werden und somit Aussagen iiber die Bakterien-abweisenden

Eigenschaften dieser Schichten gemacht werden.

4.4.2.1 Adhasion von E.coli WT

Die Ergebnisse der Adhasionsuntersuchungen von E. coli WT auf D2(SAc)3000- und
D2(SAc)s000-SAMs sind in Abb. 72 wiedergegeben.
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Abb. 72: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2-SAMs gegeniiber E. coli WT mittels

Plattenmethode.
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Verglichen mit unmodifiziertem Gold wiesen beide Dendrimer-SAMs eine deutliche
Repulsivitat gegentber E. coli auf. Auffallig war, dass die D2(SAc)se00-SAMs die
Adhasion von E. coli etwas starker reduzierten als D2(SAc)3000-SAMSs.

Abb. 73 zeigt bebritete Agarplatten nach der Rekultivierung der von den Testsub-
straten abgel0sten Bakterien. Bei dieser Probe wurden auf die erste Agarplatte
(links) 10 Bakterien, auf die zweite (in der Mitte) 5 und auf die dritte (rechts) keine
Bakterien Ubertragen worden. Auf den Goldproben waren die Verhaltnisse ahnlich

wie bei den bisherigen Ergebnissen.

Abb. 73: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adharierter E. coli-

Zellen von einem D2(SAc)sggo-terminierten SAM auf CASO Agar-Festkulturmedium

Wie die Tabelle 15 verdeutlicht, zeigten die SAMs der D2(SAc)-Klasse eine geringe-

re Variation in der Repulsivitat gegenuber E. coli als die D1(SAc)-Schichten.

Konzentration Ermittelte s Reduzierung der
Rel. Adhéasion . ol
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
D2(SAc)3000 1x10° CFU/mL (3,27+3,68) 0,76+0,86 99,2+0,9
D2(SAc)s000 1x10° CFU/mL (1,03+1,17) 0,24+0,27 99,8+0,3
Au 1X10° CFUIML | (4,28+0,26)-10 100 0

Tabelle 15: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2(SAc)-SAMs gegentiber E. coli
WT mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Sowohl auf D2(SAc)see- als auch D2(SAc)se00-SAMs fand nur eine geringfugige
Adhasion statt. In beiden Fallen betrug die Verminderung der Bakterienadhasion
uber 99%.
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4.4.2.2 Adhasion von S. epidermidis ATCC 14990

Mit den in Abb. 74 dargestellten Ergebnissen konnte der Nachweis erbracht werden,
dass die D2(SAc)sp00- und D2(SAc)s000-SAMs die Adhasion von S. epidermidis
deutlich reduzieren. In beiden Fallen konnte eine Adhasionsverminderung uber 99%
beobachtet werden. Mit 1,61-10° CFU pro cm? Goldsubstrat war die Besiedlung auf

unmodifiziertem Gold um zwei Grof3enordnungen hoher als auf den Monoschichten.
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Abb. 74: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2-SAMs gegeniiber S. epidermidis
ATCC 14990 mittels Plattenmethode.

Die durch Epifluoreszenzmikroskopie gewonnenen Ergebnisse fur D2(SAc)3000- und

D2(SAc)s000-SAMs sind in Abb. 75 dargestellt.
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Abb. 75: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2-SAMs gegeniiber S. epidermidis

mittels Epifluoreszenzmikroskopie.

Ahnlich wie bei E. coli sprachen die Ergebnisse dafiir, dass die beiden Vertreter der
D2(SAc)-Klasse auch die Anheftung von S. epidermidis stark reduzieren. Anders als
bei der D1(SAc)-Klasse (vgl. Abschnitt 4.4.1.2) wurden bei nadherer Betrachtung der
Ergebnisse der D2(SAc)-Schichten auswertungsmethodenabhangige Unterschiede
festgestellt (Abb. 76, Tabelle 16). Wahrend bei den SAMs der D1(SAc)-Klasse das
durch die Plattenzahimethode und Epifluoreszenzmikroskopie ermittelte Ergebnis in
der gleichen Groflenordnung lag, wurde durch die Epifluoreszenzmikroskopie eine
um eine Grolenordnung hohere Bakterienzahl auf den Monoschichten der D2(SAc)-

Klasse detektiert.
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Abb. 76: Vergleich der Quantifizierungsmethoden bei der Bestimmung der repulsiven Eigen-
schaften von D2-SAMs gegeniiber S. epidermidis.

Die beobachtete Diskrepanz verwundert nicht, da das notwendige Ablosen und die
Rekultivierung der Bakterien bei der Plattenmethode allgemein zur Unterschatzung

der Zellzahl fuhrt. In diesem Fall hat sich die Annahme bestatigt, dass die Fluores-

zenzmethode zuverlassiger ist bzw. richtigere Ergebnisse liefert.

A: Plattenmethode

Reduzierung der

Konzentration Ermittelte Rel. Adhision ) o
Testsubstrat der Testsuspen- Adhasion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
D2(SAc)3000 1x10” CFU/mL (1,50%1,43)-10° 0,93+0,89 99,1+0,9
D2(SAc)s000 1x10” CFU/mL (0,85+1,08):10° 0,53+0,67 99,5+0,7
Au 1x10” CFU/mL (1,61£0,67)-10° 100 0
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B: Epifluoreszenzmikroskopie

F 7 Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision - ) 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhasion Bioadhasion
0,

sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] %]
D2(SAc)3000 1x10” CFU/mL (1 ,59i0,98)-104 4,16+2,91 95,8+2,9
D2(SAC)s000 1x10” CFU/mL (1,13+0,77)-10° 2,96+2,23 97,0£2,2

Au 1x10” CFU/mL (3,82+1,26)-10° 100 0

Tabelle 16: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2(SAc)-SAMs gegeniiber S.
epidermidis ATCC 14990 mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test) (A) und Epifluo-

reszenzmikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test) (B).

4.4.2.3 Adhasion von S. aureus ATCC 6538

Gegeniber S. aureus zeigten die D2(SAc)s000-SAMs einen deutlichen biorepulsiven
Effekt (Abb. 77). Sie verminderten die Adhasion des Testkeimes um 99,4% und

waren daher als resistent einzustufen (Tabelle 17).

Durch den Vergleich mit den Ergebnissen fir SAMs der D1(SAc)-Klasse (vgl. Ab-
schnitt 4.4.1.3) und EG;OH-SAMs (vgl. Abschnitt 4.3.1.3) kann dies als bestes

Zwischenergebnis in der Inhibierung der Adhasion von S. aureus festgehalten wer-

den.

144




4 Ergebnisse

10°
10° -
€
L
=
L
O 10~
]
10° T
o‘_.,o
(7)
%

Abb. 77: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2-SAMs gegeniiber S. aureus mittels

Epifluoreszenzmikroskopie.

Reduzierung der

Konzentration Ermittelte . .
Rel. Adhéasion . ol
Testsubstrat der Testsuspen- Adhiasion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] [%]
D2(SACc)s000 1x10” CFU/mL (3,88+1,85)-10° 0,59+0,34 99,4+0,3
Au 1x10” CFU/mL (6,57+2,13)-10° 100 0

Tabelle 17: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2(SAc)-SAMs gegeniiber S. aureus
ATCC 6538 mittels Epifluoreszenzmikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

4.4.2.4 Adhasion von P. aeruginosa PAO

Abb. 78 und Tabelle 18 fassen die Ergebnisse der Adhasionsuntersuchungen von P.
aeruginosa auf D2(SAc)se00-SAMs zusammen. Ahnlich wie bei EG;OH- und
D1(SAc)-SAMs (vgl. Abschnitte 4.3.1.4 und 4.4.1.4) konnte auch im D2(SAc)-

System eine stark ausgepragte Bindungsfahigkeit des Testkeims auf PG-terminierte

Oberflachen festgestellt werden. Mit einer nur 36%igen Verminderung der Adhasion

kénnen die D2(SAc)so0-SAMs als gering wirksam eingestuft werden. Die pro cm?

145




4 Ergebnisse

Substrat ermittelten Keimzahlen unterscheiden sich fir unmodifiziertes Gold und

D2(SAc)s000-SAMs unwesentlich innerhalb der gleichen GréRenordnung.
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Abb. 78: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2-SAMs gegeniiber P. aeruginosa

mittels Epifluoreszenzmikroskopie.

F Ermittelte Reduzierung der
Konzentration Rel. Adhision . ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFUIcmz] [%] [%]
D2(SAC)so00 1x10° CFU/mL | (3,19+1,12)-10° 64,4+31,9 35,6+31,9
Au 1x10° CFU/mL | (4,95+1,73)-10° 100 0

Tabelle 18: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D2(SAc)-SAMs gegeniiber P.

aeruginosa PAO mittels Epifluoreszenzmikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Zwischen der Anzahl adharierter Bakterien auf den D2(SAc)-SAMs und den Goldre-

ferenzen bestand ein hochsignifikanter Unterschied (Mann-Whitney-Test, p<0,001).
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4.4.3 Bakterienadhasionsuntersuchungen der Dendrimere der Klas-
se D3(SAc)

Zwei Vertreter der D3(SAc)-Klasse, D3(SAc)4000 und D3(SAc)se00, Wurden hinsicht-
lich ihrer Biorepulsivitat gegen E. coli WT und S. epidermidis ATCC 14990 unter-
sucht. Die Adhasion von S. aureus ATCC 6538 und P. aeruginosa PAO wurde auf
D3(SAc)4000-SAMs untersucht. Dafur wurden die frisch praparierten SAMs mit der
jeweiligen Testkeimsuspension inkubiert. Zwei Auswertungsmethoden, die Platten-
zahlmethode und die Epifluoreszenzmikroskopie kamen zur Bestimmung der Anzahl
der adharierten Keime zum Einsatz. Dabei konnte durch Auszahlen der CFU auf den
Agarplatten bzw. Auswerten der Mikroskopieaufnahmen mit Hilfe von ImageJ das
Endergebnis als CFU pro cm? Substrat ermittelt werden und somit Aussagen Uber

die bakterienabweisenden Eigenschaften dieser Schichten gemacht werden.

4.4.3.1 Adhasion von E.coli WT

Die Ergebnisse der Adhasionsuntersuchungen von E. coli auf D3(SAc)4000- und
D3(SAc)s000-SAMs sind in Abb. 79 wiedergegeben.
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Abb. 79: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D3-SAMs gegeniiber E. coli mittels

Plattenmethode.
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Verglichen mit dem unmodifizierten Gold wiesen beide Dendrimer-SAMs ein deutlich
ausgepragtes repulsives Potenzial (96,2% bzw. 98,1%, Tabelle 19) gegenuber E. coli
auf. Im Experiment reduzierten D3(SAc)so00-SAMs die Adhasion von E. coli unwe-
sentlich starker als D3(SAc)4000-SAMs. Ein dhnliches scheinbar molmassenabhangi-
ges repulsives Verhalten wurde auch im D2(SAc)-E. coli-System beobachtet. Zwar
war der Effekt sehr schwach ausgepragt, jedoch zeigten D2(SAc)s000-SAMs eine
starkere Inhibierung der Adhasion von E. coli als D2(SAc)3000-SAMs. Dieses Ergeb-
nis war unerwartet, da aufgrund der sehr ahnlichen mittleren molaren Masse der
Thioacetate von einem weitgehend identischen Schichtbildungs- und Repulsions-
verhalten ausgegangen wurde. Die D1(SAc)-SAMs hingegen wiesen einen unwe-
sentlichen Unterschied im Repulsionspotenzial in der umgekehrten Richtung auf (vgl.
Abschnitte 4.4.1.1 und 4.4.2.1). Allerdings kann bei diesen Beobachtungen nicht von
einem systematischen Zusammenhang zwischen dem repulsiven Charakter der

SAMs und der angestrebten Molmasse ausgegangen werden.

F 7 Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,

sion [CFU/mL] [CFU/cm?] %] (%]
D3(SAC)4000 1x10° CFU/mL (1,63+1,07)-10" 3,81+2,51 96,2+2,51
D3(SAC)s000 1x10° CFU/mL (7,99+5,88) 1,87+1,38 98,1+1,38

Au 1x10° CFU/mL (4,28+0,26)-10° 100 0

Tabelle 19: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D3(SAc)-SAMs gegeniiber E. coli
WT mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

4.4.3.2 Adhasion von S. epidermidis ATCC 14990

Die nachfolgend gezeigten Abb. 80 und Abb. 81 geben die Ergebnisse der Platten-
zahlmethode der S. epidermidis Adhasion auf D3(SAc)s000 Uund D3(SAc)so00-SAMs

wieder.
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Abb. 80: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften D3-SAMs gegeniiber S. epidermidis mittels
Plattenmethode.

Die durch die Rekultivierung der von den Testsubstraten abgeldsten Keime ermittel-
ten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die beiden Vertreter der D3(SAc)-Klasse die

Adhasion von S. epidermidis sehr stark reduzieren.

Abb. 81: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablosung und Rekultivierung adharierter S.
epidermidis Zellen von einer Au-Probe (unten) und einem D3(SAc)4g00-terminierten SAM (oben)
auf CASO Agar-Festkulturmedium, unverdiinnt (links) und 10fach verdiinnt (rechts).
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In Abb. 81 sind links die Agarplatten mit unverdtinnter und rechts zehnfach verdinn-
ter Testsuspension gezeigt. Die der D3(SAc)4000 zugehdrigen Agarplatten weisen ein
geringes Wachstum der Testkeime auf. Wie das Bild unten zeigt, fuhrte der Zellen-
transfer von den Goldproben auf die Agarplatten zu einem sehr dichten Wachstum.
Zu berlcksichtigen ist, dass das aufgetragene Volumen bei den SAM-Proben 50 uL
und bei den Goldproben 25 pL betrug. Trotzdem eignete sich das Ergebnis der
Agarplatte mit der unverdiinnten Testsuspension nicht fur die Quantifizierung, da das

Auszahlen der Kolonien nicht fehlerfrei durchgefuhrt werden konnte.

Wahrend durch Plattenzahimethode fiir beide Vertreter dieser Klasse 3,67-10" CFU
pro cm? Substrat als Endergebnis ermittelt wurde, ergab die Auswertung durch die
Epifuoreszenzmikroskopie mit 5,55-10° bzw 4,29:10° CFU pro cm? Substrat (Abb. 82,

Tabelle 20) eine um zwei GroRenordnungen hohere Adhasion.
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Abb. 82: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften D3-SAMs gegeniiber S. epidermidis mittels

Epifluoreszenzmikroskopie.

Wie die grafische Darstellung in Abb. 83 verdeutlicht, fihrten die beiden Detektions-
methoden zu unterschiedlichen Ergebnissen. Diese Diskrepanz war auch bei den
Au-Substraten zu erwarten, da es in der Regel bei der Bestimmung von CFU durch
Kultivierung die Zahl der Bakterien unterschatzt wird (vgl. Abschnitt 3.3.4.2).
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[ Plattenzahimethode
10° - V777 Fluoreszenzmikroskopie

CFU/cm’®

Abb. 83: Vergelich der Quantifizierungsmethoden bei der Bestimmung der repulsiven Eigen-
schaften D3-SAMs gegeniiber S. epidermidis.

Bei den Adhasionsuntersuchungen kommt die Notwendigkeit der Ablosung der
Zellen hinzu. Die Zahl der Zellen, die nicht abgeldst werden kdnnen oder die eventu-
ell geschadigt werden und nicht mehr aktiv, also nicht detektierbar sind, ist nicht
bekannt. Auch bei der Goldreferenz wurden durch das mikroskopische Verfahren 2,4

mal mehr adharierte Zellen pro Flache ermittelt.

Ubereinstimmend zeigten beide Auswertungsmethoden ein hohes repulsives Poten-
zial fur die D3(SAc)s000 Und D3(SAC)so00-SAMs. Mit einer 99%-igen Repulsivitat im
Vergleich zur Referenz konnen die Schichten als stark repulsiv eingestuft werden.
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A. Plattenmethode

Reduzierung der

Konzentration Ermittelte Rel. Adhision ) o
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] %]
D3(SAC)a000 1x10” CFU/mL (3,676,56)-10" 0,02+0,04 99,98+0,04
D3(SAC)s000 1x10” CFU/mL (3,67+4,14)-10" 0,02+0,03 99,98+0,03
Au 1x10” CFU/mL (1,61£0,67) 10° 100 0
B: Epifluoreszenzmikroskopie
: ; Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhésion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
D3(SAC)4000 1x10” CFU/mL (5,55+2,43)-10° 1,4+0,8 98,5+0,8
D3(SAC)s000 1x10” CFU/mL (4,29+1,82)-10° 1,1£0,6 98,8+0,6
Au 1x10” CFU/mL (3,82+1,26)-10° 100 0

Tabelle 20: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D3(SAc)-SAMs gegeniiber S.
epidermidis ATCC 14990 mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test) (A) und Epifluo-

reszenzmikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test) (B).

4.4.3.3 Adhasion von S. aureus ATCC 6538

Abb. 84 kann entnommen werden,

dass die

repulsiven Eigenschaften der

D3(SAc)4000-SAMs gegenuber der Adhasion von S. aureus nicht so stark ausgepragt

waren.
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Abb. 84: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D3-SAMs gegeniiber S. aureus mittels
Epifluoreszenzmikroskopie.

Die Verminderung der Adhasion im Vergleich zur unbeschichteten Probe betrug
84,8%. Bei der Berechnung wurde ein Datensatz von insgesamt 30 Einzelwerten fur
die Monoschichten und ebenfalls 30 Werte fur die Goldreferenz verwendet. Sowohl
fur D3(SAc)4000-SAMs als auch fur die Goldreferenz wurden jeweils sechs Werte als

Ausreil3er identifiziert und nicht im Gesamtergebnis bertcksichtigt (s. Anhang).

i 7 Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhésion . ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhésion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
D3(SAC)so00 1x107 CFU/mL (1,00£0,38)-10* 1,52+0,76 98,5+0,8
Au 1x107 CFU/mL (6,57+2,13)-10° 100 0

Tabelle 21: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D3(SAc)-SAMs gegeniiber S. aureus
ATCC 6538 mittels Epifluoreszenzmikroskopie (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Der Unterschied in der Anzahl adharierter Bakterien (E. coli WT, S. epidermidis

ATCC 14990 und S. aureus ATCC 6538) auf den D3(SAc)-SAMs und den Goldrefe-

renzen war statistisch hochsignifikant (p<0,001,Mann-Whitney-Test).
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4.4.3.4 Adhasion von P. aeruginosa PAO

Bei den untersuchten D3(SAc)4000-SAMs konnte in den Adhasionsexperimenten mit

P. aeruginosa eine Resistenz von ca. 28% beobachtet werden (Abb. 85). Gegenlber

unbeschichtetem Gold zeigten die Monoschichten eine geringere Verminderung der
Adhasion als die Vertreter der D1(SAc)- und D2 (SAc)-Klassen. (Tabelle 22, bei der
Berechnung wurden 5 Werte als Ausreisser identifiziert und aus dem Datensatz von
D3(SAc)4000-SAMs entfernt).
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Abb. 85: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D3-SAMs gegeniiber P. aeruginosa

mittels Epifluoreszenzmikroskopie.

i Ermittelte Reduzierung der
Konzentration Rel. Adhésion _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] [%]
D3(SAC)4000 1x10° CFU/mL (3,590,62) 10° 72,5+28,3 27,5¢28,3
Au 1x10° CFU/mL (4,95£1,73)-10° 100 0

Tabelle 22: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D3(SAc)-SAMs gegeniiber P.

aeruginosa PAO mittels Epifluoreszenzmikroskopie (p<0,05, Mann-Whitney-Test).
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Diesem Ergebnis zufolge wiesen die D3(SAc)s00-SAMs von allen getesteten
Dendrimer-SAMs die geringste Wirksamkeit gegen die Anhaftung von P. aeruginosa
auf. Auch Statistisch war der Unterschied zwischen der Anzahl adharierter Bakterien
auf den D3(SAc)-SAMs und den Goldreferenzen weniger ausgepragt (Mann-
Whitney-Test, p<0,05) als fir D1(SAc)- und D2(SAc)- SAMs.

4.4.4 Zusammenfassende Betrachtung der Bioadhasionsunter-
suchungen auf den SAMs der Klassen D1(SAc), D2(SAc) und

D3(SAc)

Im in vitro Testsystem wurden die Monoschichten der Klasse D1(SAc), D2(SAc) und
D3(SAc) auf ihr Potenzial, die Adhasion der Bakterien E. coli WT, S. epidermidis
ATCC 14990, S. aureus ATCC 6538 und P. aeruginosa PAO zu unterdricken,
getestet. Tabelle 23 bis Tabelle 26 geben eine zusammenfassende Ubersicht (iber
die Ergebnisse aus jeweils drei Versuchsreihen an und verdeutlichen, soweit vor-
handen, das stammspezifische Adhasionsverhalten der Testkeime auf diesen Mono-

schichten.
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Ermittelte Rel. Adhision Reduzierung der
Testsubstrat Adhision Bioadhasion

[CFU/cm?] %] [%]
D1(SAC)4000 (2,31+0,69)-10" 5,4%1,6 94,611,6
D1(SAc)s000 (6,511£2,24) 10" 15,240,9 84,710,9
D2(SAc)3000 (3,27+3,68) 0,76+0,86 99,2+0,86
D2(SACc)s000 (1,03£1,17) 0,2410,27 99,8+0,27
D3(SAC)4000 (1,63+1,07) 10" 3,81£2,51 96,2+2,51
D3(SAc)so00 (7,9945,88) 1,87+1,38 98,1+1,38

EG;OH (2,13+2,3) 0,5+0,5 99,5+0,5
Au (4,28+0,26) 10° 100 0

Tabelle 23: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1(SAc)-, D2(SAc)- und D3(SAc)-
SAMs gegeniiber E. coli WT mittels Plattenmethode.

Der Vergleich der Bakterienzahl pro Flache und der daraus berechneten Repulsivita-
ten aller getesteten Monoschichten gegen E. coli WT (Tabelle 23) machen deutlich,
dass die D2(SAc)s000-SAMs mit 99,8%-iger Repulsivitat das beste Ergebnis zeigten.
Die Adhasion an den als Standard geltenden EG;OH-SAMs mit einem Inhibie-

rungspotenzial von 99,5% war doppelt so hoch.

Ebenfalls eine Verminderung der Adhasion um mehr als 99% zeigten die
D2(SAc)3000-SAMs. Somit konnen auch die SAMs dieser Klasse gegenlber der
Adhasion von E. coli WT als hochrepulsiv eingestuft werden. Verglichen mit den
SAMs der Klasse D2(SAc) zeigten die D3(SAc)-Monoschichten eine etwas geringer
ausfallende Repulsivitat. Auffallend war, dass auch in dieser Klasse, ahnlich wie im
D2(SAc)-System, trotz unwesentlicher Unterschiede in der mittleren molaren Masse,
die repulsiven Eigenschaften der SAMs von den zur Schichtbildung eingesetzten
Dendrimeren abzuhangen schien. In den Adhasionsexperimenten mit E. coli WT
zeigten die D1(SAc)-SAMs von allen untersuchten PG-terminierten Monoschichten

die am schwachsten ausgepragte Bakterienrepulsivitat.
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Generell lasst sich feststellen, dass E. coli WT sich unter den gewahlten Bedingun-
gen als schwach adharenter Keim zeigte. Selbst nativen Goldoberflachen wurden nur
ca. 400 CFU pro cm? gefunden. Die Ergebnisse deuten weiterhin auf einen stark
repulsiven Charakter der PG-Kopfgruppe hin, der in seiner Starke mit dem der EG-
Kopfgruppe vergleichbar ist und im Falle der D2(SAc)s000-SAMs die Wirksamkeit der
EG;OH-Monoschichten sogar leicht tGbertrifft.

100
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Abb. 86: Vergleich der relativen Adhésion von E. coli WT auf D1(SAc)-, D2(SAc)- und D3(SAc)-
SAMs (ermittelt durch Plattenmethode).

Wie Tabelle 24 verdeutlicht, ist das Bild fur die Adhasion von S. epidermidis auf den
D1(SAc)-, D2(SAc)- und D3(SAc)-SAMs anders. Gegenuber diesem Testkeim
wiesen die beiden Vertreter der D3(SAc)-Klasse sowohl bei der Plattenmethode als
auch bei der Epifluoreszenzmikroskopie mit einer circa 99%-iger Repulsivitat eine
starke Resistenz auf. Vergleicht man die Ergebnisse der beiden Testmethoden fur
die D3(SAc)-Klasse, stellt man fest, dass diese die EG;OH-SAMs in ihrer repulsiven
Wirksamkeit Ubertreffen. Wahrend bei den EG;OH-SAMs bei beiden Methoden die
ermittelte Keimzahl pro Flache innerhalb derselben GroRenordnung lag, zeigten sich
bei den D3(SAc)a000- Und D3(SAc)se00-SAMs allerdings methodenabhangige Unter-
schiede.

Da nicht auszuschlieen ist, dass bei der Plattenzahlmethode 5 s Ultraschall-

behandlung fur die vollstandige Ablosung der Bakterien nicht ausreicht, scheint die

157



4 Ergebnisse

direkte Auszahlung der adharierten Keime durch Epifluoreszenzmikroskopie die

zuverlassigere Methode zu sein.

) L ) Rel. Adhésion Reduzierung der
Ermittelte Adhésion [CFU/cm®] . o
) Bioadhasion [%)]
[%]
Testsub- Epifluo- Epifluo-
strat Platten- Epifluoreszenz- | Platten- reszenz- Platten- reszenz-
methode mikroskopie methode | mikrosko- methode mikro-
pie skopie
D1(SACc)4000 (3,49+1,93) 10° 0,91+0,59 99,1+0,59
D1(SAc)s000 (4,4243,17)-10° 1,16+0,91 98,8+0,91
D2(SAc)3000 (1,59+0,98) 10° 4,16+2,91 95,8+2,91
D2(SAc)s000 (1,130,77) 10° 2,96+2,23 97,0+2,23
D3(SACc)4000 (5,55+2,43) 10° 1,4+0,80 98,5+0,80
D3(SAc)s000 (4,29+1,82) 10° 1,1£0,60 98,8+0,60
EG,;OH (8,57+5,51) 10° 2,24+1,62 97,8+1,62
Au (3,82+1,26) 10° 100 0

Tabelle 24: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1(SAc)-, D2(SAc)- und D3(SAc)-
SAMs gegeniiber S. epidermidis mittels Plattenmethode und Epifluoreszenzmikroskopie.

Die Dendrimere der Klasse D1(SAc) zeigten mit S. epidermidis eine ahnliche Repul-

sivitat wie EG7OH und eigneten sich sehr gut zum Schutz der Metalloberflachen vor

der Besiedlung mit den Testkeimen. Der unwesentliche Unterschied in der Repulsivi-

tat zugunsten der D1(SAc)4000 liegt im Rahmen des Fehlers und kann nicht als Indiz

fir einen Zusammenhang zwischen der Molmasse der schichtbildenden Dendrimere

und den bakterienabweisenden Eigenschaften der Monoschichten verstanden wer-

den. Die Tabelle 24 zeigt auch, dass die methodenbedingten Unterschiede bei der

D1(SAc)-Klasse weniger ins Gewicht fielen als bei der D2(SAc)-Klasse.

Die grundsatzliche Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Verfahren bei der

D1(SAC)-Klasse war einerseits positiv zu bewerten, gleichzeitig jedoch etwas ver-
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wunderlich, da allgemein davon ausgegangen wird, dass die kultivierungsabhangige
Plattenmethode die realen Verhaltnisse unterschatzt. Allerdings muss in dieser
Betrachtung berucksichtigt werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit realisierte
Optimierung der Plattenmethode beispielsweise durch Verwendung der Haltervor-
richtung bei der Ultraschallbehandlung der adharierten S. epidermidis-Zellen oder die
~<Abklatsch-Zyklen“ zur moglichst quantitativen Ablésung der E. coli-Zellen, mafl3geb-
lich dazu beigetragen hat, dass so erhaltene Werte meistens nur noch unwesentliche
Unterschiede von den Ergebnissen der Epifluoreszenzmikroskopie aufwiesen.

Die hier untersuchten D2(SAc)-SAMs vermindern deutlich die Besiedlung des Sub-
strats, wie die Werte in der Tabelle erkennen lassen. Der Vergleich der durch die
Plattenmethode bzw. Epifluoreszenzmikroskopie ermittelten Ergebnisse bestatigt
einerseits eine geringfugige Variation in der Bakterienrepulsivitat innerhalb der
D2(SAc)-Klasse. Dabei zeigten sich die D2(SAc)se00-SAMs, ahnlich wie in den
Experimenten mit E. coli WT etwas resistenter als die D2(SAc)3000-SAMs. Anderer-
seits machte dieser Vergleich die bereits diskutierten methodenspezifischen Unter-
schiede eindrucksvoll klar. Durch die Epifluoreszenzmikroskopie konnten bei den
D2(SAc)s000-SAMs die 5,6-fache und bei den D2(SAc)s:000-SAMs die 4,5-fache
Anzahl Bakterien detektiert werden im Vergleich zur ablosebasierten und kultivie-
rungsabhangigen Plattenmethode. Die beobachtete Differenz in der Nachweissensi-
bilitat beider Methoden (vgl. Abb. 87 und Tabelle 24) lasst sich dadurch erklaren,
dass bei der Plattenmethode nur aktive Bakterien gezahlt werden, wahrend bei der
Epifluoreszenzmikroskopie unabhangig von der metabolischen Aktivitat alle Bakteri-
en detektiert werden.

Die berechneten Fehler visualisieren allerdings, dass die Standardabweichungen bei
beiden Methoden ahnlich hoch sind. Wahrend der Keimverlust beim Transfer adha-
rierter Zellen vom Testsubstrat auf die Agaroberflache und die Rekultivierung als
nichtkontrollierbare Variable nur fur die Plattenmethode von Bedeutung sind, kom-
men bei der Epifluoreszenzmikroskopie andere Faktoren ins Spiel. Zu nennen waren
hier z. B. Oberflachenfehler, wie Kratzer, die beim Schneiden der Stahlfolie in der
Werkstatt auf fast jedem Substrat entstanden sind. Trotz Aussortieren stark zerkrat-
zer Proben kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Testsubstrate Oberflachen-
fehler aufwiesen. Der Einfluss der Heterogenitat der Materialoberflache auf das
Adhasionsverhalten der Bakterien wird auch in der Literatur diskutiert. Es wird ange-

nommen, dass die Heterogenitat auf der Materialoberflache fir die Bakterien lokal
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hoch favorisierte sticky sites erzeugt.*®? Die Detektion von auf Kratzern oder Stufen
verankerten Bakterien hatte nicht nur eine lokal erhdohte Zellzahl, sondern auch eine
erhdohte Spannweite zwischen den Einzelwerten zur Folge. Zusatzlich kdénnte der
Farbstoff auf einer mechanisch geschadigte Oberflache akkumulieren und so zur
Verfalschung der Ergebnisse flhren.

Eine negative Beeinflussung der Messergebnisse bei der Fluoreszenzmikroskopie
konnte auch durch die leichte Woélbung der Proben, die ebenfalls bei der Handha-
bung in der Werkstatt entstanden ist, nicht ausgeschlossen werden. Die durch die
Woélbung bedingte Unebenheit macht die notwendige homogene Ausleuchtung der
zu untersuchende Probe schwierig. Der Strahl muss neu fokussiert werden, wodurch

der quantitative Vergleich zwischen zwei Proben erschwert wird.

Zusammenfassend kann jedoch festgestellt werden, dass die Beschichtung der
Goldoberflache mit PG-Gruppen zur deutlich verminderten Adhasion von S. epider-
midis fUhrte. Unter den gewahlten Experimentbedingungen kann S. epidermidis als

moderat adharenter Keim bezeichnet werden.
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Abb. 87: Vergleich der relativen Adhéasion von S. epidermidis zwischen D1(SAc)-, D2(SAc)- und
D3(SAc)-SAMs, jeweils durch Epifluoreszenzmikroskopie (links) und Plattenmethode (rechts)

ermittelt.

Moglicherweise ist jedoch die Zahl der adharierten Zellen etwas hoher als durch die

Epifluoreszenzmikroskopie quantifiziert werden konnte, da bei der Zahlung im Pro-
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gramm imageJ die Trennung der mikrobiellen Ansammlungen nicht exakt durchge-

fuhrt werden konnte.

Wie in den Experimenten mit E. coli WT zeigten auch in den Adh&sionsuntersuchun-
gen mit S. aureus die D2(SAc)s000-SAMs von allen getesteten Schichten die héchste
Wirksamkeit (Tabelle 25, Abb. 88).

; Reduzierung der

Ermittelte Rel. Adhision eerting

Testsubstrat Adhision Bioadhasion

0,
[CFU/cm?] [%] (%]
D1(SAC)4000 (4,23+1,66)-10° 0,64+0,32 99,4+0,3
D2(SAC)s000 (3,88+1,85) 10° 0,59+0,34 99,4+0,3
D3(SAC)s000 (1,00£0,38) 10* 1,52+0,76 98,5+0,7
EG,OH (6,12+3,58) 10° 0,93+0,62 99,1+0,6
Au (6,57+2,13) 10° 100 0

Tabelle 25: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1(SAc)-, D2(SAc)- und D3(SAc)-

SAMs gegeniiber S. aureus mittels Epifluoreszenzmikroskopie.

rel. Adhéasion [%]

100 4
80 4
60 4
40 +
204

2,0 4
1,51
1,0+
0,54

0,0

Abb. 88: Vergleich der relativen Adhésion von S. aureus auf D1(SAc)-, D2(SAc)- und D3(SAc)-

SAMs (ermittelt durch Epifluoreszenzmikroskopie).
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Mit nur 0,59% relativer Adhasion Ubertrifft die Bakterienrepulsion der D2(SAc)-SAMs
Schichten das abweisende Potenzial der etablierten EG;OH-SAMs deutlich. Die
Werte in Tabelle 25 lassen erkennen, dass die hier untersuchten D1(SAc)-SAMs
ebenfalls eine deutliche Reduktion der Bakterienadhasion bewirken. Der repulsive
Effekt war in etwa mit dem der D2(SAc)-SAMs vergleichbar. Die D1(SAc)4000-SAMs
verminderten die Adhasion von S. aureus um 99,3%. Auch hier konnte festgestellt
werden, dass die PG-Kopfgruppen im Vergleich zur EG-Kopfgruppe eine starkere
Repulsivitat aufwiesen.

Der abweisende Effekt gegenlber S. aureus war mit 98,5% verminderter Adhasion
gegenliber der unbehandelten Probe auch bei den D3(SAc)so00-SAMs sehr stark
ausgepragt.

Anhand des Haftvermogens auf Gold kann festgestellt werden, dass es sich auch bei

S. aureus um einen moderat adharenten Keim handelt.

Stellt man die Ergebnisse der drei Testkeime E. coli, S. epidermidis, und S. aureus
gegenuber, wird klar, dass die PG-Kopfgruppe eine starke Verminderung der Adha-
sionsfahigkeit dieser Keime bewirkte und dass, gemessen an den Unterschieden
zwischen den verschiedenen Stammen, die Variation in der Repulsion eher unterge-
ordnet war. Diese Aussage erlaubt allerdings nicht die Annahme, dass es fir alle
Mikroorganismen einen allgemein gultigen Adhasionsmechanismus geben kann.
Bezieht man in diese Betrachtung die Ergebnisse der Adhasion von P. aeruginosa
mit ein (Abb. 89, Tabelle 26), kann man allgemein feststellen, dass die Resistenz
einer Monoschicht gegenuber einem Testkeim keine Aussagen uber die Repulsivitat

derselben Schicht gegenuber anderen Bakterienarten zulasst.
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Abb. 89: Vergleich der relativen Adhésion von P. aeruginosa auf D1(SAc)-, D2(SAc)- und
D3(SAc)-SAMs (ermittelt durch Epifluoreszenzmikroskopie).

Gegenuber P. aeruginosa wurde eine deutlich geringe Wirksamkeit der untersuchten
D(SAc)-SAMs festgestellt. Tabelle 26 verdeutlicht, dass die D1(SAc)s000- und
D2(SAc)s000-SAMs ein ahnliches Inhibierungspotenzial aufwiesen, wahrend die

D3(SAc)s000-SAMs einen deutlich schwacher ausgepragten Repulsionseffekt zeigten.
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P Reduzierung der
Ermittelte Rel. Adhésion eerting
Testsubstrat Adhasion Bioadhasion
%
[CFU/cm?] [%] (%]
D1(SAC)4000 (2,73+0,63)-10° 55,2423 44,8+23
D2(SAC)s000 (2,74+0,89) 10° 64,4+31,9 35,6+31,9
D3(SAC)s000 (3,41+0,50) 10° 72,5+28.3 27,5283
EG,OH (2,17+1,09) 10° 49,1+31,2 50,9+31,2
Au (4,95+1,73) 10° 100 0

Tabelle 26: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von D1(SAc)-, D2(SAc)- und D3(SAc)-

SAMs gegeniiber P. aeruginosa mittels Epifluoreszenzmikroskopie.

Selbst die EG7;OH-SAMs, die in diesem Fall etwas bessere Ergebnisse als die
D(SAc)-SAMs brachten, konnten die Adhasion dieses Keims nicht effizient vermin-
dern. Wie bereits in Abschnitt 4.4.1.4 diskutiert, ist dises Problem bekannt und
symptomatisch fiir die Wechselwirkung von PEG-Schichten mit P. aeruginosa.>*?

Es wird von einer Abhangigkeit der Adhasion von P. aeruginosa von der Oberfla-
chenrauhigkeit berichtet.*®® Um die Bedeutung dieses Parameters fiir die in dieser

Arbeit vorgestellten Ergebnisse herauszufinden, wurden die Goldoberflachen mit

Hilfe der Rasterkraftmikroskopie auf ihre Rauhigkeit untersucht (Abb. 90).

Abb. 90: 20x20 um rasterkraftmikroskopische Abbildung einer Goldoberflache auf Stahl.
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4 Ergebnisse

Die mittlere quadratische Standardabweichung der Rauhigkeit, die so genannte
RMS-Rauhigkeit auf dem Stahl erzeugten Goldoberflache betrug lokal auf 20x20 um
Abtastflache 26,12 nm. Der hohe Rauhigkeitswert kann bereits ausreichend sein, um
die Bakterienadhasionsprozesse zu beeinflussen. Allerdings erlaubt der RMS-

Rauhigkeitswert keinerlei Quantifizierung dieser Aussage.

Roosjen at al. beobachteten auf PEO brushes eine deutlich starkere Adhasion von P.
aeruginosa als von S. epidermidis.®*** In einer weiteren Adhasionsuntersuchung von
sechs P. aeruginosa Stammen auf PEG Polymerschicht wurde gefunden, dass die
Hydrophobizitat der Zelloberflache und die Freisetzung von oberflachenaktiven
Stoffen hauptsachlich fir die Adhasion dieser Keime auf PEG-Schichten verantwort-
lich sein scheinen.®®

Im Bezug auf die stark ausgepragte Adhasionsfahigkeit von P. aeruginosa gegen-
uber den Testsubstraten ist die Rolle von PBS als Adhdsionsmedium auch von
Interesse. Die Anwesenheit anorganischer Phosphate wird als entscheidender
Umweltfaktor bei der initialen Adhasion und der Biofilmbildung von Pseudomonaden
betrachtet. Ein hochkonzentriertes phosphathaltiges Medium scheint erforderlich fur
ihre Biofilmbildung zu sein.**® Allerdings wére nicht richtig, die Anwesenheit anorga-
nischer Phosphate als alleinige Ursache flr die gezeigte Adhasionsfahigkeit dieses
Keims anzusehen.

Bei der Organisation von Pseudomonaden-Biofilmen wird aul3erdem den multivalen-
ten Wechselwirkungen der Lektine mit Polysacchariden eine besondere Rolle zuge-
sprochen. Lektine sind spezifisch an Kohlenhydrate bindende Proteine, die weit
verbreitet in der Pflanzen-, Mikroorganismen- und Tierwelt sind. Sie sind in vielen
Erkennungsprozessen beteiligt. Beispielsweise erfolgt die Zellerkennung bei uro-
pathogenen E. coli-Infektionen Uber das Mannose-spezifische Lektin FimH, welches
bei der spezifischen Adhasion von E.coli als Andockprotein agiert (vgl. Abschnitt
1.3.5.4). Es wird berichtet, dass P. aeruginosa zwei Lektine produziert, die eng mit
den Virulenzfaktoren PA-IL und PA-IIL verbunden sind und an galaktose- und fuko-
se/mannose-haltige Glykokonjugate binden. Diesen wird eine wichtige Rolle bei der
Adhasion und der Biofilmbildung auf biotischen und abiotischen Oberflachen zuge-
schrieben, 7368

Sollte P. aeruginosa tatsachlich in der Lage sein, die Monoschicht abzubauen, wurde
dies zur Entstehung von Unregelmassigkeiten auf der sonst glatten SAM-Oberflache

fuhren. Diese Tatsache wirde ihrerseits die Besiedlung des Materials durch P.
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aeruginosa férdern. Diese Hypothesen mussten allerdings in Experimenten verifiziert

werden.

Wie im Abschnitt 1.3.5.5 bereits erwahnt, werden bei der Adhasion von P. aerugino-
sa multiple Pfade vermutet, die eingeschlagen werden kénnen. Unter diesen Voraus-
setzungen ist anzunehmen, dass dieser Keim in der Lage ware, im Verlauf einer
Langzeitexposition, beispielsweise 24 h, jede Oberflache zu besiedeln.

Damit zeigt P. aeruginosa PAO unter den getesteten Mikroorganismen das effizien-
teste Adhasionsverhalten auf allen Testoberflachen und kann als stark adharent

eingestuft werden.
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4.5 SPR-spektroskopische Untersuchunqg der Bakterienad-

hasion

Auch wenn das Hauptanwendungsgebiet der SPR-Spektroskopie die Untersuchung
von Proteinadsorption an funktionalisierten Materialien ist, wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Einsatzmdglichkeit der Methode zur Untersuchung von Bakteienadhasion
uberpruft. Zusatzlich war von Interesse, ob sich die Ergebnisse der Plattenzahime-
thode und Epifluoreszenzmikroskopie durch SPR-Untersuchungen reproduzieren
lassen.

Zur Durchfuhrung oberflachenplasmonresonanzspektroskopischer Messungen wurde
das im Arbeitskreis vorhandene SPR-System verwendet.

Abb. 91 zeigt eine schematische Darstellung des Messaufbaus, der fir die Messun-

gen verwendet wurde.

Oberflichennormale

Polarisator Polarisator

Blende

\f’a‘

§ Prisma
Goldfilm
Flusskammer

Abb. 91: SPR-Messaufbau.

Die Flusszelle, durch die der Puffer und die Bakteriensuspension geleitet wurden,
wurde auf dem Goldsubstrat befestigt. Durch ein Goniometer konnten Laser und
Detektor bewegt und der Einfallswinkel variiert werden. Nach der Aufnahme der
Reflektivitatskurven wurden die Adsorptionskurven bei konstantem Einfallswinkel in
der Nahe des Reflexionsminimums aufgenommen.

FUr die Ermittlung der Resonanzwinkel wurde die Flusszelle mit PBS befllt und der
Resonanzwinkel gemessen (Abb. 92). Anschlie3end wurde bei einem Einfallswinkel,

der um 0,5° niedriger lag als Reflektivitdtsminimum, der Adsorptionsprozess der
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Bakterien auf dem Substrat verfolgt, indem die Intensitat des reflektierenden Lichts
gegen die Zeit aufgetragen wurde (Abb. 93).

vor Exposition —— vor Exposition
1,2 — nach Exposition 0,8 — nach Exposition

0,6 -

0.4-

Intensitat
Intensitat

0,2

0.0 A

| |
72 74 76 78 EQ 82 77 78 79 80
Einfallswinkel Einfallswinkel

Abb. 92: Verschiebung des Resonanzwinkels.

Das Adsorptionsgleichgewicht war erreicht, wenn die Intensitat einen konstanten
zeitlichen Verlauf zeigte. Dann wurde wieder PBS durch die Flusszelle geleitet, um

locker gebundene Mikroorganismen zu entfernen und der Resonanzwinkel erneut
gemessen (Abb. 92).
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Abb. 93: SPR-Sensogramm der E. coli WT-Adhasionsexperiments auf einer Goldoberflache.

Da es kein etabliertes Messprotokoll gab, wurde versucht, die Messung zu optimie-
ren. Hierzu wurden im Verlauf der ersten Messungen mit dem Stamm E. coli WT
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Parameter, wie die physiologische Phase der Bakterien, die Flussgeschwindigkeit

der Suspension beim Adhasionsschritt und die Expositionszeit variiert. Die in Tabelle

27 aufgefihrten Werte flir A® entsprechen der adhasionsbedingten Verschiebung

des resonanten Einfallswinkels. Die hochsten Verschiebungen wurden bei Messun-

gen Uber Nacht (Messungen 6, 10 und 13) beobachtet.

Mess- Fluss-
Durchgefiihrte Konzentration o
AO [] ODss dauer geschwindigkeit
Messung [CFU/mL]
[Min] [mL/h]
1 (298+9) 10 0,3 0,04-10° 80 5
2 (30945) 10 0,4 0,12:10° 80 5
3 (211+30) 107 1,0 0,52:10° 80 0,3
4 (460+4) 107 1,0 0,9-10° 100 5
5 (286+8) 107 1,0 1,1-10° 120 5
6 (1281+4) 107 1,0 0,8:10° 1080 1
7 (308+60) 107 1,1 1,2:10° 80 5
8 (292420)10° | 1,5 1,1-10° 80 5
9 (259+8) 1073 1,7 1,2:10° 75 10
10 (803+7) 107 1,7 1,2:10° 900 3
11 (402+30) 10° | 2,3 4,8-10° 80 5
12 (47043) 1073 4 1,8:10° 60 5
13 (816+3) 107 4 1,8-10° 1080 1

Tabelle 27:Experimente zur Optimierung der SPR-Messung von E. coli WT-Adhésion auf Gold.

Wahrend alle Gber Nacht durchgeflihrte Messungen zu einem kontinuierlichen An-

stieg der Werte fiur AO fuhrten (Messungen 6, 10 und 13, Tabelle 27), zeigten die

Messungen mit einer Expositionszeit von 100 bzw. 120 Minuten (Messungen 3 und

4, Tabelle 27) keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen der Messdauer und der

Anderung des Resonanzwinkels. Es wurde festgestellt, dass nach dem Ablauf von

80 min im SPR-Sensogramm eine konstante Intensitat erreicht wurde (Abb. 93).
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Diese Zeit wurde als ausreichend flir die Beobachtung von primarer Adhasion be-
trachtet und als Messdauer fur die spateren Untersuchungen gewahlt.

Der Vergleich der Flussgeschwindigkeiten hat ergeben, dass 5 mL/h zu den hdchs-
ten Resonanzwinkelverschiebungen fuhrten und daher in den Experimenten verwen-
det wurde.

Die Messungen 11 und 12 legen nahe, dass auch die Bakterien aus der spaten
stationaren Wachstumsphase in der Lage sind zu adharieren. Diese Ergebnisse
weisen zusatzlich darauf hin, dass bei einer Messdauer von 60 Minuten die Adhasion
der Bakterien mit ODsso = 4 zu grolReren Werte fur A© fuhrte als die Adhasion der
Zellen mit einer ODsso = 2,3 und bei einer Messdauer von 80 Minuten. Allerdings
handelte es sich hier um einzelne Messungen, die keine allgemein gultigen Aussa-
gen erlauben. Auch in der Literatur wurde die SPR-Messung mit Ubernachtkulturen
beschrieben.>*

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde allerdings eine Wachstumsphase, die mit
der ODsso = 1 korrelierte, verwendet, da in dieser Phase eine hdhere Homogenitat
der Kultur im Adhésionsverhalten angenommen werden konnte, als in der Uber-

nachtkultur.®*°

Tabelle 28 gibt einen Uberblick tiber die Parameter, die fiir die SPR-Messung der

Adhasion von E. coli WT festgelegt wurden.

Physiologische Phase Messdauer Flussgeschwindigkeit

ODss0 = 1 80 min 5 mL/h

Tabelle 28: Gewahlte Messparameter fiir die SPR-Untersuchung der Adhéasion von E. coli WT.

Als Nachstes wurden die modifizierten Goldoberflachen mittels SPR-Messung hin-
sichtlich ihrer Biorepulsivitat untersucht. Neben den Ethylenglykol- und Polyglycerol-
terminierten Monoschichten wurden in einzelnen Experimenten auch Dodecanthiolat-

und Heneicosafluordodecanthiolat-SAM eingesetzt.
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Testsubstrat AO [°] Konzentration Relative Reduzierung der
[CFU/mL] Adhésion Bioadhdsion

%] (%]

EG,;OH (-4+10) 10 1-10° -1+3 100
C12Hz5S-SAM | (172+80) 107 1-10° 56+27 44+27
C12F2H S-SAM | (423+120) 107 1-10° 137446 -37+46

D1(SAc)z000 (-19+20) 10°° 1-10° 616 100
D1(SAC)3000 (446) 10° 1-10° 142 99+2

Tabelle 29: SPR-spektroskopische Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von EG;0H-,

D1(SAc)-, Dodecanthiolat- und Heneicosafluododecanthiolat-SAMs gegeniiber E. coli WT.

Wie erwartet, zeigten sich die EG;OH-terminierten SAMs resistent gegeniber der
Adhasion von E. coli WT (Tabelle 29). Diese Beobachtung stimmte mit dem Ergebnis
von 99,5% Biorepulsivitat, ermittelt durch Plattenzahimethode Uberein. Die Reso-
nanzwinkelverschiebung betrug durchschnittlich -0,004°. Der negative Wert weist
darauf hin, dass wahrend der Adhasion bei den Schichten eine geringfligige Desorp-
tion von vermutlich physisorbierten Material aufgetreten ist. Auch bei den beiden
Vertretern der D1(SAc)-Klasse wurde vollstandige Biorepulsivitat beobachtet.

Mit dem Einsatz von Dodecanthiol und Heneicosafluordodecanthiol als schichtbil-
dende Molekile konnte durch SPR-Untersuchungen ein Einfluly der Hydrophobizitat
auf die Bakterienadhasion nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung der Bakteri-
enadhasion gilt das wissenschaftliche Interesse perfluorierten Beschichtungen fir ihr
Potenzial, bakterielle Besiedlung zu verhindern. In AFM- und SEM-Untersuchungen
zeigten sich die Fluoralkylsilan-Beschichtungen auf SiO, resistent gegenuber der
Adhésion von E. coli.? Wahrend Dodecanthiolat-SAMs mit 44%iger Biorepulsivitét
eine im Vergleich zur Goldreferenz verminderte Adhasion bewirkten, schienen die
Heneicosafluordodecanthiolat-SAMs die Adhasion von E. coli WT zu begunstigen. Es
wurde eine Resonanzwinkelverschiebung von 0,423° gemessen, was einer Forde-
rung der Adhasion verglichen mit der Goldreferenz um 37% entsprach. Dieses
Ergebnis stimmte also nicht mit der Erwartung Uberein, dass die Heneicosafluordo-
decanthiolat-SAMs aufgrund der Hydrophobisierung wirksamer die Adhasion von E.

coli WT verhindern wirden als Dodecanthiolat-SAMs.
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Als Nachstes wurde der Adhasionsvorgang von E. coli Mlll auf unmodifiziertem Gold
sowie EG7OH- und PG-terminierten-SAMS der Klasse D1(SAc) mit Hilfe der SPR-
Spektroskopie beobachtet. Bei E. coli Mlll handelte sich um einen Stamm, der keine
Pilis produziert, aus der Stammsammlung der Arbeitsgruppe Heisig. Da Pilis eine
wichtige Rolle beim Adhasionsvorgang und der Biofilmbildung zugeschrieben wird
(vgl. Abschnitt 1.3.5.4), war es von Interesse zu klaren, ob beim Fehlen von Pilis
tatsachlich eine verminderte Adhasionsfahigkeit im Vergleich zum E. coli Wildtyp

beobachtet werden konnte.

Testsubstrat AO [°] Konzentration Relative Reduzierung der
[CFU/mL] Adhasion Bioadhasion
[%] [%]
EG,OH (-9+1) 10° 1,4:10° -2+1 100
D1(SAC)3000 (-6+20) 10° 1,28:10° 1+4 100
Au (552+5) 107 1,3-10° 100 0

Tabelle 30: SPR-spektroskopische Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von EG;OH-
terminierten und D1(SAc)-SAMs gegeniiber der Adhésion von E. coli MIIl.

Tabelle 30 macht deutlich, dass dieser Stamm auch ohne Pilis in der Lage ist, auf
unmodifiziertem Gold zu adharieren. Die Resonanzwinkelverschiebung von 0,552°
liegt im Bereich der Winkelverschiebung, die auch fur den E. coli Wildtyp gemessen
wurde. Das hier beobachtete gleiche Adhasionsverhalten von diesen beiden E. coli-
Stammen lasst vermuten, dass Pilis bei der primaren Adhasion nicht zwingend
notwendig sind. Allerdings bedarf diese Vermutung einer systematischen Untersu-
chung. Bei der Adhasionsuntersuchung von Pseudomonas aeruginosa mit Hilfe von
SPR wurden allerdings umgekehrte Hinweise gefunden.®* In dieser Untersuchung
adharierte Pseudomonas aeruginosa Wildtyp starker als hyperpilierte Mutanten, die
wahrend der Adhasion Piliproduktion nicht herunterregulieren und die, die keine Pilis
produzieren konnten. Zusatzlich wurde im Adhasionsverhalten beider Mutanten ein
Unterschied beobachtet, was die Interpretation zulasst, dass die Fahigkeit nach der
erfolgten Adhasion die Piliproduktion herunterzuregulieren entscheidender fir die
Adhasion ist, als permanente Piliprasenz.

Bei den EG7OH- und D1(SAc)3000 kam es wahrend der Messung zur Desorption von

vermutlich noch physisorbiertem Material, was die negativen Messwerte in beiden
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Fallen erklart. Ahnlich wie bei E. coli Wildtyp wurde auch bei E. coli MIll eine

100%ige Biorepulsivitat dieser Monoschichten beobachtet.

Neben diesen beiden Testkeimen wurden SPR-Messungen zur Beobachtung der
Adhasionsvorgange von Pseudomonas aeruginosa durchgefuhrt. Dieser Organismus
zeigte sich in den vorherigen Adhasionstests als stark adharent nicht nur auf unmodi-
fiziertem Gold, sondern auch auf den EG;OH- und PG-terminierten-SAMs. Daher war
von Interesse, ob sich das mit Hilfe der Epifluoreszenzmikroskopie ermittelte Adhasi-
onsverhalten auch in oberflachenplasmonresonanzspektroskopischen Messungen
bestatigen lie. Daflir wurde P. aeruginosa bis zum Erreichen einer optischen Dichte
von ODssp = 1 gezichtet und prapariert, wie bei den Untersuchungen der Adhasion
mit Hilfe der Epifluoreszenzmikroskopie (vgl. Abschnit 6.17). Die Konzentration der
Bakteriensuspension betrug 1-10° CFU/mL. Als Adhésionsmedium diente PBS (pH =
7,4).

Tabelle 31 fasst die Ergebnisse der SPR-Messungen der Adhasion von P. aerugino-

Sa zusammen.

Konzentration Relative Reduzierung der
Testsubstrat AO [°]
[CFU/mL] Adhasion Bioadhasion
EG,OH (132+5) 107 1-10° 2441 76+1
D1(SAC)3000 (149+190) 107 1-10° 33142 67+42
Au (553+5) 107 1-10° 100 0

Tabelle 31: SPR-spektroskopische Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von EG;OH-

terminierten und D1(SAc)-SAMs gegeniiber P. aeruginosa.

Auf den ersten Blick ist erkennbar, dass die EG;OH-terminierten und die
D1(SAc)3000-SAMs, anders als bei der Adhéasion von E. coli WT, keine vollstandige
Biorepulsivitat aufwiesen. Die Resonanzwinkelverschiebungen zeigten hier positive
und deutlich héhere Werte. Verglichen mit unmodifiziertem Gold wurde bei den
EG;OH-SAMs aber trotzdem eine 76%ige und bei D1(SAc)3000-SAMs eine 67%ige
Reduzierung der Adhasion beobachtet. Die Quantifizierung der Adhasion von P.
aeruginosa mit Hilfe von Epifluoreszenzmikroskopie und ImageJ hat allerdings fur die

ethylenglycolterminierte SAMs eine 42%ige und die SAMs der D1(SAc)-Klasse eine
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27%ige Biorepulsivitat ergeben (vgl. Abschnitt 4.4.1.4). Es muss jedoch bericksich-
tigt werden, dass beim Einsatz der Epifluoreszenzmikroskopie die Messdauer der
Adhasionsuntersuchungen 3 h betrug, wahrend 1 h als optimale Messdauer fur die

SPR-Untersuchung ermittelt wurde.
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Abb. 94: Ermittlung der Messdauer fiir die Adhasion von P. aeruginosa.

Abb. 94 ist zu entnehmen, dass bereits nach 60 Minuten der Messung eine konstan-
te Intensitat zu beobachten war. Daher wurde angenommen, dass diese Zeit ausrei-
chend fur die Messung war. Das Ergebnis der SPR-Messung der Adhasion von P.
aeruginosa weist darauf hin, dass bei der Untersuchung mit Hilfe der Epifluores-
zenzmikroskopie mdglicherweise nicht ausschliellich die primare Adhasion gemes-
sen wurde. Trotz dieser Differenz kann festgestellt werden, dass die SPR-Messung
eine gleiche Tendenz des Biorepulsivitatspotenzials fir beide Monoschichten wie-

dergibt wie Epifluoreszenzmikroskopie.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die diskutierten Ergebnisse aus den SPR-
Messungen nur qualitative Aussagen Uber die Adhasionsvorgange darstellen. Im
Gegensatz zu Plattenzahimethode oder Epifluoreszenzmikroskopie ist die Ermittlung
der CFU/cm? durch die Resonanzwinkelverschiebung nicht méglich. Der Hauptgrund
hierfur ist, dass der Brechungsindex fur Bakterien nicht zuverlassig bestimmt werden

kann. Es ist nur Vergleich der relativen Adhasion maglich.
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Um die in den Experimenten ermittelten A® einer Anzahl adharierter Bakterien
zuordnen zu kénnen, wurde eine experimentelle Kalibrierung mit Fluoreszenzmarkie-
rung versucht. Hierfir wurden die Testsubstrate nach dem SPR-Experiment mit E.
coli WT mit DAPI-L6sung behandelt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Die
ermittelten CFU/cm?-Werte wurden dann gegen die Resonanzwinkelverschiebung
aufgetragen. Dabei wurde ein linearer Zusammenhang zwischen der Resonanzwin-
kelverschiebung A® und der Bakterienzahl pro Flache angenommen. Durch die
Erstellung einer Kalibrierkurve waren praktisch bestimmte Werte fur A® direkt einer
Bakterienzahl pro Flache zuzuordnen. Abb. 95 zeigt den gefundenen Zusammen-
hang zwischen der Resonanzwinkelverschiebung und CFU/cm? exemplarisch fiir

unmodifiziertes Gold.
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Abb. 95: Gefundener Zusammenhang zwischen Bakterienzahl und AQ.

Anders als erwartet, wird hier eine Abnahme der Zellzahl pro Flache mit der wach-
senden Resonanzwinkelverschiebung beobachtet. Daher scheint A©@ maf3geblich von
mindestens einer anderen Gréle bestimmt zu werden. Ebenso liel3e sich vermuten,
dass statt der Bakterien primar extrazellulare Proteine detektiert wurden, die sich mit
dieser flachen-integrierenden Methode nicht unterschieden lassen. Als mdogliche
Ursache ware eine verzdgerte Untersuchung die Proben aufgrund eines Funktions-

fehlers am Epifluoreszenzmikroskop zu nennen. Daher muss dieses Ergebnis kritisch
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betrachetet werden. Der genaue Grund flr diese Beobachtung konnte allerdings
nicht geklart werden. Auf eine weitere Untersuchung des Sachverhaltes wurde

verzichtet.

Zusammenfassend fur SPR als Methode zur Untersuchung von Bakterienadhasion
lassen sich die Vorteile und Nachteile wie folgt zusammenfassen: der grole Vortelil
der Oberflachenplasmonspektroskopie ist, dass die Beobachtung der Bindungsvor-
gange unter Flussdynamik in Echtzeit moglich ist. Besonders bei der Bakterienadha-
sion gewinnt der dynamisch Aspekt, mit der Moglichkeit der Abbildung unterschiedli-
cher Interaktions-Stadien an Bedeutung. Zusatzlich kann der Einfluld der Flussge-
schwindigkeit auf der Bakterienadhasion durch die einfache Variierung dieses Para-
meters studiert werden.

Zu den limitierenden Faktoren dieser Methode zahlt, dass die Messung der Bakteri-
enadhasion zu einer qualitativen Aussage fuhrt. Diese Einschrankung kénnte mdgli-
cherweise durch die Kombination SPR und in situ Fluoreszenzmikroskopie behoben
werden. Denkbar ware eine in das System integrierte Bildverarbeitung, die erlauben

wulrde, ohne Zeitverzégerung Bilder aufzunehmen bzw. auszuwerten.

4.6 Oligoethylenglycol-terminierte Monoschichten auf Stahl

und Aluminium

Unedle Metalle, wie Eisen und Aluminium haben eine breite Anwendung in zahlrei-
chen Bereichen der modernen Technologie und der alltaglichen menschlichen Exis-
tenz. Stahl gehort zu meisteingesetzten Materialien in der Industrie. Er findet Anwen-
dung als Konstruktionsmaterial in der Industrie, zum Bau von Wasserversorgungs-
systemen und im Haushalt. Daneben findet Stahl, vor allem rostfreier Edelstahl, eine
immer gréRere Verbreitung in biomedizinischen Anwendungen und Lebensmittelver-
arbeitungssystemen.

Aluminium ist wegen seines geringen Gewichts ein beliebter Konstruktionswerkstoff.
Neben dem Bauwesen besitzt Aluminium eine grof3e Bedeutung in der Produktion
von Haushaltsgeraten, Verpackungen und Behaltern.

In manchen Anwendungen ist eine unspezifische Wechselwirkung dieser Oberfla-

chen mit Proteinen und Mikroorganismen problematisch. Eine Untersuchung ergab,
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dass die Verbreitung hospitalrelevanter Keime, unter anderem auch der MRSA-
Stamme (Methicillin-resistente Staphylokokkus aureus), durch den Ersatz von Alumi-
niumkontaktflachen (z. B. Turklinken und Lichtschalter) durch Kupfer um mehr als ein
Drittel reduzieren lasst.>®*

Die Kontrolle der Wechselwirkung von Mikroorganismen mit Stahloberflachen ist
beispielsweise im Wasserverteilungssystem von groBer Bedeutung. Ublicherweise
wird in diesen Systemen die Phosphatbehandlung zur Unterdrickung der Korrosion
angewendet. Allerdings ist diese Praxis hoch kontrovers, da angenommen wird, dass
die Phosphate als Nahrstoffe dienen und somit das bakterielle Wachstum aufrecht-
erhalten konnen. Uberraschenderweise wird bei dieser Prozedur das Gegenteil
beobachtet, namlich der Ruckgang der bakteriellen Kontamination. Das bedeutet,
dass die Phosphate fur eine bakterielle Entwicklung eine wenig passende Umgebung
schaffen®”° und so einen schonenden Weg zur Modifizierung der Oberflachen anbie-
ten.

Durch Selbstorganisation kdnnen auf oxidischen, technisch relevanten Oberflachen
ahnlich wie auf Gold Monoschichten erzeugt werden. Allerdings ist die Zahl der
Publikationen Gber SAMs auf Stahl bis zum heutigen Tag noch sehr niedrig.

Es ist bekannt, dass Alkylphosphonsauren bei Raumtemperatur auf oxidischen
Oberflachen einiger reaktiver Metalle relativ stabile Alkylphosphonat-Monoschichten
bilden (vgl. 1.2.3).2"®"" Dabei findet eine Adsorption der Phosphonsauregruppe auf
der oxidischen Oberflache statt, gefolgt von einer Kondensation der Hydroxylgruppen
der Saure mit den Hydroxylgruppen der nativen Oxidschicht des Metalls (Ausbildung
von P-O-M-Bindung). In der Literatur werden unterschiedliche Hypothesen hinsicht-
lich des Mechanismus der chemischen Bindung von Phosphonsauren an oxidischen
Oberflachen diskutiert. Unklarheit herrscht Uber die Wechselwirkung der schichtbil-
denden Phosphonsauren mit der Substratoberflache. Es wird beispielsweise bei
Aluminium von der Anbindung (iber mindestens ein Sauerstoffatom ausgegangen.*”’
Gleichzeitig beschreiben Ramsier et al. drei gleichwertige Bindungen des Phosphit-
anions mit Aluminium.>? Die Abwesenheit der P=O und P(OH) Banden im IR-
Spektrum der Schicht im Gegensatz zu dem des geldsten Moleklils sprechen fir die
Richtigkeit dieses Modells.

Durch die Wahl der Kopfgruppe bietet sich die Mdglichkeit, die Oberflache beispiels-
weise mit hydrophoben oder hydrophilen Eigenschaften auszustatten. Es wird von

CHj3-, COOH-, OH- und NH2- Funktionalitaten als terminale Gruppen in Monoschich-
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ten auf Stahl berichtet.”® In diesen Systemen wurde jedoch die Carboxylatgruppe als
Ankergruppe verwendet.

FUr die Erzeugung bakterienabweisender Oberflachen bieten sich PEG oder OEG
als terminale Gruppen an. In der Literatur wird berichtet, dass Molekile mit
Phosphonat-Ankergruppe®*3”® wohldefinierte Phosphonat-SAMs auf Stahl bilden.
Der Abstand zwischen den auf divalenten Metallionen adsorbiertem Phosphonat-
Ankergruppen betragt 0,48 nm. Dieser Wert ahnelt dem von 0,499 nm, der fur Al-
kanthiolat-SAMs auf Gold bestimmt wurde.®”® Es wird von einer groRen Stabilitat von
Phosphonat-SAMs berichtet. Beispielsweise weist der Reibungskoeffizient von
Decylphosphonat-SAMs auf Al nach 700 h keine Anderung auf, wahrend der Rei-
bungskoeffizient von Decanthiolat-SAMs auf Gold sich bereits nach 24 h andert, was
auf einen oxidativen Abbau hinweist.>" Alkylphosphonat-Monoschichten werden
Ublicherweise aus organischen Loésemitteln abgeschieden. Tosatti et al. berichten
jedoch von der Bildung von Alkylphosphonat-SAMs auf Titanoxid aus aquatischer
Phase. Diese Technik bietet insbesondere bezuglich der Umwelt- und Biokompatibili-

tat groRe Vorteile.>””

Im Rahmen dieser Arbeit wurden OEG-terminierte Molekile mit Phosphonat- und
Thiophosphonat-Ankergruppen bezuglich ihrer Fahigkeit untersucht, bakterienabwei-
sende SAMs auf Stahl und Aluminium zu bilden. Die Kopfgruppen wiesen 6-12 EG-

Einheiten auf und besalen eine mittlere Molmasse von 350 g/mol (Abb. 96).

HO HO

HO ! HO !
o) 0]
-~ V\O 3-12 -~ V\O 3-12

Abb. 96: Polyethylenglycolmonomethylether-terminierte Undecylphosphon- und —

7

thiophosphonsaure.

AuRerdem wurde zur Modifikation der oxidischen Testsubstrate eine Polyglycerol-
terminierte Undecylphosphonsdure (MeD1(Phosphon)see) eingesetzt und auf ihr

Repulsivitatspotenzial getestet (Abb. 97).
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Abb. 97: Polyglycerol-terminierte Undecylphosphonséaure (MeD1(Phosphon)s;gg)-

Zu Beginn erfolgte die Schichtbildung der Phosphonate und Thiophosphonate auf
Stahl und Aluminium bei RT und mindestens 14 h Belegungszeit aus 10 mM Losung
der jeweiligen Verbindung in absolutem Ethanol.>”® Um eine einheitlichere Schicht-
bildung zu bewirken, wurde die Belegung spater ausschliesslich in THF bei 120 ° C
und 18 h Belegungszeit durchgefihrt (vgl. Abschnitt 6.10). Obwohl Stahl und Al
native Oxidschichten bilden, wurde vor der Beschichtung die Dichte von Hydro-
xylgruppen zur Anbindung der Phosphonsauremolekule durch Behandlung der
Testsubstrate mit heiRem MeOH erhoht.

Es wurden Polyethylenglycolmonomethylether-terminierte Undecylphosphonat- und
Undecylthiophosphonat-Schichten sowie Polyglycerol-terminierte Undecylphospho-
nat-Schichten auf Stahl- und Aluminiumoberflachen erzeugt.>”®

Nach der Belegung bei RT waren sowohl auf den modifizierte Stahl- als auch Alumi-
niumoberflachen Belage erkennbar, die durch Spulen nicht entfernt werden konnten.
Daher war es unwahrscheinlich, dass es sich bei diesen Schichten um Monoschich-
ten handelte. Vielmehr wurden vermutet, dass die Belage schwerlGsliche Al-
kylphosphonat bzw. -thiophosphonat-Komplexe seien. Eine ahnliche Beobachtung
wird in der Literatur fir Aluminium beschrieben. Allerdings wird hier bei RT von der
Bildung der Alkylphosphonat-Multilagen berichtet, wohingegen eine Belegungstem-
peratur von ca. 100 °C zur Ausbildung hochgeordneter Monoschichten fiihrt.”” Dieser
positive Einfluss der Temperatur auf die Schichtbildung konnte im Rahmen dieser
Arbeit bei Aluminium ebenfalls beobachtet werden. AuRerlich waren die bei 120 °C
erzeugten Phosphonat-Schichten von den unmodifizierten Aluminiumproben unun-
terscheidbar. Auf den Stahlsubstraten waren unabhangig von der Belegungstempe-
ratur immer Flecken erkennbar. Dies deutet aller Wahrscheinlichkeit nach auf die
Bildung unspezifisch abgeschiedener Multilagen anstatt geordneter Monolagen.
Verwunderlich ist, dass die Kontaktwinkel*’® der Phosphonat- und Thiophosphonat-
schichten auf Stahl im Rahmen des Messfehlers dem Kontaktwinkel methoxytermi-

nierter Oberflachen entsprachen.®® Der Kontaktwinkel der entsprechenden Schichten
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auf Al war hingegen kleiner. Diese Tatsache konnte durch die Entstehung von me-
thoxyterminierten Multilagen und der damit verbundenen Erhéhung der Oberflachen-
rauhigkeit erklart werden. Daher musste bei den EG-terminierten Phosphonat- und
Thiophosphonat-SAMs von einer uneinheitlichen Schichtbildung ausgegangen
werden.

Um die Struktur der Schicht naher zu untersuchen, wurden rasterelektronenmikro-
skopische Aufnahmen einiger Proben gemacht. Abb. 98 zeigt die REM-Aufnahmen
der modifizierten und unmodifizierten Stahloberflachen. Trotz sichtbarer Kratzer weist
die Stahloberflache ein glattes und homogeneres Bild auf, wahrend nach der
Schichtbildung eine ungleichmalig strukturierte Oberflache entstanden ist. Die
Bildung einer Monoschicht konnte somit ausgeschlossen werden, da diese nicht
sichtbar gewesen ware. Es konnte anhand dieser Aufnahmen nicht geklart werden,

ob es zur Bildung einer uneinheitlichen Schicht kommt oder die jeweilige Saure sich

in Form einer Multilage als Metallsalz auf den Oberflachen niederschlagt.

Abb. 98: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Polyethylenglycolmonomethylether-
terminierte Stahl (links), sowie Phosphonat- (Mitte) und Thiophosphonatschichten (rechts) auf
Stahl.

Die modifizierten Oberflachen sehen auf den REM-Aufnahmen aufgerauter aus. Die
Anderung des Erscheinungsbildes der Metalloberflachen nach dem Modifizierungs-
schritt bedarf weiterer Untersuchungen. Dies war jedoch nicht primarer Gegenstand
der vorliegenden Arbeit. Daher wurden die Schichten trotz der unerwiinschten Un-
einheitlichkeit auf ihre Fahigkeit, die Adhasion der Testkeime zu unterdrucken,
getestet.

Die Ergebnisse der Bakterienadhasionsuntersuchungen auf modifizierten Stahl- und

Aluminiumoberflachen werden in den folgenden zwei Abschnitten naher erlautert.
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4.6.1 Bakterienadhasionsuntersuchungen der PEGmonomethyl-

ether-terminierten Phosphonat-SAMs auf Stahl und Aluminium

Die Bestimmung der Biorepulsivitat dieser Oberflachen erfolgte wie bei den EG7-OH-
und Dendrimer-SAMs auf Gold durch Bakterienadhasionstests auf diesen Oberfla-
chen. Hierzu wurden die beschichteten Metalle einer Bakteriensuspension ausge-
setzt und anschliessend mit PBS (pH = 7,4) gespdlt, um die ungebundenen Bakteri-
en zu entfernen. Als Testkeime dienten E. coli WT, S. epidermidis ATCC 14990, S.
aureus ATCC 6538, P. aeruginosa PAO. Zur Bestimmung der Anzahl adhérierter
Keime (CFU pro cm? Substrat) kamen zwei Auswertungsmethoden, die Plattenzahl-
methode und Epifluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Allerdings, wie spater noch
diskutiert wird, konnte die Epifluoreszenzmikroskopie zur Quantifizierung der adha-
rierten Keime nicht angewendet werden.

Als Referenzgrolie dienten die Keimzahlen, die nach dem Adhasionsexperiment auf

den unmodifizierten Metallsubstraten detektiert wurden.

4.6.1.1 Adhasion von E. coli WT

In Abb. 99 sind die Ergebnisse der Adhasionsuntersuchungen von E. coli an den
PEG-terminierten phosphonatbeschichteten Metallen zusammengefasst. Diese
Schichten scheinen sowohl auf Al- als auch Stahloberflachen die Adhasion von E.
coli WT zu reduzieren. Wie Tabelle 32 zusatzlich verdeutlicht, zeigen die PEG-
terminierten Schichten auf Stahl etwas mehr Inhibierungspotenzial als die gleichen
Schichten auf Al.
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Abb. 99: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PEG-terminierten Phosphonat-SAMs

auf Stahl und Aluminium gegeniiber E. coli mittels Plattenmethode.

Mit 9,40 CFU pro cm? weist die Monoschicht auf Stahl eine 95%ige Repulsivitat
gegenuber E. coli WT auf. Fur die Monoschichten auf Aluminium wurden 16,8 CFU

pro cm? gefunden, was einer ca. 89%igen Reduzierung der relativen Adhésion

entspricht.
F i Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhésion _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhésion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
PEG-SAMs auf 5
1x10 9,4016,90 4,6+3,6 95,4+3,6
Stahl
Stahl 1x10° (2,0410,47) 10° 100 0
PEG-SAMs auf 5 ]
Al 1x10 (1,68+1,41) 10 11,149,4 89,0+9,4
Al 1x10° (1,52+0,24) 10° 100 0

Tabelle 32: Bestimmung repulsiver Eigenschaften von PEG-terminierten Phosphonat-SAMs auf
Stahl und Al gegeniiber E. coli WT mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test).
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Den PEG-terminierten phosphonatbeschichteten Proben zugehdérigen Photographien
in Abb. 100 und der unbehandelten Stahlreferenz zugehoérigen Photographien in
Abb. 101 zeigen die Kolonienbildende Einheiten, die nach der Rekultivierung der
adharierten Keime gefunden wurden. Die inkubierten Trager wurden mit drei -
Agarplatten durch Auflegen in Kontakt gebracht. Auf diesen Bildern ist die sehr gute
Adhasionsverminderung bei den PEG-terminierten Phosphonat-SAMs deutlich zu

erkennen.

Abb. 100: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablosung und Rekultivierung adharierter E.
coli-Zellen von einem PEG-terminierten Phosphonat-SAM auf Stahl auf CASO Agar-
Festkulturmedium (Platte 1 bis 3 von links nach rechts).

Abb. 101: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter E.
coli-Zellen von einem Stahltrager auf CASO Agar Festkulturmedium (Platte 1 bis 3 von links

nach rechts).

Die Keimzahlen, die nach der gleichen Behandlung auf den unbeschichteten Stahl-
oder Aluminiumoberflachen gefunden wurden, sind als Referenzgro3en ebenfalls in
Tabelle 32 dargestellt. Dabei zeigte sich die Stahloberflache starker mit dem Test-
keim besiedelt als die Aluminiumoberflache. Der gefundene Wert von 2,04-10°> CFU
pro cm? liegt in der GréRenordnung der Keimbesiedlung von Gold (4,28-10% CFU pro
cm?).

Ob die in dieser Untersuchung beobachtete starkere Besiedlung von Stahloberfla-

chen im Vergleich zu Aluminiumoberflachen auf spezifische Interaktionseffekte bzw.
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eine hohe Affinitat von E. coli zu Stahl zurlickzufliihren war, konnte nicht endgultig
geklart werden. Allerdings konnten auch die Schwierigkeiten, die bei dem Entfernen
der Al-Proben von der Agaroberflache auftraten, zur Unterschatzung der Keimzahl
auf Al Proben geflhrt haben. Dieser Arbeitschritt gestaltete sich sowohl bei den
unmodifizierten als auch modifizierten Aluminiumsubstraten schwierig. Die Ablésung
der Proben mit dem Saugnapf war offensichtlich wegen der Rauhigkeit des Alumini-
ums nicht optimal und problematischer als bei den Gold- oder Stahlproben. Auch der
Ersatz einer Pinzette statt des Saugnapfs verlief nicht reibungslos. Die Mikrostruktur
der Al-Oberflache konnte das Bindungsgefiige der Bakterienadhasion beeinflusst
und daher zur Abléseschwierigkeiten geflhrt haben.

Vermutlich verblieb der Grol3teil der adharierten Bakterien auf dem mit dem Substrat
abgezogenen Agarfilm ohne detektiert zu werden. Bei den PEG-terminierten
Phosphonatschichten auf Al konnten bei einer Testreihe Uberhaupt keine Keime
transferiert werden.

Um mehr Uber diese Vorgange zu erfahren und die Ergebnisse zu verifizieren, wurde
versucht, die Proben durch Epifluoreszenzmikroskopie zu analysieren. Dabei stellte
sich heraus, dass mit DAPI angefarbte E. coli- Zellen auf Stahl oder Aluminium
deutlich intensiver unter dem Fluoreszenzmikroskop zu erkennen waren als auf Gold
(vgl. Abschnitt 4.3.1.1). Allerdings ergab sich in diesem Fall ein anderes Problem,
was eine Quantifizierung der fluoreszierenden Zellen nicht moglich machte. Neben
den markierten Zellen fluoreszierte auch der Hintergrund, was darauf hindeutete,
dass das Schichtmaterial ebenfalls angefarbt wurde.

Abb. 102 vermittelt einen optischen Eindruck der Fluoreszenzaufnahmen, die wegen
des fehlenden Kontrastes zu einer Quantifizierung der adharierten Zellen nicht

geeignet waren.
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Abb. 102: Mit DAPI angefarbte Blindprobe eines PEG-P(O)(OH),-SAMs (links) und E. coli WT auf
PEG-P(O)(OH),-SAM auf Al (rechts).

Die Analyse der Blindproben zeigte, dass diese ebenfalls eine stark diffuse Fluores-
zenz aufwiesen. Dieses Ergebnis verstarkte die Vermutung, dass nicht nur die
Bakterien, sondern auch die organische Schicht mit DAPI angefarbt wurde. Dies
unterstutzt die Vermutung, dass sich auf den Substratoberflachen im Modifizierungs-
schritt Multilagen statt Monoschichten gebildet haben.

Aus dem Bereich der mikrobiellen Okologie ist bekannt, dass einige organische
Partikel oder Polyanionen und sehr stark lichtstreuende Nano- und Mikrostrukturen
die mikroskopische Erfassung von Mikroorganismen auf Oberflaichen behindern.®°
Allan et al. haben weiterhin gefunden, dass auch Phosphonate angefarbt werden und
fluoreszieren.*®' Ahnlich wie beim unmodifizierten Gold stellte sich E. coli WT auch
gegenuber unmodifiziertem Stahl und Aluminium unter den gewahlten Versuchsbe-
dingungen als schwach adharenter Keim dar.

Interessant bezuglich der Wechselwirkung von E. coli mit der Stahl- oder Aluminium-
oberflache ist die Beobachtung, dass mehr Keime auf der Oberflache verbleiben,
wenn bei der Zellpraparation bzw. beim Waschschritt Wasser statt NaCl-Lsg. als

Waschmedium verwendet wird.3*°

4.6.1.2 Adhasion von S. epidermidis ATCC 14990

Abb. 103 zeigt die Ergebnisse der Adhasion von S. epidermidis auf den PEG-
terminierten phosphonat-beschichteten Stahl- und Aluminiumproben. Betrachtet man
zusatzlich die in Tabelle 33 zusammengefassten ermittelten Keimzahlen pro Substrat
flache, wird deutlich, dass durch die chemische Modifizierung der Oberflachen eine

Verminderung der Adhasion erzielt werden konnte.
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Abb. 103: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PEG-terminierten Phosphonat-SAMs

auf Stahl und Aluminium gegeniiber S. epidermidis mittels Plattenmethode.

Mit 1,59-10° bzw. 1,76-10° CFU pro cm? zeigten unmodifizierte Aluminium- und
Stahloberflachen eine ahnlich starke Besiedlung. Auf den PEG-terminierten
Phosphonatschichten auf Stahl konnten 5,02:10* CFU pro c¢cm? als Endergebnis

ermittelt werden, was einer Adhasionsreduzierung von ca. 72% entspricht.

Reduzierung der

Konzentration Ermittelte s
Rel. Adhéasion . o
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
PEG-SAMs auf . 4
1x10 (5,02+8,83) 10 28,5+50,5 71,5+50,5
Stahl
Stahl 1x10’ (1,7610,36) 10° 100 0
PEG-SAMs auf . 4
A 1x10 (2,09+1,20) 10 13,148,2 86,9182
Al 1x107 (1,59+0,38) 10° 100 0

Tabelle 33: Bestimmung repulsiver Eigenschaften von PEG-terminierten Phosphonat-SAMs auf

Stahl und Al gegeniiber S. epidermidis mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test).
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Abb. 104 zeigt zwei CASO Agarplatten aus dem Adhasionstest zur Prifung adhasi-
onsvermindernder Eigenschaften von Phosphonat-beschichteten Oberflachen nach
24 h Inkubation bei 37 ° C. Auf den beiden wurde die gleiche Testsuspension, links

unverdinnt und rechts zehnfach verdinnt aufgetragen.

Abb. 104: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablosung und Rekultivierung adharierter S.
epidermidis-Zellen von einem PEG-terminierten Phosphonat-SAM auf Stahl auf CASO Agar-

Festkulturmedium.

Abb. 105: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablosung und Rekultivierung adharierter S.

epidermidis-Zellen von einem Stahltrager auf CASO Agar Festkulturmedium.

Auf eine starkere Besiedlung der Stahlreferenzen deuteten die dazugehorigen -
Agarplatten hin (Abb. 105).

Die Modifizierung der Aluminiumoberflache bewirkte mit circa 87% Verminderung
eine starkere Inhibierung der Adhasion von S. epidermidis als die Funktionalisierung
der Stahloberflachen. Die dieser Berechnung zu Grunde liegende Rekultivierung von
den inkubierten Tragern abgeloster Staphylokokken ergab fir das Aluminiumsystem
die in Abb. 106 und Abb. 107 dargestellten Bilder.
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Abb. 106: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adharierter S.
epidermidis-Zellen von einem PEG-terminierten Phosphonat-SAM auf Stahl auf CASO Agar-

Festkulturmedium.

Abb. 107: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adharierter S.
epidermidis-Zellen von einem Aluminiumtrager auf CASO Agar Festkulturmedium.

Es ist leicht zu erkennen, dass in dem durchgeflhrten Versuch S. epidermidis starker
an den unbehandelten Aluminiumproben adharierte.

Wie kann der beobachetete Unterschied der gleichen Schichten auf unterschiedli-
chen Materialien interpretiert werden? Sollten auf den beiden Materialoberflachen
qualitativ gleichwertige Schichten entstanden sein, ware unter den gleichen Ver-
suchsbedingungen kein Unterschied in den bakterienabweisenden Eigenschaften

zwischen den beiden zu erwarten.

Die aufgetretene Differenz kdnnte zum Einen als ein Hinweis auf die schlechtere
Schichtbildung auf Stahl gedeutet werden, zum Anderen ware eine unvollstandige
Ablésung der S. epidermidis-Zellen von der Probenoberflache durch Ultraschallbe-
handlung und eine damit verbundene Unterschatzung der Zellzahl denkbar. Mogli-
cherweise sind Bakterien in den Kavitaten der Aluminiumoberflache verblieben.

Abb. 108 zeigt mit DAPI angefarbte Staphylokokken auf Stahl unter dem Epifluores-

zenzmikroskop.
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Abb. 108: Mit DAPI angefarbte S. epidermidis auf einem PEG-P(O)(OH),-SAM auf Stahl (links)

und auf einer Stahlprobe (rechts).

Auf den ersten Blick ist zu erkennen, dass ahnlich wie bei E. coli die Fluoreszenzmik-
roskopie als Auswertungsmethode ausscheidet. Allerdings sind auf den Aufnahmen
einige fluoreszierende Inseln zu erkennen, die nicht besiedelt sind und den nach der
Beschichtung entstandenen Flecken auf den Substraten entsprechen. Diese Beo-
bachtung kann als qualitativer Hinweis darauf gedeutet werden, dass die Phospho-
natschichten eine Biorepulsivitat aufwiesen. Dieser Effekt bezogen auf die Gesamt-
flache des Substrats war nicht so ausgepragt, da die Schicht nicht intakt war. Die
Fluoreszenzaufnahmen auf Stahl lassen jedoch eine deutlich starkere Besiedlung als
durch die Plattenmethode ermittelt vermuten.

S. epidermidis zeigte gegenuber Stahl und Aluminium eine ahnlich starke Affinitat
wie gegeniiber Gold, auf dem Keimzahlen von 1,61-10° CFU pro cm? ermittelt wur-

den.

Die geplante Adhasionsuntersuchung von S. aureus und P. aeruginosa auf MeO-
PEG-terminierten Phosphonatschichten auf Stahl und Aluminium mittels Epifluores-
zenzmikroskopie wurden wegen der oben diskutierten Probleme nicht mehr durchge-
fuhrt.

4.6.2 Bakterienadhasionsuntersuchungen an den PEGmonomethyl-

ether-terminierten Thiophosphonat-SAMs auf Stahl und Aluminium

FUr die Bestimmung der Biorepulsivitdat wurden frisch praparierte, MeOPEG-
terminierte Thiophosphonatschichten auf Stahl- und Aluminiumoberflachen einer

Bakteriensuspension ausgesetzt und anschliessend mit PBS (pH = 7,4) gespuilt, um
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ungebundene Bakterien zu entfernen. Das Versuchskonzept flr dieses System war
ahnlich wie das fur das Goldsystem beschriebene. Fur die Testkeime E. coli WT und
S. epidermidis ATCC 14990 sollte die Anzahl adharierter Keime (CFU pro cm?) durch
die klassische Plattenzahimethode bzw. die kultivierungsunabhangige Epifluores-
zenzmikroskopie bestimmt werden. AuRerdem war vorgesehen, die Adhasion von S.
aureus ATCC 6538 und P. aeruginosa PAO mittels Epifluoreszenzmikroskopie zu
quantifizieren. Wie in den Abschnitten 4.6.1 und 4.6.1.2 bereits diskutiert wurde, war
die Fluoreszenzmikroskopie zur Quantifizierung der Adhasion auf diesen Materialien
und Schichten jedoch nicht anwendbar.

FUr die Schichtbildung wurden die gereinigten Substrate mit einer Lésung der
schichtbildenden Substanz in THF bespruht und 18 h bei 120 ° C im Trockenschrank
gelagert. Wie in Abschnitt 4.6.1 beschrieben, waren hier ebenfalls nach der Belegung

fleckenartige Ablagerungen entstanden.

4.6.2.1 Adhasion von E. coli WT

Abb. 109 gibt die Verhaltnisse der Adhasion von E. coli WT auf PEG-terminierten

Thiophosphonatschichten auf Stahl- und Aluminiumoberflachen wieder.

10° -

CFU/cm?®
379

10"

Abb. 109: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PEG-terminierten Thiophosphonat-

SAMs auf Stahl und Aluminium gegentiber E. coli mittels Plattenmethode.
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Auf den ersten Blick erscheint das Adhasionsverhalten von E. coli auf den thio-
phosphonatbeschichteten Materialien ahnlich dem, das bei den phosphonatbeschich-
teten Metallen gefunden wurde (vgl. Abschnitt 4.6.1.1). Die nahere Betrachtung der
pro Flache ermittelten Keimzahlen (Tabelle 34) zeigte jedoch in beiden Fallen eine
leicht erhohte Adhasiontendenz. Trotzdem bewirkten die Thiophosphonatschichten
eine Reduzierung der Adhasion im Vergleich zu unbehandelten Metalloberflachen.
Auf Thiophosphonatschichten auf Stahl wurden 30 CFU pro cm? ermittelt, was einer
relativen Reduzierung der Adhasion von 85% entspricht. Mit einer circa 76%igen
Reduzierung der Adhasion wiesen die Thiophosphonatschichten auf Aluminium 34

CFU pro cm? auf.

: i Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision _ ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
PEG-SAMs auf 5 ]
1x10 (3,04+2,10) 10 15,0£10,5 85,1£10,5
Stahl
Stahl 1x10° (2,0420,47) 10? 100 0
PEG-SAMs auf 5 ]
Al 1x10 (3,42+2,40) 10 23,0+£16,2 78, 0+16,2
Al 1x10° (1,5240,24) 10? 100 0

Tabelle 34: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PEG-terminierten Thiophosphonat-
SAMs auf Stahl und Al gegeniiber E. coli WT mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-
Test).

Die den behandelten und unbehandelten Proben zugehdérigen Agarplatten sind flr
das Stahlsystem in Abb. 110 und Abb. 111 und fur das Aluminiumsystem in Abb. 112
und Abb. 113 dargestellt.

191




4 Ergebnisse

Abb. 110: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter E. coli
-Zellen von einem PEG-terminierten Thiophosphonat-SAM auf Stahl auf CASO Agar-

Festkulturmedium (Platte 1 bis 3 von links nach rechts).

Auf den ersten Blick ist die Adhasionsverminderung durch die Funktionalisierung der
Oberflachen sichtbar. In den hier durchgefuhrten Versuchen zeigten sich die thio-
phosphonatbeschichteten Stahltrager wirksamer bei der Adhasionsverminderung von

E. coli als die analogen Schichten auf Aluminium.

Abb. 111: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter E. coli
-Zellen von einem Stahltrager auf CASO Agar-Festkulturmedium (Platte 1 bis 3 von links nach

rechts).

Bei der Betrachtung der Agarplatten in Abb. 111 fallt auf, dass die zweite Agarplatte
(in der Mitte) deutlich starker bewachsen ist als die erste. Diese Beobachtung, die
kein Einzelfall war, deutet darauf hin, dass beim Kontakt der Probe mit der ersten
Agarplatte weniger Zellen transferiert wurden als beim zweiten Kontakt. Daher kann
festgestellt werden, dass die Entscheidung, zur Maximierung des Zelltransfers die
Proben mit drei Agarplatten in Kontakt zu bringen, trotz des grol3en Zeitaufwandes

richtig war.
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Abb. 112: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter E. coli
-Zellen von einem PEG-terminierten Thiophosphonat-SAM auf Al auf CASO Agar-

Festkulturmedium (Platte 1 bis 3 von links nach rechts).

Weiterhin macht die Analyse der Digitalfotos der Agarplatten in Abb. 113 deutlich,
dass eine zuverlassige Quantifizierung nur gelingt, wenn die abgelésten Zellen keine

Keimrasen bilden und einzeln gezahlt werden kénnen.

Abb. 113: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter E. coli
-Zellen von einem Aluminiumtrager auf CASO Agar-Festkulturmedium(Platte 1 bis 3 von links

nach rechts).

Zu bemerken ist ebenfalls, dass der Kontakt mit den behandelten Schichten die
Kultivierungsfahigkeit der Zellen anscheinend nicht beeintrachtigt hat.

Ob durch die Plattenzahimethode erzielten Ergebnisse tatsachlich die Realitat wie-
dergeben, konnte durch die Fluoreszenzmikroskopie nicht Uberprift werden. Abb.
114 macht deutlich, dass der ebenfalls fluoreszierende Hintergrund keine akkurate
Auswertung der Zahl der fluoreszierenden bakteriellen Ketten und Aggregate ermog-

lichte.
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Abb. 114: Mit DAPI angefarbte E. coli WT auf PEG-terminiertem SAM auf Al (links) und einer
Blindprobe (rechts).

4.6.2.2 Adhasion von S. epidermidis ATCC 14990

Abb. 115 verdeutlicht zusammenfassend das Adhasionsverhalten von S. epidermidis

auf den Thiophosphonat-SAMs auf Stahl- und Aluminium-Oberflachen, sowie auf den

unbeschichteten Metalloberflachen.

CFU/cm’®

Abb. 115: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PEG-terminierten Thiophosphonat-

SAMs auf Stahl und Aluminium gegeniiber S. epidermidis mittels Plattenmethode.

Ahnlich wie bei den Versuchen mit den Phosphonatschichten wurde auch hier ein

ausgepragtes Adhasionspotenzial dieses Testkeims beobachtetet. Die Digitalfotos
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der Agarplatten (Abb. 116, Abb. 117) und die Keimzahlen pro cm? in Tabelle 35
veranschaulichen, dass die PEG-terminierten Thiophosphonate auf beiden geteste-
ten oxidischen Oberflachen eine Verminderung der Adhasion von S. epidermidis um

ca. eine GrofRenordnung bewirkten.

Abb. 116: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adharierter
S.epidermidis-Zellen von einem PEG-terminierten Thiophosphonat-SAM auf Stahl (links) und

einer Stahireferenz (rechts) auf CASO Agar-Festkulturmedium.

Abb. 117: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adhérierter
S.epidermidis-Zellen von einem PEG-terminierten Thiophosphonat-SAM auf Aluminium (links,
aufgetragenes Volumen 50 pL) und einer Aluminiumreferenz (rechts, aufgetragenes Volumen

25 pL) auf CASO Agar-Festkulturmedium.
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i i Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhision . ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhésion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] [%]
PEG-SAMs auf . 4
1x10 (6,4915,81)-10 36,9+33,9 63,1+£33,9
Stahl
Stahl 1x10’ (1,7610,36) 10° 100 0
PEG-SAMs auf .
Al 1x10 (1,04%1,22) 10* 6,5+7,8 93,5+7,8
Al 1x107 (1,59+0,38) 10° 100 0

Tabelle 35: Bestimmung repulsiver Eigenschaften von PEG-terminierten Thiophosphonat-
SAMs auf Stahl und Al gegeniiber S. epidermidis mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-
Whitney-Test).

Mit 1,04-10* CFU pro cm? und einem Biorepulsivititspotenzial von ca. 93% zeigte
sich die Beschichtung auf den Aluminiumoberflachen wirksamer als die Beschichtung
auf Stahl, die mit einer Besiedlung von 6,49-10* CFU pro cm? lediglich eine ca.
63%ige Verminderung der Adhasion aufwies. Die logische Schlussfolgerung dieses
Ergebnisses ware, anzunehmen, dass sich auf der Aluminiumoberflache einheitliche-
re Schichten gebildet haben als auf der Stahloberflache. Dieser scheinbar material-
abhangige Unterschied wurde auch bei den PEG-terminierten Phosphonatschichten
beobachtet (vgl. Abschnitt 4.6.1.2) und konnte in ahnlicher Weise erklart werden. Da
eine exakte Quantifizierung durch die angewandte Plattenmethode nicht sicher war
und dieses Ergebnis auch durch die Epifluoreszenzmikroskopie wegen der diskutier-
ten Hintergrundfluoreszenz nicht verifiziert werden konnte, muss dieser Faktor in
erster Linie als moglicher Grund fur das geringer ausgepragte Inhibierungspotenzial

der (thio)phosphonatbeschichteten Stahlproben in Betracht gezogen werden.

4.7 Polyqglycerol-terminierte Monoschichten auf Stahl und

Aluminium

Es wurde ein PG-terminiertes Dendrimer mit Phosphonat-Ankergruppen auf Stahl

und Aluminium immobilisiert, um die modifizierten Oberflachen auf ihre bakterienre-

196




4 Ergebnisse

pulsiven Eigenschaften zu untersuchen. Da Polyglycerol-terminierte Dendrimere mit
SAc-Ankergruppe auf Gold stark biorepulsive SAMs gebildet haben, war zu erwarten,
dass auch im Falle der Ausbildung einer analogen Phosphonatschicht auf oxidischen
Stahl- und Aluminiumoberflache bakterienabweisende Eigenschaften zu beobachten
waren. Die Bestimmung der Biorepulsivitat erfolgte durch die Ermittlung der primaren
Bakterienadhasion der Testkeime unter in vitro Bedingungen auf den Oberflachen
der Proben. Zur Detektion der adharierten Zellen konnte wegen der bereits in Ab-
schnitt 4.6.1 diskutierten inhomogenen Hintergrundfluoreszenz nur die Plattenme-
thode eingesetzt werden. Daher war es nicht mdglich, die Ergebnisse der Platten-

zahimethode durch die Epifluoreszenzmikroskopie zu verifizieren.

4.7.1 Adhasion von E. coli WT

In Abb. 118 sind die Ergebnisse der Adhasionsuntersuchungen von E. coli WT auf
den PG-terminierten phosphonatbeschichteten Metallen zusammengefasst. Sowohl
die phosphonatbeschichteten Stahl- als auch die entsprechend behandelten Alumini-
umproben zeigen gegenuber den Referenzen eine Verminderung der Bakterienad-

hasion um etwa eine Groflenordnung.
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Abb. 118: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PG-terminierten Thiophosphonat-

SAMs auf Stahl und Aluminium gegeniiber E. coli mittels Plattenmethode.
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Die Betrachtung der in Tabelle 36 aufgefiihrten Ergebnisse zeigen eine gute Uber-
einstimmung mit den Keimzahlen, die fur die PG-terminierten Phosphonatschichten

auf Stahl- und Aluminiumsubstrate ermittelt wurden.

Konzentration Ermittelte . . Reduzierung der
Rel. Adhasion . .
Testsubstrat der Testsuspen- Adhiasion Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
PG-SAMs auf 5 )
1x10 (4,32+3,54)-10 21,2+17,6 78,8+17,6
Stahl
Stahl 1x10° (2,04+0,47) 10 100 0
PG-SAMs auf Al 1x10° (3,26+1,69) 10’ 21,5+11,6 78,6+11,6
Al 1x10° (1,52+0,24) 10° 100 0

Tabelle 36: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PG-terminierten SAMs auf Stahl und
Al gegeniiber E. coli WT mittels Plattenmethode (p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Mit 4,32-10" CFU pro cm? fiir PG-SAMs auf Stahl und 3,26:10" CFU pro cm? auf
Aluminium wiesen die beiden modifizierten Oberflachen eine Reduzierung der Bakte-
rienadhasion von ca. 79% auf.

Abb. 119 liefert einen optischen Eindruck fur das Verteilungsmuster der Zellen auf
den Phosphonatschichten auf Stahl. Links ist ein stark besiedelter Oberflachenaus-
schnitt zu sehen. Diese Aufnahme lasst vermuten, dass die tatsachliche Besiedlung
deutlich hoher war, als durch die Plattenmethode ermittelt wurde. Allerdings wiesen
die meisten Aufnahmen sehr starke Hintergrundfluoreszenz auf, weshalb diese
Annahme letzendlich nicht bewiesen werden konnte.

Das rechte Bild, das eine mit DAPI angefarbte Blindprobe zeigt, macht deutlich, dass
die Schicht selbst ebenfalls mit dem Fluoreszenzfarbstoff angefarbt wurde und daher
der Einsatz der Fluoreszenzmikroskopie als Auswertungsmethode ausgeschlossen

war.
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Abb. 119: Mit DAPI angeféarbte E. coli WT auf PG-terminierten Phosphonatschicht auf Stahl

(links) und eine Blindprobe (rechts).

4.7.2 Adhasion von S. epidermidis ATCC 14990

Abb. 120 gibt die Ergebnisse der der Adhasionsuntersuchungen mit S. epidermidis
an den PG-terminierten Phosphonat-SAMs auf Stahl und Aluminium wieder. Vergli-
chen mit unmodifizierten Substraten bewirkten die SAMs auf beiden Materiaien eine

Verminderung der Adhasion.

10° A
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Abb. 120: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PG-terminierten Thiophosphonat-

SAMs auf Stahl und Aluminium gegeniiber S. epidermidis mittels Plattenmethode.
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Mit 1,19-10* CFU pro cm? wurde bei den PG-SAMs auf Stahl eine 93%ige Biorepul-
sivitat festgestellt (Tabelle 37). Eine etwas starkere Adhasion fand auf den PG-SAMs
auf Aluminium statt. Die Verminderung der Bakterienadhasion betrug aber auch fur

diese Schichten 82%.

i i Reduzierung der
Konzentration Ermittelte Rel. Adhésion . ! 9
Testsubstrat der Testsuspen- Adhision Bioadhasion
0,
sion [CFU/mL] [CFU/cm?] [%] (%]
PG-P(O)(OH),- . 4
1x10 (1,191£2,45)-10 6,8+14,0 93,2+14,0
SAMs auf Stahl
Stahl 1x107 (1,7610,36) 10° 100 0
PG-P(O)(OH),- . 4
1x10 (2,80+£1,44) 10 17,6+10,0 82,4+10,0
SAMs auf Al
Al 1x107 (1,59+0,38) 10° 100 0

Tabelle 37: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von PG-terminierten SAMs auf Stahl und
Al gegeniiber S. epidermidis mittels Plattenmethode(p<0,001, Mann-Whitney-Test).

Abb. 121 und Abb. 122 vermitteln einen optischen Eindruck von der Wirkung der

Beschichtung.

Abb. 121: Kolonienbildende Einheiten nach der Ablésung und Rekultivierung adharierter
S.epidermidis-Zellen von einem PG-terminierten Phosphonat-SAM auf Stahl (links, aufgetrage-
nes Volumen 50 yL) und einer Stahlreferenz (rechts, aufgetragenes Volumen 25 pL) auf CASO

Agar-Festkulturmedium.

Auch hier verhinderten die eingefarbten Oberflachenareale auf den Proben die
computergestutzte quantitative Auswertung der adharierten Zellen. Allerdings ermog-
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lichten diese Fluoreszenzaufnahmen eine scharfe Unterscheidung zwischen den
bakteriell besiedelten und unbesiedelten Arealen. Die besiedelten Areale entspra-
chen den unmodifizierten Abschnitten der Probenoberflache. Mit hoher Wahrschein-
lichkeit verhinderten die schichtbildenden Molekile die Bakterienadhasion, da die
beschichteten Abschnitte bis auf einzelne, stark fluoreszierende und daher gut
erkennbare Zellen, kein Bakterienwachstum aufwiesen. Dieses Ergebnis lasst vermu-
ten, dass bei einer intakten Monoschicht hohere Biorepulsivitat zu erwarten ware.

Abb. 122: Mit DAPI angefarbte S. epidermidis auf PG-terminierten Phosphonatschicht auf Stahl

(links) und auf einer Stahlreferenz (rechts).

4.8 Zusammenfassende Betrachtung der Bioadhasionsun-

tersuchungen auf den Phosphonat- und Thiophosphonat-
SAMs auf Stahl und Aluminium

Testsystem Die Repulsivitatseigenschaften der PEG- und PG-terminierten Schichten
auf nativen Oxidschichten der industriell relevanten Materialien, Stahl und Aluminium
gegenuber der Adhasion von E. coli WT und S. epidermidis ATCC 14990 wurden im
in vitro getestet.

Abb. 123 und Tabelle 38 geben einen zusammenfassenden Uberblick tber das

Verhalten von E. coli WT auf diesen Schichten.
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Abb. 123: Vergleich der relativen Adhéasion von E. coli WT auf Phosphonat- und Thio-
phosphonat-SAMs auf Stahl und Al (ermittelt durch die Plattenmethode).

Im Vergleich zu den Adhasionszahlen auf unmodifiziertem Stahl und Al zeigen alle
Schichten einen abweisenden Effekt. Mit ca. 96% Verminderung der Adhasion
zeigten die PEG-Phosphonat-SAMs auf Stahl das beste Ergebnis. Der gleiche SAM
auf Al wies mit ca. 89% Verminderung der Adhasion ebenfallst eine hohe Biorepulsi-
vitat auf. Dieser Unterschied des Biorepulsivitatspotenzials gleicher SAMs auf unter-
schiedlichen Materialien wurde auch bei den PEG-terminierten Thiophosphonat-
SAMs beobachtet. Dass die beobachtete Differenz durch Messfehler entstanden ist,
ist unwahrscheinlich. Vielmehr muss der systematische Zusammenhang zwischen
den verschiedenen Metalloxiden und Ankergruppen in Betracht gezogen werden, der

die Schichtbildung positiv bzw. negativ beeinflusste.
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i Reduzierung der
Ermittelte Rel. Adhision eerting
Testsubstrat Adhision Bioadhasion
0,
[CFU/cm?] [%] (%]
PEG-P(O)(OH),- ]
(1,68+£1,41) 10 11,1£9,4 89,0+9,4
SAM auf Al
PEG- P(S)(OH),- 1
A42+2, ,0t16, ,ot10,
(3,421£2,40) 10 22.,5+16,2 77,5+16,2
SAMs auf Al
PG- P(O)(OH),- 1
, 261, ,ot11, ,ox11,
(3,261£1,69) 10 21,5+11,6 78,6+11,6
SAMs auf Al
Al (1,52+0,24) 10 100 0

Tabelle 38: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von Phosphonat- und Thiophosphonat-
SAMs auf Stahl und Al gegeniiber E. coli WT mittels Plattenmethode.

Lediglich bei den PG-terminierten SAMs wurde eine Ubereinstimmung der bakterien-

abweisenden Eigenschaften auf beiden Metalloberflachen beobachtet.

Abb. 124 und Tabelle 39 fassen die Untersuchungsergebnisse der Adhasion von S.

epidermidis auf Phosphonat- und Thiophosphonat-SAMs zusammen.
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Abb. 124: Vergleich der relativen Adhasion von S. epidermidis auf Posphonat- und Thi-
ophosphonat-SAMs auf Stahl und Al (ermittelt durch die Plattenmethode).

Ahnlich wie bei der Adhasion von E. coli konnte auch hier eine Variation in der
Biorepulsivitat bei gleichen SAMs auf unterschiedlichen Substraten beobachtet
werden. PEG- P(O)(OH)-SAMs auf Aluminium zeigten eine circa 87%ige Repulsivi-
tat, wahrend die gleiche Verbindung auf Stahl eine nur 71%ige Verminderung der
Adhasion bewirkte.

Besonders stark ausgepragt war dieser Unterschied bei den PEG- P(S)(OH),-SAMs,
die im Aluminiumsystem eine um 94% verminderte Bakterienadhasion aufwiesen,
wahrend im Stahlsystem mit 63% Inhibierung ein deutlich geringerer Effekt auftrat.
Bei der Betrachtung der Ergebnisse der PG-terminierten SAMs fallt auf, dass diese
SAMs auf dem Stahl starker bakterienabweisend waren (93% Repulsivitat), als die
auf Aluminium. Aber auch fUr diese Schichten betrug die Verminderung der Bakteri-

enbindung Uber 82%.

Diese Ergebnisse erlauben eine Aussage uber spezifisches Adhasionsverhalten auf
unterschiedlichen Materielien der beiden Testkeime. Wahrend bei E. coli WT die
PEG-Phosphonat-SAMs auf Stahl am schwachsten besiedelt wurden, reduzierten die
PEG-Thiophosphonat-SAMs auf Aluminium am wirksamsten die Adhasion von S.

epidermidis.
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i Reduzierung der
St Rel. Adhision eerting
Testsubstrat Adhision Bioadhésion
0,
[CFU/cm?] [%] %]
PEG- P(O)(OH),- \
SAM auf Al (2,09£1,20) 10 13,14+8.17 86,86+8,17
au
PEG- P(S)(OH),- \
SAM ¢ Al (1,04£1,22) 10 6,54+7,83 93,46+7,83
s au
PG-SAMs auf Al (2,80£1,44) 10* 17,61+9,99 82,39+9,99
Al (1,59+0,38) 10° 100 0

Tabelle 39: Bestimmung der repulsiven Eigenschaften von Phosphonat- und Thiophosphonat-
SAMs auf Stahl und Al gegeniiber S. epidermidis ATCC 14990 mittels Plattenmethode.

Zusammenfassend lasst sich fur die Stahl- und Aluminium-SAMs sagen, dass die
Phosphonat- und Thiophosphonatschichten einen deutlichen Einfluld auf das Adhasi-
onsverhalten der Testkeime hatten. Aus der Literatur ist bekannt, dass mit PEG
modifizierter Stahl resistent gegen Proteinadsorption, aber unwirksam gegenlber
bakterieller Adhasion ist.*®? Insgesamt zeigten jedoch die im Rahmen dieser Arbeit
getesteten Schichten gegenliber der jeweiligen Referenz eine signifikante Verminde-
rung der Keimadhasion. Auch statistisch hat sich eine hohe Signifikanz fur den
beobacchteten Effekt ergeben (p<0,001), wobei hier keine Aussage uber die Grolde
des Unterschieds gemacht wird.

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die PEG- und PG-terminierten Stahl- und
Aluminiumoberflachen als biorepulsive Oberflachen in technischen Systemen durch-
aus interessant sein konnten. Allerdings musste der Schichtbildungsprozel® weiter

untersucht und optimiert werden. Die Abscheidung aus der Losung erfordert eine
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sehr hohe Sauberkeit. Es ware denkbar, dass verbliebene Verunreinigungen die
Strukturbildung der SAMs negativ beeinflusst haben.

Es ist bekannt, dass die Glatte der Substratoberflache teilweise die Struktur des
SAMs und insbesondere die Defektdichte bestimmt.*®® Denkbar ware, dass auch die
Rauhigkeit der Stahl- und Aluminiumsubstrate die Schichtbildung negativ beeinflusst
haben kénnten. Die Rauhigkeit der Oberflache ist auch fur die Bakterienadhdsion
von Bedeutung. Daher wurden die Substrate, die sichtbare Kratzer oder andere
Oberflachendefekte aufwiesen, vor der SAM- Praparation aussortiert. Allerdings
stellen auch die Oberflachen, die dem menschlichen Auge glatt und defektfrei er-
scheinen, fiur die Bakterien eine sehr heterogene Landschaft dar. Es liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass auch, wenn die in den Experimenten eingesetzten
Substrate sorgfaltig gereinigt wurden und ideal glatt ausgesehen haben, im Nanome-
terbereich Heterogenitaten vorhanden waren. Diese Vermutung wurde durch raster-

kraftmikroskopische Untersuchungen der Testoberflachen bestatigt.

160 180 200
100 150 250

20 40 60 80 100 120 140
50

L]

Abb. 125: 20x20 ym rasterkraftmikroskopische Abbildung einer Al- (links) und Stahloberflache.

AFM-Aufnahmen in Abb. 125 deckten die Risse und Spalten auf, die darauf hinwei-
sen, dass es sich bei den Testsubstraten nicht um eine auf molekularem Malstab
ideal glatte Oberflachen handelte, die gleichwertige Bindungsstellen fur eine defekt-
freie SAM-Bildung anbieten und zusatzlich Bakterienadhasion fordern konnten. Um
einen Zahlenwert flr die beobachtete Mikrorauhigkeit zu erhalten wurden der so
genannte, Root Mean Square, RMS, der Rauhigkeit errechnet. Dabei handelt es sich

um die mittlere quadratische Abweichung der Prufflache zur Idealflache. Die Abtast-
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flache fur die Bestimmung der Oberflachenrauhigkeit betrug 20x20 um. Es wurde ein

Wert von 15,68 fur das Stahlsubstrat und von 23,28 nm far Aluminium erhalten.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass weitere Untersuchungen notwendig

waren, um die Oberflachenbedeckung, die einen kritischer und entscheidender

Parameter fur die Biorepulsivitat darstellt, zu verbessern.

4.9 Ermittlung des wachstumshemmenden Potenzials der

schichtbildenden Substanzen

Eine Grundvoraussetzung fur die Biorepulsivitat von Monoschichten ist, dass sie die
Bakterien beim Kontakt nicht abtéten, sondern nur abweisen. Die nach jedem Expe-
riment durchgeflhrte Vitalitatsprifung bestatigte qualitativ, dass die Zellen in der
Testsuspension nach dem Kontakt mit den Monoschichten weiterhin auf Festnahr-
boden kultivierbar waren. Um jedoch auszuschlielen, dass eventuell abgeloste
Molekulle die Bakterien nicht wahrend des Adhasionsexperiments hemmten, wurden
die schichtbildenden Molekulen einer systematischen Empfindlichkeitsprafung unter-
worfen, die Ublicherweise flir Antibiotika durchgefiihrt wird. Dabei wird experimentell
das Verhalten einer Bakterienpopulation gegenuber dem zu testenden Stoff gemes-
sen und die minimale Hemmkonzentration, (MHK), dieses Stoffes ermittelt. Unter
MHK versteht man die niedrigste Konzentration einer antibiotischen Substanz in
Mg/mL, die das Keimwachstum unter den Versuchsbedingungen hemmt. International
existieren verschiedene Standards zur Bestimmung des MHK-Werts. In Deutschland
erfolgt die MHK-Bestimmung auf der Basis der DIN 58940 (,Empfindlichkeitsprifung
von mikrobiellen Krankheitserregern gegen Chemotherapeutika®), in der drei Metho-
den, die Mikrodilutionsmethode, die Agardiffusions- und die Agardilutionsmethode
beschrieben werden.

Bei der Ermittlung der MHK durch die Mikro-Bouillon-Verdinnungsmethode (DIN
58940-8 und Beiblatter), die in dieser Arbeit verwendet wurde, wird aus einer Antibio-
tikastammldsung eine Verdinnungsreihe mit abfallender Konzentration in den Vertie-
fungen einer Mikrotiterplatte hergestellt (vgl. Abschnitt 6.25). Im Anschluss werden
diese Vertiefungen mit einer definierten Menge des zu testenden Keims beimpft.

Nach einer Inkubationszeit von 18-24 h werden die Mikrotiterplatten dann visuell
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ausgelesen und gegentber mitgefihrten Wachstums-(Positiv)-Kontrollen bewertet.
Die visuelle Beurteilung der Tribung und die Entscheidung zwischen Wachstum oder
Hemmung ist ein entscheidender und schwieriger Schritt bei der Ermittlung von MHK.
Die Stoffkonzentration in der letzten Vertiefung, die kein Wachstum bzw. keine
Tribung aufweist, entspricht der MHK. Allerdings ist die Unterdriickung des sichtba-
ren Wachstums nur ein Hinweis auf eine wachstumshemmende Wirkung. Daher
erlaubt der MHK-Wert keine Aussage daruber, ob ein Stoff bakterizid wirkt. Um dies
beurteilen zu kdnnen, wurde nach der Ablesung der MHK noch ein weiterer Test zur
Ermittlung der minimalen bakteriziden Konzentration (MBK) durchgefthrt (vgl. Ab-
schnitt 6.26). Hierzu wurden definierte Inokulummengen aus den nicht getribten
Kavitaten der Mikrotiterplatte und den Wachstumskontrollen auf Festkulturmedium
subkultiviert und uUber Nacht bei 37 °C bebrutet. Da auf allen Agarplatten starkes
Wachstum zu beobachten war, konnte davon ausgegangen werden, dass die
schichtbildenden Substanzen in den getesteten Konzentrationen (0,5-64 mmol/L)
keine bakterizide Wirkung aufwiesen.

Die Voraussetzung fur zuverlassige Ergebnisse bei beiden Bestimmungen war die
genaue Einhaltung von Parametern, wie die Bebritungszeit und -temperatur nach

den standardisierten Vorgaben.

4.9.1 Ermittlung der MHK-Werte fur E. coli WT

In Tabelle 40 sind die unter standardisierten in vitro-Bedingungen ermittelten Werte
der minimalen Hemmkonzentrationen der schichtbildenden Substanzen gegenuber
E. coli aufgefuhrt. Getestet wurde ein Konzentrationsbereich von 0,5 mmol/L bis 64
mmol/L. Allen Werten liegt eine Doppelbestimmung zugrunde. Aus jeder Klasse
wurden zwei Dendrimere mit unterschiedlichen Molmassen zwischen 3000 g/mol und
8000 g/mol getestet. Wie bereits diskutiert (vgl. Abschnitt 4.4), wiesen alle PG-
Verbindungen geringere mittlere Molmassen auf. Die Zahl im Index der Substanzbe-
zeichnung gibt die angestrebte Molmasse der jeweiligen Verbindung wieder, jedoch
wurden fur alle Verbindungen ca. 3000 g/Mol als reales Molekulargewicht bestimmt.,
was dementsprechend als Grundlage fur die Konzentrationsberechnung herangezo-
gen wurde. Bei den Dendrimeren D2(SAc)sp00 und D3(SAc)so00 Wurde einschlief3lich
bis zur Ausgangskonzentration von 64 mmol/L eine deutliche Tribung beobachtet,

was flr ein ungehemmtes Wachstum in Gegenwart dieser Teststoffe spricht. Keine
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der getesteten Substanzen zeigte daher im flr die Schichtbildung relevanten Kon-

zentrationsbereich (1 mmol/L) eine wachstumshemmende Wirkung.

Beobachtete Beobachtete
SAM-bildendes | Molmasse Bakterizide
. Wachstumshemmung | Wachstumshemmung .
Molekiil [0] Wirkung
[mmol/L] [ng/mL]

D1(SAc)s000 3000 32 96000 keine
D1(SAC)s000 3000 64 192000 keine
D2(SAc)s000 3000 Nicht beobachtet Nicht beobachtet keine
D2(SAc)3000 3000 32 96000 keine
D3(SAc)so00 3000 Nicht beobachtet Nicht beobachtet keine
D3(SAc)a000 3000 2 6000 keine
EG;OH 512,74 8 4100 keine
PEGC,,P(O)(OH), 600 64 37400 keine
PEGC,P(S)(OH). 600 64 38200 keine
PGC,P(S)(OH), 3000 32 96000 keine

Tabelle 40: Ermittlung der MHK und MBK der Schichtbildenden Molekiile gegeniiber E. coli

mittels Mikro-Bouillon-Reihenverdiinnungsmethode.

Die makroskopisch sichtbare Tribung bzw. Sedimentation wurde mittels einer extra
angefertigten Spiegelvorrichtung betrachtet. Dabei wurde die Mikrotiterplatte von
unten durch einen beweglichen Spiegel genau angesehen. Oftmals war die Trubung
schwer zu beurteilen, da in jeder Kavitat eine gewisse Tribung vorhanden war.

Die im Anschluss durchgefihrte MBK-Bestimmung war fur alle Substanzen negativ.
Tabelle 40 kann entnommen werden, dass keine der getesteten Substanzen eine
bakterizide Wirkung auf die Testkeime aufwies.

Betrachtet man die MHK-Werte der Dendrimere innerhalb der Klassen, stellt man
fest, dass diese sich unterscheiden. Wahrend D2(SAc)so00 nicht wachstumshem-
mend im getesteten Konzentrationsbereich war, hemmte der Zusatz der 32 mmola-
ren Loésung des D2(SAc)so00-Dendrimers das Wachstum von E. coli. Ein deutlich

groRerer Unterschied in der Empfindlichkeit war in der D3(SAc)-Klasse festzustellen.
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Moglicherweise hat die Anwesenheit von Nebenprodukten dieses Verhalten verur-
sacht, denn die Dendrimere enthielten teilweise groRere Mengen an Methanol aus

dem Syntheseprozeld. Der Methanolgehalt war nicht bei allen Vertretern gleich.

4.9.2 Ermittlung der MHK-Werte fur S. epidermidis ATCC 14990

Der unter in vitro-Bedingingen durchgefuhrten Mikro-Bouillon-Verdunnungstest fur S.
epidermidis ergab fur alle schichtbildende Substanzen oberhalb der fur die Schicht-
bildung eingesetzte Konzentration (1 mmol/L) liegende MHK-Werte. Wie Tabelle 41
verdeutlicht, war im Fall der D2(SAc)so00 keine Wachstumshemmung des Testkeims

bis zu einer Konzentration von 64 mmol/L zu beobachten.

Beobachtete Beobachtete
SAM-bildendes | Molmasse Bakterizide
. Wachstumshemmung | Wachstumshemmung
Molekul [0] Wirkung
[mmol/L] [ng/mL]

D1(SAc)s000 3000 16 48000 Keine
D1(SAc)4000 3000 16 48000 Keine
D2(SAc)s000 3000 2 6000 Keine
D2(SAc)3000 3000 Nicht beobachtet Nicht beobachtet Keine
D3(SAc)s000 3000 4 12000 Keine
D3(SAc)4000 3000 2 6000 Keine
EG;OH 512,74 8 4100 Keine
PEGC,P(O)(OH), 600 64 37400 Keine
PEGC4,P(S)(OH), 600 32 19210 Keine
PGC,P(S)(OH), 3000 32 96000 Keine

Tabelle 41: Ermittlung der MHK und MBK der Schichtbildenden Molekiile gegeniiber S. epider-

midis mittels Mikro-Bouillon-Reihenverdiinnungsmethode.

Bei dieser Testreihe wurde eine Ubereinstimmung zwischen den MHK-Werten der
D1(SAc)-Klasse beobachtet. Ahnliche MHK-Werte wurden auch fiir die beiden

Vertreter der D3(SAc)-Klasse ermittelt. Deutlich groRer fiel der Unterschied in der
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Empfindlichkeit der Testkeime gegentber allen Verbindungen der D2(SAc)-Klasse
aus.
Tabelle 41 kann auRerdem entnommen werden, dass bei keiner der Testsubstanzen

eine bakterizide Wirkung nachgewiesen werden konnte.

4.9.3 Ermittlung der MHK-Werte fir S.aureus ATCC 6538

Tabelle 42 enthalt die Daten, die fur S. aureus im Mikro-Bouillon-Verdunnungstest
erhalten wurden. Auf den ersten Blick lasst sich erkennen, dass der Testkeim ge-
genuber den Dendrimeren keine besondere Empfindlichkeit im flr die SAM-Bildung

relevanten Konzentrationsbereich von 1 mmol/L zeigte.

Innerhalb der Dendrimer-Klassen sind auch bei diesem Keim gewisse Unterschiede
in der anscheinend Wachstums-hemmenden Wirkung aufgetreten. Mit achtfacher
Differenz war der Unterschied zwischen den beiden Vertretern der D3(SAc)-Klasse
am groBten. Wie oben bereits erwahnt (vgl. 4.9.1), ware der EinfluR des aus dem
Syntheseprozeld stammenden Methanols als Nebenprodukt denkbar. Ein Wert fur die
minimale bakterizide Konzentration konnte nicht ermittelt werden, da unter in vitro-

Bedingungen keine der getesteten Substanzen eine bakterizide Wirkung aufwies.
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SAM-bildendes Molmasse Beobachtete Beobachtete Bakterizide
HleEkyl (] Wachstumshemmung | Wachstumshemmung UL LT
[mmol/L] [ng/mL]

D1(SAc)so00 3000 16 48000 keine
D1(SAc)4000 3000 8 24000 keine
D2(SAc)s000 3000 2 6000 keine
D2(SAc)3000 3000 8 24000 keine
D3(SAc)so00 3000 16 48000 keine
D3(SAc)4000 3000 2 6000 keine
EG;OH 512,74 4 2050 keine
PEGC,,P(O)(OH), 600 64 37400 keine
PEGC,,P(S)(OH). 600 32 19210 keine
PGC,P(S)(OH), 3000 2 6000 keine

Tabelle 42: Ermittlung der MHK und MBK der Schichtbildenden Molekiile gegeniiber S. aureus

mittels Mikro-Bouillon-Reihenverdiinnungsmethode.

4.9.4 Ermittlung der MHK-Werte fur P. aeruginosa PAO

Wie Tabelle 43 erkennen lasst, lagen die MHK-Werte der Testsubstanzen auch bei
P. aeruginosa deutlich oberhalb des fir die Schichtbildung verwendeten Konzentrati-

onsbereichs.
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Beobachtete Beobachtete
SAM-bildendes | Molmasse Bakterizide
. Wachstumshemmung | Wachstumshemmung .
Molekul [a] Wirkung
[mmol/L] [ng/mL]

D1(SAc)so00 3000 32 96000 Keine
D1(SAC)4000 3000 32 96000 Keine
D2(SAc)s000 3000 16 48000 Keine
D2(SAc)3000 3000 16 48000 Keine
D3(SAc)s000 3000 32 96000 Keine
D3(SACc)a000 3000 2 6000 Keine
EG,;OH 512,74 32 16400 Keine
PEGC,,P(O)(OH), 600 32 18700 Keine
PEGC,,P(S)(OH), 600 32 19210 Keine
PGC,,P(S)(OH), 3000 2 6000 Keine

Tabelle 43: Ermittlung der MHK und MBK der schichtbildenden Molekiile gegeniiber P. aerugi-
nosa mittels Mikro-Bouillon-Reihenverdiinnungsmethode.

Bei diesem Keim wurden keine Empfindlichskeitsunterschiede in der D1(SAc)- und
D2(SAc)-Klasse festgestellt. Sehr grof® war die Differenz zwischen den MHK-Werten
innerhalb der D3(SAc)-Klasse. Eine bakterizide Wirkung wurde jedoch bei keiner der

getesteten Substanzen nachgewiesen.

Zusammenfassend lasst sich fur die ermittelten MHK-Werte der schichtbildenden
Substanzen gegenuber den Testkeimen feststellen, dass keine Wachstumshem-
mung im fur die Schichtbildung relevanten Konzentrationsbereich beobachtet wurde.
Zum Vergleich soll erwahnt werden, dass die Wachstums-hemmende Wirkung von
Antibiotika Ublicherweise im Bereich von Mikrogramm pro Milliliter liegt. Auch die
nach der MHK-Bestimmung durchgeflihrten MBK-Tests fielen negativ aus. Daher
kann festgehalten werden, dass die beobachteten bakterienabweisenden Eigen-
schaften der untersuchten SAMs allein auf die Biorepulsion zurtuckzufuhren war.
Verwunderlich waren die Unterschiede der MHK-Werte innerhalb der Klassen. So
wurde beispielsweise bei P. aeruginosa eine Empfindlichkeit gegentiber D3(SAc)4000

bereits bei 2 mmol und gegenuber D3(SAc)so00 erst bei 32 mmol nachgewisen.
213




4 Ergebnisse

Da die visuelle Unterscheidung des Tribungsgrades nicht einfach ist, kann es jedoch

auch hier zu Fehleinschatzungen gekommen sein.
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5 Zusammenfassender Vergleich der Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Methoden, die Plattenzahimethode, die Epiflu-
oreszenzmikroskopie und die SPR-Spektroskopie zur Untersuchung der Bakterien-
adhasion eingesetzt. Die ersten beiden Methoden, die eingehender untersucht
wurden, eigneten sich gut fir die Quantifizierung der adharierten Bakterien. Durch
die SPR-Spektroskopie gelang es zwar, die Oberflache-Bakterium Interaktion zu
detektieren, jedoch gab es wesentliche Probleme bei der Quantifizierung der Adhasi-
on durch die Kombinationsversuche der SPR mit der Epifluoreszenzmikroskopie.
Daher lieferte die SPR-Spektroskopie nur qualitative Aussagen Uber das Adhasions-
verhalten der Testkeime.

Wahrend die Plattenzahlmethode durch das Auszahlen abgeldster und rekultivierter
Bakterien bzw. Kolonien-bildenden Einheiten Ruckschlisse auf die Bakterienadhasi-
on erlaubte, stellte die Epifluoreszenzmikroskopie eine Methode dar, die adharierte
Bakterien direkt auf den Testsubstraten nachwies und quantifizierte. Im Folgenden
sind die beobachteten Vor- und Nachteile der Methoden und ihre moglichen Fehler-

quellen kurz zusammengefasst.

Im Verlauf der Arbeit hat sich gezeigt, dass die zusatzlichen Arbeitsschritte bei der
Plattenzahimethode nicht nur zeitaufwendig sind, sondern auch potenzielle Fehler-
quellen darstellen konnen. So lie sich das notwendige Ablosen der Bakterien von
den Testsubstraten nach der Optimierung im Rahmen der Vorversuche zwar sicherer
durchflihren, trotzdem konnten in einigen Versuchen die adharierten Bakterien nur
unzureichend oder gar nicht abgelost werden.

Zwei unterschiedliche Ablosevorgange wurden dabei getestet. Zur Ablésung von S.
epidermidis ATCC 14990 kam Ultraschall zum Einsatz, wahrend der Transfer von E.
coli WT-Zellen durch Auflegen der Proben auf die Agarplatten erreicht wurde. Zu-
sammenfassend lasst sagen, dass der Ablésevorgang durch Ultraschall effektiver
war als das Abklatschen auf eine Agarplatte. Aber auch bei der Abklatschmethode
lie® sich durch Kombination von drei Transfervorgang-Zyklen der gleichen Probe
einerseits das mdglichst quantitative und andererseits ein ,fraktioniertes“ Abldsen der
Bakterien erzielen. Das Ergebnis war, dass auf den Nahrbdéden meistens scharf

voneinander isolierte CFU entstanden sind, die gut auszahlbar waren. Der Aspekt
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der Auszahlbarkeit abgeloster und rekultivierter Zellen war auch beim Einsatz von
Ultraschall als Ablosevorgang nicht unwichtig. Die Keimzahl in der Testsuspension
nach der Ultraschallbehandlung, insbesondere bei den unmodifizierten Metallsub-
straten, war sehr hoch, was einen zusatzlichen Verdinnungsschritt notwendig mach-
te. Trotz 10facher Verdlinnung konnte in manchen Versuchen eine ,Verschmelzung*
der CFU nicht vermieden werden. Weiterere Nachteile der Plattenzahimethode sind
die lange Inkubationsdauer von mindestens 12 h sowie die nicht zu unterschatzende
Vorbereitungsarbeit wie beispielsweise Autoklavieren und Giefl3en der Nahrbdden.
Hinsichtlich der Quantifizierung der Bakterienadhdsion kann festgestellt werden,
dass die Plattenzahlmethode keine absoluten Zahlen der adharierten Bakterien
lieferte. Es muss vielmehr davon ausgegangen werden, dass die tatsachlichen
Zahlen deutlich hoher lagen als ermittelt. Trotzdem konnte diese Methode als zuver-
lassig zur Auswertung der Bakterienadhasion eingestuft werden, da diese richtige
Aussagen Uber die Adhasionsvorgange lieferte. Eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse der Plattenzahimethode mit denen der Epifluoreszenzmikroskopie war im
Laufe der Arbeit erkennbar und wurde bereits diskutiert (vgl. Abschnitt 4.4.4).

Grundlegend unterschiedlich waren die Arbeitsschritte bei der Epifluoreszenz-
mikroskopie. Das Anfarben der Proben, das meistens direkt nach der Adhasion und
dem Waschvorgang mit DAPI erfolgte, war der notwendige Arbeitsschritt bei dieser
Methode. Da die Adhasionsexperimente sehr viel Zeit in Anspruch nahmen, war die
Markierung der Proben oft erst ca. 12 h nach der Adhasion moglich. Auch wenn die
Proben fur diese Zeit im Kuhischrank gelagert wurden, stellte dieser verzdgerte
Arbeitsschritt eine mogliche Fehlerquelle dar. Weiterhin war bei der Epifluoreszenz-
mikroskopie die Lichtempfindlichkeit des Fluoreszenzfarbstoffs nicht unproblema-
tisch. Auch wenn es kein schnelles Bleichen wahrend einer mikroskopischen Unter-
suchung beobachtet wurde, wurden die Arbeiten im Dunkeln durchgefihrt, um einen
exponentiellen Zerfall des DAPI-DNS-Komplexes im Anregungslicht zu verhindern.
Allerdings konnte einerseits wegen der Nutzung der fur die Adhasionsexperimente
notwendigen technischen Ausstattung in drei unterschiedlichen Hausern und ande-
rerseits wegen der haufig auftretenden Funktionsfehler am Mikroskop nicht immer
sofort nach dem Anfarben eine Auswertung bzw. mikroskopische Untersuchung
durchgefuhrt werden.

Der wichtigste Arbeitsschritt bei der Epifluoreszenzmikroskopie war die quantitative

Auswertung mit Hilfe des Bildanalyseprogramms ImageJ. Bedingt durch das un-
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gleichmalige Wachstum der Bakterien auf der Probenoberflache mussten vor dem
eigentlichen Zahlschritt die zusammengewachsenen Bakterienkolonien mit dem Pen-
Tool graphisch voneinander getrennt werden. Daher war dieser Arbeitsablauf, anders
als angestrebt, weder voll automatisiert noch benutzerunabhangig. Somit waren
potenzielle Fehlerquellen dabei nicht auszuschliel3en.

In Summe kann jedoch festgestellt werden, dass die Fluoreszenzmethode eine
hohere Genauigkeit im Vergleich zur kultivierungsabhangigen Auswertung ermaoglich-
te und haufig eine um zwei Groflenordnungen grolRere Zellzahl detektierte als die
Plattenzahimethode. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Ergebnis-
se der Epifluoreszenzmikroskopie den tatsachlichen Verhaltnissen im Adhasionsge-
schehen naher kommen, jedoch auch keine absoluten Zahlen darstellen. Als Haupt-
grund hierfir mussen die bereits diskutierten moglichen Fehlequellen bei der Bild-

analyse in Betracht gezogen werden.

Als gemeinsamer Nachteil der beiden Methoden ist jedoch, dass sie wenig Einblick-
maoglichkeit in den eigentlichen Adhasionsprozel® bieten. D. h. nicht der Fortschritt
der Bindungsprozesse konnte beurteilt werden, sondern nur das Ergebnis der Adha-
sion dokumentiert werden. Die Detektion der Wechselwirkungen zwischen Bakterien
und der Oberflache in der Echtzeit war durch SPR-Spektroskopie mdglich. Dabei
bestand zwar das Problem der Quantifizierung, jedoch bestatigten qualitative Aussa-
gen dieser Untersuchungen tendenziell die Ergebnisse aus den beiden quantitativen
Methoden.
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6.1 Verwendete Losemittel

Die verwendeten absoluten Losemittel wurden durch mehrtagiges Sieden in einer
Umlaufdestillationsapparatur Gber den angegebenen Trockenmitteln (Tabelle 44) und

anschlie3ender Destillation unter Stickstoff-Atmosphare erhalten.

Losungsmittel Trockenmittel

Tetrahydrofuran Na/K-Legierung
Methanol Mg
Ethanol Mg

Tabelle 44: Verwendete Losemittel.

6.2 Verwendete Messqgerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 45 gibt einen Uberblick Uber die verwendeten Geréate, Verbrauchsmaterialien
sowie Uber die Hersteller und Bezugsquellen.

Material/Gerat Hersteller

Elektronenstrahl-Verdampfungsanlage Leybold

Tiegeleinsatz 25 Elektrographit, AuRendurch-

messer 22 mm, Hohe 9 mm Leybold
Plasma-Cleaner/Sterilizer PDC-32G Harrick
Brutschrank, Function Line Typ B12 Heraeus,
Autoklav, Typ 3870 ELV, S/N 2012020 Systec
Sicherheitswerkbank, Hera safe Heraeus
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Material/Gerit Hersteller
Sterilwerkbank, Hera gard Heraeus
Dokumentationsanlage BioDoc Biometra
Reinstwasseranlage, Milli-Q Synthesis, S/N
Millipore
F1ENO1253H
Zentrifuge Biofuge, Stratos (Rotor: 3046) Heraeus
Spektralphotometer (Bio Cary 50) Varian

Schittelinkubator, Haube Certomat H, S/N
8863453

Certomat R, S/N 8863024

Braun Biotech International

Ultraschallbad USR3

Julabo Labortechnik GmbH

Vortex Genie 2

Scientific Industries

pH-Meter, inoLab pH Level 1, S/N 02000020 WTW
Kolbenhubpipette, variabel 100-1000 pL;
Eppendorf
Multipette
Roth
Kolbenhubpipette, variabel10-100 L
Einmalkuvetten halbmikro 1,5 mL Brand
Petrischalen mit Nocken 92x16 mm
Sarstedt
Zentrifugenréhrchen 15mL, 50 mL
Multistep-Pipette (8-Kanal) Hirschmann,

Mikrotiterplatten

Merck (VWR)

Drigalskispatel Roth
Epifluoreszenzmikroskop: Axioskop 2
Kamera: MC 200 CHIP Zeiss
Objektiv: Ph2 Plan-Neofluar
UV- Lampe: HBO 100W Osram

Tabelle 45: Verwendete Messgerate und Verbrauchsmaterialien.
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6.3 Puffer und Nahrmedien

CASO-Agar und Trypton Soja Bouillon wurden nach dem Herstellerhinweis zuberei-
tet. Puffer, physiologische Kochsalzlosung und Nahrmedien wurden 15 Minuten bei
120 ° C autoklaviert.

Puffer, NaCl-Lésung und Trypton Soja Bouillon wurden nach der Abkuhlung im
Klhlschrank bei 4 ° C aufbewahrt. Je 20 mL CASO-Agar wurden unter keimfreien
Bedingungen der Laminar-Flow-Box mittels einer Peristaltikpumpe in die Petrischa-
len mit Nocken (sorgt fur ausreichende Sauerstoffzufuhr) gegeben und bei 4 ° C im
Klhlschrank maximal fur vier Wochen aufbewahrt.

Die Tabelle 46 gibt den Uberblick tber die Zusammensetzung und Bezugsquellen

der in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Nahrmedien.

Medien

Zusammensetzung

Bezugsquelle

N1 Nahrbouillon, pH=7,3

0,5 mg/mL Insulin aus Rinder-

pankreas
0,5 mg/mL humanes Transferrin
0,5 mg/mL Natriumselenit
1,6 mg/mL Putrescin

0,7 yg/mL Progesteron

Merck(VWR) Hamburg

Trypton Soja Boullion (TSB), pH
=73

17 g/L Caseinpepton

2,5 g/L Kaliumhydro-
genphosphat

2,5 g D(+)Glycose
5 g/L Natriumchlorid

3 g/L Sojapepton

VWR

Trypton Soja Bouillon-

supplementiert mit Tween

0,05%-ige Tween-Lbésung in
TSB

Selbst hergestellt

Muiller-Hinton-Bouillon, pH=7,4

Rindfleisch 2,0 g
Caseinhydrolysat 17,5 g

Starke 1,5¢g

Becton Dickinson, Sparks MD,
USA

CASO-Agar, pH=7,3

15 g/L Agar

VWR
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Medien Zusammensetzung Bezugsquelle

15 g/L Caseinpepton
5 g/L Natriumchlorid

5 g/L Sojapepton

Physiologische Kochsalzlésung
0,9%-ige NaCl Lésung Selbst hergestellt

Fleischextrakt 10 g/L
Pepton 10 g/L

NaCl 5 g/L CM Oxoid, Basingstoke,

Blutagar )
Hampshire, England

Agar-Agar 15 g/L

Zusatz: Defibriniertes steriles
Schafsblut 70 mL/L

138 mM NaCl
Phosphat-gepufferte Salzlo-

2,7 mM KClI Selbst hergestellt
sung, (PBS),pH=7,4

10 mM Phosphate

Tabelle 46: Puffer und Nahrmedien.

6.4 Verwendete Substrate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gold-, Stahl- und Aluminiumsubstrate untersucht
und modifiziert. Diese wurden aus handelsublichem Stahl und Aluminium in der
Forschungswerkstatt des Departments Chemie in 20 mm x 20 mm grof3e Substrate

geschnitten.
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METALL-FOLIE

Stahl, nichtrostend 18 Cr 9 Ni
1502500 mm

0,150 mm |

Abb. 126: Stahlfolie vor dem Schneiden.

Die Erzeugung der Goldsubstrate erfolgte durch das Aufdampfen von Gold auf die
Stahlsubstrate. Nachfolgende Tabelle 47 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten

Substrate, deren Zusammensetzungen und Bezugsquellen.

Substrat Zusammensetzung Bezugsquelle
Stahlfolie, nicht rostend 18 Cr, 9 Ni Hoffmann GmbH, Achim
Aluminiumblech Al Hoffmann GmbH, Achim
Gold Feingold-Granulat 99,99% | Allgemeine  Gold  und

Silberscheideanstalt AG

Tabelle 47: Verwendete Substrate.

6.5 Verwendete schichtbildende Molekile

In Tabelle 48 sind die in dieser Arbeit fur die SAM-Bildung verwendeten Molekile
aufgelistet. Bei den Dendrimeren ist die angestrebte Molmasse angegeben (vgl.
Abschnitt 4.4).

AuRerdem enthalt die Tabelle Angaben Uber das auf die schichtbildende Substanz
abgestimmte Substrat. Dabei kamen Gold, Stahl und Aluminium bzw. deren native
Oxide als Metallsubstrate zum Einsatz.

Weiterhin gibt Tabelle 48 einen Uberblick Uber die Lésemittel, die fiir die Abschei-

dung der Monoschichten eingesetzt wurden. Da die Qualitdt selbstanordnender
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Monoschichten bei Abscheidung aus der Losung stark von den gewahlten Bedingun-

gen, unter anderem vom Wassergehalt des Losemittels, abhangen kann, wurden

absolute Losemittel verwendet.

In den Abschnitten 6.8 und 6.10 wird der Herstellungsprozess der selbstanordnen-

den Monolagen auf Gold und oxidischem Stahl- und Aluminium ausflhrlich beschrie-

ben.

Schichtbildende Substanz Struktur Substrat Losemittel
HS.
HOEG,C,,SH \kj] Au(111) EtOH
HOV\O -
D1(SAc ; { PR Au(111 MeOH
( )4000 . s ;L 5 ”“o% }oe‘ 55“‘“0 34% éié 4 ( )
D1(SAc)so00 ”[ A[ %%“Q ) 31 /_2 Au(111) MeOH
i X 2 o : sof \N/_\/}? ‘
D2(SAc)3000 Au(111) MeOH
D2(SAc)s000 Au(111) MeOH
D3SAC)4000 °=<s 0:<S °:<5 5>:0 AU(1 1 1) MeOH
D3(SAc)s000 D1, D2, D3-Klassen der Dendrimere Au(111) MeOH
I
Ho//'” Stahl,
MeOEG 3.1, C1:P(0)(OH), % ’ . THF
o Aluminium
-~ 0" /3-12
I
Ho//'” Stahl,
MeOEG 3.1, C11P(S)(OH), % ’ Alumini THF
uminium
/OV\O 3-12
ﬁ (TGOMe)waouo g/mol S h I
® E tahl,
MeD1(Phosphon P N\ Me0SO; MeOH
( Phon)socs Hci«o// W > Aluminium

Tabelle 48: SAM-bildende Substanzen.
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6.6 Herstellung der Goldsubstrate

Die Herstellung der Au(111)-beschichteten Substrate erfolgte durch Elektronen-
strahlverdampfung. Dafur wurden die 20 mm x 20 mm Stahlsubstrate mit Hilfe eines
Substrathalters und handelsublichen Tesafilms (Arbeitsschritt 1, Abb. 128) im Rezi-
pienten der Elektronenstrahlverdampfungsanlage plaziert. Danach wurden Chrom-
und Gold-Granulat in Graphit-Tiegeln in die dafir vorgesehene Tiegelhalter als
Dampfquelle eingesetzt. Anschlieiend wurde die Verdampfungsanlage bis zu einem
Druck von <10 mbar evakuiert (ca. 1,5-2 h). Zunéchst wurde fiir die Haftvermittiung
eine 2 nm dicke Cr-Schicht auf das Substrat aufgebracht. Anschlieend wurde eine
Goldschicht von 50 nm Dicke aufgedampft. Bei den beiden Aufdampfprozessen

betrug die Aufdampfrate 0,1 nm/s.

Abb. 127: Goldsubstrate in der angefertigten Aufbewahrungs- und Transportbox.

Nach dem Bellften der Anlage wurden die Goldsubstrate in speziell angefertigte

Boxen (Abb. 127) verpackt. Alle Arbeiten wurden mit Handschuhen durchgeflhrt.

6.7 Reinigung der Goldsubstrate

Au(111)-Substrate wurden durch eine dreiminutige Behandlung mit Dichlormethan,
Aceton und Methanol im Ultraschallbad von Verunreinigungen befreit. Anschliel3end
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wurden die Goldsubstrate mit Wasserstoffplasma behandelt. (Arbeitsschritte 2 und 3,
Abb. 128) Der Unterdruck wurde durch eine Drehschieberpumpe erzeugt und durch

das Feinventil am Rezipienten des Plasma Cleaners reguliert.

6.8 Protokoll fur die Praparation von SAMs auf Gold

Die Bildung von SAMs erfolgte unter Stickstoff als Schutzgas und unter Verwendung
absoluter Losemittel. FUr die Erzeugung von Thiolat-SAMs wurden die gereinigten
Substrate tGber Nacht in einer Kristallisierschale, die in einem Exsiccator platziert war,
mit einer ethanolischen Lésung des jeweiligen Thiols (¢ = 1 mmol/L) bzw. Thioace-
tats (¢ = 5 mmol/L) Uberschichtet. Bei der Bildung von PG-terminierten SAMs wurde
fur die bessere Loslichkeit Methanol als Losemittel verwendet. Nach der Bildung der
Monoschicht wurden die modifizierten Substrate in das flr die Beschichtung verwen-
dete Losemittel gelegt, mit diesem grindlich abgesplult, im Stickstoffstrom getrocknet
und staubfrei in eine Petrischale gepackt.

Die Arbeitsschritte 4 und 5 in Abb. 128 geben den Ablauf der SAM-Praparation

wieder.

Abb. 128: Herstellung, Reinigung und Modifizierung der Goldsubstrate.
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6.9 Reiniqung der Stahl und Aluminiumsubstrate

Die Stahl- und Aluminiumsubstrate wurden durch jeweils finfminutige Behandlung
mit 1%iger wassriger SDS-Lsg. (Sodium dodecyl sulfate), Wasser, Dichlormethan,
Aceton und Methanol*®? im Ultraschallbad gereinigt und im Stickstoffstrom getrock-

net.

6.10 Protokoll fur die Erzeugung von SAMs auf Stahl und

Aluminium®”®

Zur Schichtbildung wurden die vorher gereinigten Metallsubstrate 10 Minuten mit
heiRem Methanol behandelt und im Trockenschrank 1 h bei 160 °C gelagert. An-
schlieBend wurden die Proben in eine Kristallisierschale gelegt und mit 0,75 mM
Losungen der jeweiligen Verbindung in absolutem THF mit Hilfe eines Zerstaubers
bespriht (Abb. 129).

Abb. 129: Zerstauber zum Bespriihen von Stahl- und Aluminiumsubstraten.
Danach wurden die Substrate 18 h bei einer Temperatur von 120 ° C getempert,

dann far 5 Minuten in THF eingelegt, anschliefend grindlich mit THF gespult und im

Stickstoffstrom getrocknet.
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6.11 Verwendete Testorganismen

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sind in der Tabelle 49 aufgeflhrt.

Die Tabelle enthalt zusatzlich Hinweise auf die Gram-Antwort und die Herkunft der

Stamme.

Organismus Gramverhalten Bezeichnung/Herkunft
Staphylococcus epidermidis Gram-positiv ATCC 14990/GK 2278
Staphylococcus aureus Gram-positiv ATCC 6538/GK 774
Escherichia coli Gram-negativ WT/GK 571
Escherichia coli Gram-negativ MIII/GK 574

Pseudomonas aeruginosa Gram-negativ PAO/GK 1220

Tabelle 49: Testorganismen.

Alle Testorganismen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Peter Heisig aus
der Gruppenkulturen-Sammlung (GK) zur Verfugung gestellt. Bei den Testorganis-
men handelt es sich um Reinkulturen. Die Staphylokokken stammten aus der
Stammsammlung American Type Culture Collection, ATCC. Bei E. coli WT han-
delt es sich um ein Stuhlisolat aus einem gesunden Probanden, der noch nie mit
Antibiotika behandelt worden ist.*®* Ein wichtiges genetisches Merkmal von Pseudo-
monas aeruginosa PAO war die nachgewiesene Rifampicin-Resistenz, deren mole-

kulare Basis die Mutation des rpoB Gens darstellte.>*

Tabelle 50 gibt einen Uberblick Uber die Konzentrationen der Testorganismen und

Medien in den Bakterienadhasionsuntersuchungen.
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Testorganismus Testkonzentration Adhasionsmedium
[CFU/mL]
Staphylococcus epidermidis 1-107 TSB
Staphylococcus aureus 1-107 TSB
Escherichia coli 1-10° PBS
Escherichia coli MilI 1-10° PBS
Pseudomonas aeruginosa 1-10° PBS

Tabelle 50: Adhasionskonzentrationen und —medien.

6.12 Dauerhafte Lagerung der Testorganismen

Ein Kryorohrchen mit Schraubverschluss und einem Fassungsvermogen von 2 mL
wurde mit 0,5 mL N1-Bouillon als Suspensionsmedium, Glycerin als Schutzstoff
(Endkonzentration 43,5%) und 10 Glasperlen gefullt und vorsterilisiert. Von der
Agarkultur, die nicht alter als 24 Stunden war, wurden einzelne Kolonien in die
Suspension gegeben und das Kryorohrchen zur Inkubation 30 Minuten bei RT gelas-
sen. AnschlielRend wurde das Suspensionsmedium mit einer Pipette oberhalb der
Glasperlen abgenommen, das Réhrchen beschriftet und im Tiefklhlschrank bei -80 °
C gelagert.

Allgemein wurden alle Arbeitsschritte mit den Dauerkulturen in der mikrobiologischen
Sicherheitswerkbank durchgefuhrt (Abb. 130).
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Abb. 130: Mikrobiologische Sicherheitswerkbank.

6.13 Plattenkulturen der Testorganismen

Zum Anlegen der Arbeitskulturen fir den taglichen Bedarf erfolgte periodisches
Uberimpfen der Testorganismen von konservierten Kulturen. Diese Arbeit erfolgte in
der mikrobiologischen Sicherheitswerkbank (vgl. Abb. 130, 6.12). Mit diesem Verfah-
ren wurden die Testorganismen reaktiviert.

Mittels einer Impfose aus Platin-Iridium-Draht (90% Pt, 10% Ir), mit einem Ring am
vorderen Ende wurde eine bakterienbeladene Glasperle aus dem Kryoréhrchen der
Dauerkultur entnommen und auf einer beschrifteten CASO-Agarplatte aufgebracht.
Nach der 24-stiindigen Bebritung des rekultivierten Stammes bei 37 °C wurde eine
zweite Subkultur im Verdlnnungsausstrich angelegt, um die Vitalitat der Bakterien zu
verbessern und die Reinheit zu Uberprifen. Dabei wurden die Bakterien zur Gewin-
nung gut isolierter Einzelkolonien durch die Drei-Osen-Ausstrich-Methode auf der
Platte fraktioniert ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C bebritet.

Praktisch wurde so vorgegangen, dass im ersten Schritt mit Impfmaterial beladene
Ose oder ein steriler Glasstab in Zickzacklinien Uber die Halfte der Agaroberflache
gefiihrt wurde. Im zweiten Schritt wurde die ausgegliihte Ose oder ein neuer Glas-
stab zweimal durch den ersten Ausstrich geflihrt und ein weiteres Viertel der Nahr-
bodenoberflache beimpft. Im dritten Schritt wurde mit erneut ausgegliihter Ose
analog zum zweiten Schritt das letzte Viertel der Agaroberflache beimpft.

Vor und nach dem Gebrauch wurde die Impfése durch Ausglihen in der Bunsen-
brennerflamme sterilisiert. Das Kryoréhrchen wurde sofort in den Tiefklhlschrank

zurlckgestellt. Die Arbeitskulturen wurden im Kuhlschrank bei 4-6 °C aufbewahrt, um
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die Stoffwechselaktivitat und Wachstumsgeschwindigkeit der Testorganismen herab-
zusetzen. Abb. 131 gibt die Arbeitsschritte der Reaktivierung der Dauerkulturen

wieder.

Abb. 131: Die Arbeitsschritte zur Reaktivierung der Dauerkulturen.

6.14 Aufnahme der Wachstumskurven der Testorganismen

Vor der Aufnahme einer Wachstumskurve wurde eine frische Ubernachtkultur ange-
impft. Dafir wurden von der Plattenkultur des zu testenden Organismus einige
einzeln liegende Kolonien in einem Erlenmeyerkolben mit 25 mL TSB suspendiert.
Nach der Inkubation tGber Nacht bei 37 °C und 130 rpm wurden dieser Vorkultur 1000
ML entnommen und in 100 mL TSB Uberimpft. Von diesem Zeitpunkt (t = 0 Minuten)
an wurden in regelmafigen Zeitintervallen jeweils 1 mL Probe entnommen und im
Photometer bei 550 nm gemessen. Ab einem Tribungswert von OD > 0,3 wurden die
Proben vor der Messung um den Faktor 10 verdinnt. Die Tribungsmessung wurde
in regelmaligen zeitlichen Abstanden bis zum Erreichen der stationaren Phase nach
400 Minuten wiederholt.

6.15 Ubernachtkultur, Wachstums- und Kultivierungsbe-

dingungen vor der Adhasion

Vor jedem Adhé&sionsexperiment wurden Ubernachtkulturen der Organismen ange-
setzt. Hierfur wurden von der maximal 4 Wochen alten Arbeitsplatte einzeln liegende
Kolonien mit einem sterilen Glasstab in 100-150 mL Erlenmeyerkolben mit 25 mL
TSB suspendiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass das Kulturvolumen hdchstens

20% des Kolbenvolumens betrug. Das Inokulum wurde bei 37 ° C und 130 rpm im
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Inkubationsschuttler geschittelt. Diese Inkubationsmethode schafft einheitliche
Bedingungen zum Bebriten.

Am nachsten Tag wurden 500 pL der Vorkultur in 100 mL TSB Uberimpft und bei
37°C und 130 rpm bis zur gewunschten optischen Dichte hoch gezichtet. Anschlie-
Rend wurde die Bakteriensuspension, wie im Falle der Staphylokokken direkt Uber
die Testsubstrate gegeben (vgl. 6.19).

Bei E. coli und P. aeruginosa wurde die Bakteriensuspension bei 3000 rpm (ent-
sprach einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 1062) 10 Minuten zentrifugiert.
Der geerntete Zellpellet wurde in 10 mL PBS (pH=7,4) aufgenommen und erneut
zentrifugiert. Der Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Nach dem letzten Zentri-
fugieren wurde der Zellpellet in PBS (pH=7,4) resuspendiert und die Testsuspension

gewunschter Konzentration wurde hergestellt (vgl. 6.17-6.18).

6.16 Bestimmung der Lebendkeimzahl der Testsuspension

Die Ausgangszellen flr die Lebendkeimzahl werden als Colony Forming Unit (CFU)
bezeichnet. Die Lebendkeimzahl wird als CFU/mL angegeben. Fir die Ermittlung der
Lebendkeimzahl wurde eine serielle Verdinnung (1:10) in steriler physiologischer
Kochsalzlésung der Testsuspension hergestellt. Dabei wurde von einer Bakterien-
suspension (10°) ausgegangen. Diese wurde auf dem Vortexer homogenisiert.
Danach erfolgte mittels einer Prézisionspipette eine Ubertragung von 500 pL Sus-
pension in 4,5 mL sterile NaCl-Losung. Auf dieser Weise wurde bis zur Verdlinnung
107 gearbeitet, wobei auf Homogenisieren der Bakteriensuspension vor der Proben-
entnahme und Wechsel der Pipettenspitzen geachtet wurde. Von den Verdinnungs-
stufen 107-10* wurden definierte Volumen, in der Regel 50 uL, auf die Oberflache
von Nahrboden aufgebracht und mit einem sterilen Glasstab oder Drigalskispatel
moglichst gleichmaRig verteilt und zur Inkubation in den Brutschrank gestellt. Uber
Nacht entstandene Einzelkolonien wurden am nachsten Tag gezahlt und die CFU

nach folgender Formel bestimmt:

Anzahl der Kolonien
Verdunnungsstufe - aufgetragenes Volumen [mL]

CFU=
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Die Herstellung der Testsuspension mit definierter Keimdichte erfolgte wie unter
4.1.2 beschrieben uber die Messung der optischen Dichte und Vergleich mit McFar-
land Standards (Tabelle 51).

Standard Bakteriendichte x 10%/mL Optische Dichte theore-
tisch bei 550 nm
0,5 150 0,125
1 300 0.25
2 600 0.50
3 900 0.75
4 1200 1,00
S 1500 125

Tabelle 51: McFarland Standards.

6.17 Adhisionsprotokoll P. aeruginosa®?®

Vor dem Adhasionsexperiment wurde eine Ubernachtkultur von P. aeruginosa ange-
setzt. Dafur wurden 25 mL TSB mit einigen Kolonien von der Plattenkultur angeimpft
und bei 37 ° C und 130 rpm 18 h im Inkubationsschittler inkubiert. Dieser Vorkultur
wurden am nachsten Tag 500 pL entnommen und in 100 mL frischem TSB suspen-
diert. Nachdem der Zellzuwachs eine ODss59 = 1 erreicht hatte, wurden die Zellen bei
4 ° C und 3000 rpm (entsprach einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 1062)
10 Minuten zentrifugiert. Der entstandene Zellpellet wurde in 10 mL PBS (pH = 7,4)
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach dem dritten Waschgang wurde der
geerntete Zellpellet in sterile PBS bis zur Endkonzentration von 10® Zellen/mL aufge-
nommen. Diese Zellsuspension wurde seriell verdinnt und auf Cetrimid-Agar verteilt,
um die Zellkonzentration zu bestimmen.

Die zu untersuchenden Substrate wurden mit Ethanol gesplilt, vertikal in die Adhasi-
onsboxen gestellt, mit 50 mL Testsuspension bedeckt und 3 h bei 40 rpm und 37 ° C

im Inkubationsschuttler inkubiert. Nach dem Waschen der Proben wurden diese mit
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DAPI-Lésung angefarbt (vgl. Abschnitt 6.21) und vor der mikroskopischen Untersu-
chung im Dunkeln gelagert.

Die Ermittlung der CFU pro cm? Substrat basierte auf dem Mittelwert der Anzahl der
Bakterien von mehreren Mikroskopieaufnahmen. Insgesamt wurden 16 Fluoreszenz-
aufnahmen pro Probe gemacht, wobei jeweils ein Feld von 1,444-10° cm? Flache
betrachtet wurde. Daher ergab die Division der durchschnittlichen Keimzahl durch die
Zahl 0,023104, die durch die Multiplikation der Flache mit der Anzahl der Aufnahmen
zustande kommt, die CFU pro cm? Probe.

Um die Vitalitat der Zellen nach dem Adhasionsexperiment zu Uberprufen, wurden
aus der Bakteriensuspension drei Verdlinnungsstufen auf die Agarplatten verteilit

und rekultiviert.

6.18 Adhisionsprotokoll fiir E. coli®*

Vor dem Adhasionsexperiment wurde eine Ubernachtkultur von E. coli angesetzt.
Dafur wurden 25 mL TSB mit einigen Kolonien von der Plattenkultur angeimpft und
bei 37 °C und 130 rpm 18 h im Inkubationsschuttler inkubiert. Dieser Vorkultur wur-
den am nachsten Tag 500 uL entnommen und in 100 mL frischem TSB suspendiert.
Nachdem der Zellzuwachs eine ODsso = 0,5 erreicht hatte, wurden die Zellen bei 4 °C
und 3000 rpm (entsprach einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 1062) 10
Minuten zentrifugiert. Die Bakterien wurden dreimal mit PBS (pH = 7,4) gewaschen.
In jedem Waschgang wurden die Zellen in 10 mL PBS resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Nach dem dritten Waschgang wurde der geerntete Zellpellet in sterile
PBS bis zur Endkonzentration von 10° Zellen/mL aufgenommen.

Diese Zellsuspension wurde seriell verdinnt, um die exakte Zellkonzentration zu
bestimmen.

Die Testsubstrate wurden direkt vor Gebrauch mit EtOH gespdult. Anschlie3end
wurden sie vertikal in die Adhésionsboxen gestellt, 50 mL E. coli Suspension (1-10°
Zellen/mL) zugefugt und bei 40 rpm und 37 ° C 1 h in einem Inkubationsschuttler
inkubiert. Danach wurde die Bakteriensuspension in den Adhasionsboxen mit fri-
schem, sterilem PBS ersetzt. Im Waschgang wurden die Substrate durch 100 mL
PBS mit Hilfe der Spulvorrichtung (vgl. 4.1.3) einzeln gespult, um die ungebundenen

Bakterien zu entfernen. Nach dem Abtropfen des PBS wurde die besiedelte Seite
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jedes Substrates auf die CASO Agar-Oberflache aufgedriickt und nach 30 s wieder
abgenommen. Dieser Vorgang wurde zweimal mit den neuen Agarplatten wiederholt,
sodass insgesamt drei Agarplatten zum Zelltransfer zur Verfugung standen.

Nach der Bebritung Uber Nacht bei 37 ° C wurden die Kolonien am nachsten Tag
ausgezahlt und die CFU pro cm? Substrat ermittelt. Dazu wurde der Mittelwert be-
rechnet und durch anschliessende Division durch die Zahl vier (Bezug auf die Pro-
benflache) der CFU pro cm? berechnet.

Um die Vitalitdt der Zellen nach dem Adhasionsexperiment zu Uberprufen, wurden
aus der Bakteriensuspension drei Verdlinnungsstufen auf die Agarplatten verteilit

und rekultiviert.

6.19 Adhiasionsprotokoll fiir S. epidermidis3** (Statisches

Adhasionsassay)

Vor dem Adhé&sionsexperiment wurde eine Ubernachtkultur von S. epidermidis
angesetzt. Dafur wurden 25 mL TSB mit einigen Kolonien der Plattenkultur des
Testkeims angeimpft und bei 37 ° C und 130 rpm 18 h im Inkubationsschuttler inku-
biert. Dieser Vorkultur wurden am nachsten Tag 500 yL entnommen und in 100 mL
frisches TSB suspendiert. Nachdem die Testsuspension in TSB eine ODssy = 0,25
(McFarland 1, 4.1.4) aufwies, wurde diese aus dem Inkubationsschuttler genommen.
Durch die Wahl von McFarland 1 konnte eine ausreichende Keimkonzentration von
1-10” Bakt./mL sichergestellt werden.

Die frisch mit EtOH gespulten Substrate wurden mit der Bakteriensuspension uber-
schichtet und bei 37 °C inkubiert. Die Detektion adharierter Bakterien erfolgte bei S.
epidermidis sowohl Uber konventionelle Kultivierung im Rahmen der Plate count
Methode als auch mit EpiFluoreszenzmikroskopie.

Die Vorgehensweise bei der ersten Methode war wie folgt: nach der Expositionszeit
von 30 Minuten wurden die Substrate mit 100 mL sterilem PBS (pH= 7,4) mit Hilfe
der Spulvorrichtung gewaschen und in Zentrifugenréhrchen mit 10 mL TSB, supple-
mentiert mit 0,05 % Tween 80, platziert (Abb. 132).
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Abb. 132: Die Testsubstrate nach der Adhéasion in TSB-Tween-Lsg.

Die Zentrifugenrohrchen mit jeweils einer Probe wurden nacheinander in die speziell
angefertigte Halterung eingehangt (vgl. Abb. 40) und 5 Sekunden mit Ultraschalll
behandelt. Nach diesem Schritt wurden die Proben sofort aus dem Zentrifugenrohr-
chen entfernt. Die Bakterienzellen, die wahrend der Ultraschallbehandlung vom
Substrat in die TSB-Tween 80-Lsg. ubertragen worden sind, konnten nun durch
deren Rekultivierung auf CASO-Agar sichtbar gemacht werden. Hierfur wurden 50 uL
der Bakteriensuspension der unverdinnten und 10fach verdinnten Lésung auf die
Agarplatte gebracht und verteilt. Nach der Inkubation Uber Nacht bei 37 ° C im
Brutschrank wurden am nachsten Tag die kolonienbildenden Einheiten gezahlt und
die CFU pro cm? Substrat ermittelt.

Fir die Bestimmung der Zahl adharierter Bakterien durch EpiFluoreszenzmikroskopie
wurden die Proben nach dem Waschschritt mit DAPI versetzt (vgl. Abschnitt 6.21)
und mit dem Fluoreszenzmikroskop detektiert. Nach der Auswertung der Fluores-
zenzaufnahmen mit dem Programm ImageJ wurde auch bei dieser Methode die CFU
pro cm? Substrat als Endergebnis berechnet.

Um die Vitalitdt der Zellen nach dem Adhasionsexperiment zu Uberprifen, wurden
aus der Bakteriensuspension drei Verdunnungsstufen auf die Agarplatten verteilit

und rekultiviert.

6.20 Protokoll der SPR-Messunq

Die SPR-spektroskopischen Untersuchungen wurden mit einem umgebauten ,Mul-
tiskop“ der Firma Optrel durchgefihrt. Als Lichtquelle diente ein NIR-Laser (A = 785
nm). FlUssigkeitstransport erfolgte mittels Spritzenpumpen (Perfusor Secura) der
Firma Braun durch Teflonschlauche (<& = 1 mm). Bei der Flusszelle handelte es sich

um selbst hergestellte PDMS-Kammern mit einem Volumen von 36 pL."’
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Mindestens 15 Minuten vor jeder Messung wurde der Laser eingeschaltet, um eine
konstante Intensitat zu gewahrleisten. Fur die Messungen wurde ausschlief3lich
entgaster und filtrierter Puffer (PBS, pH = 7,4) verwendet, um Luftblaschen und
Kontaminationen im Schlauchsystem und in der Flusszelle zu vermeiden.

Fur die SPR-Messungen wurden die Bakterien in gleicher Weise kultiviert wie fir die
Adhasionsassays (vgl. Abschnitt 6.15). Die modifizierte Goldprobe bzw. die Goldrefe-
renz wurde mit der Flusszelle in den Probenhalter eingebaut, der Laserstrahl justiert
und der Hintergrund bei der leeren Flusszelle im Winkelbereich von 72-83 ° aufge-
nommen. AnschlieBend wurde die Flusszelle vorsichtig mit Puffer beflllt, wobei
darauf geachtet wurde, dass keine Luftblaschen in die Flusszelle gelangen. Bei einer
Flussgeschwindigkeit von 30 mL/h und einem Winkelbereich von 72-83° erfolgte
dreimal die Messung der Intensitat des reflektierenden Lichtes. Fur die Messung
wurde der Einfallswinkel 0,5° unter dem Reflektionsminimum gewahlt. Die Bakterien-
suspension wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 5 mL/h in die Flusszelle gelei-
tet und bei dem eingestellten Einfallswinkel ein Intensitat-Zeit-Diagramm aufgenom-
men. Dabei wurde die Messzeit variiert. Nach beendeter Messung wurde erneut mit
einer Flussgeschwindigkeit von 30 mL/h 10 Minuten Puffer in das System geleitet.
Die Intensitatsmessung des reflektierenden Lichtes erfolgte wieder zwischen 72 °
und 83 °. Als Messergebnis wurde die Resonanzwinkelverschiebung berechnet, die
der Differenz zwischen den Resonanzwinkeln vor und nach der Messung entsprach.
Nach jeder Messung wurde die Flusskammer mit 0,1%iger Natriumazidldsung gerei-
nigt. Aus den Werten der Einzelmessungen wurden Mittelwerte und Standardabwei-

chungen berechnet.

6.21 Protokoll fur die Anfarbunqg von Zellen mit DAPI

FUr die Detektion adharierter Zellen durch Epifluoreszenzmikroskopie wurden die
Bakterien mit DAPI angefarbt. Zunachst wurde eine Stammlésung von DAPI mit einer
Konzentration von 1 mg/mL in demineralisiertem, sterilem Wasser hergestellt. Diese
Losung wurde im Gefrierfach bei -20 ° C aufbewahrt. Aus dieser Losung wurde vor
jedem Anfarbeschritt die Arbeitsldsung mit der Konzentration 1 ug/mL hergestellt.®®

Die Substrate mit den adharierten Bakterien und die Blindproben wurden mit 300 pL
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DAPI-Losung Uberschichtet. Nach 20 Minuten Expositionszeit bei RT im Dunkeln

wurden die Proben mit sterilem Wasser gewaschen.

6.22 Mikroskopieprotokoll

Fluoreszenzbilder wurden mit einem Zeiss Axioskop Il aufgenommen. Nach dem
Start des Programms wurde der Objekttrager in den Objekthalter eingespannt und
die zu untersuchende Probe eingelegt. Anschliessend wurde zur Beobachtung des
Bildes in dem Auflichtfluoreszenzmodus der DAPI-Filter ausgewahlt, die Scharfe, die
Tisch- und Objektivposition eingestellt. Die Flache, die mit dem Mikroskop betrachtet
wurde, entsprach 0,144 mm?. Die Beobachtung erfolgte mit dem Plan-Neofluar
20x/0,50Ph Objektiv von Zeiss. Zur Bilddarstellung diente die geratinterne Software
AxioVision von Zeiss. Die angefarbten Zellen auf den Substraten erschienen unter
dem Mikroskop als leuchtende Punkte, Ketten oder Agglomerate. Pro Probe wurden
jeweils 16 Bilder aufgenommen und gespeichert.

Keine Bakterien wurden beobachtet auf den Blindproben, die nur mit PBS ohne
Bakterien inkubiert wurden. Gelegentlich waren hell leuchtende Partikel zu erkennen,
die vermutlich Phosphatreste darstellten, die scheinbar ebenfalls mit DAPI angefarbt
wurden. Die Kontaminationsfreiheit wurde durch die visuelle Beurteilung der Blind-

proben sichergestelit.

6.23 Quantitative Bildanalyse mittels der Software ImageJ

Die Bilder wurden mit dem Java-basierten Programm ImageJ (National Institutes of
Health) ausgewertet.>*® Hier wurden die einzelnen Zellen, die in den Fluoreszenzbil-
dern als leuchtende Punkte erschienen, als sogenannte Direct Microscopy Counts
(DMC) gezahlt. Fur die Ermittlung der CFU wurde angenommen, dass jeder DMC
einer CFU entspricht. Mit Hilfe der Probenflache, die durch die Fluoreszenzaufnahme

abgebildet wurde, konnte dann die CFU pro cm? Probe berechnet werden.

Zur Auswertung eines Bildes wurde dieses in dem Programm ImageJ geodffnet und in
ein 8 bit Tif Format konvertiert. Danach wurde mit der Threshold-Funktion des Pro-

gramms aus den Graustufenwerten des Bildes ein Grenzwert flr den Hintergrund
237



6 Experimenteller Tell

definiert. Nach der Einstellung des Kontrastes und der Scharfe wurden die mehrstu-
figen Grauwerte in binare schwarz/weily Werte umgewandelt. Dann wurde das Bild
invertiert, wodurch ein dunkler Vordergrund auf einem weil3en Hintergrund erhalten
wurde. Die leuchtenden Zellen des Fluoreszenzbildes erschienen als schwarze
Punkte vor einem weilen Hintergrund.

Durch das Setzen eines Schwellenwerts konnten blasse Objekte (Artefakte) aus dem
Bild entfernt werden. Diese Operation musste mit viel Vorsicht ausgefiuhrt werden, da
bei einer falschen Einstellung des Schwellenwerts ein Teil der Zellen nicht mitbe-
rucksichtigt wird. Das so erhaltene neue Bild wurde mit dem urspringlichen Bild
verrechnet und als Ergebnis wurde ein Bild erhalten, in dem die Zellen als getrennte
Objekte erschienen. Durch die Anwendung der Optionen ,erode", ,dilate und “,close"
wurden dann Ldcken in den hellen Strukturen geschlossen. Vorher mussten zusam-
menhangende Strukturen (Zellverbande), die zu einem einzelnen Objekt verschmol-
zen dargestellt wurden, durch die Anwendung des Zeichenstifts (,Pen®) in ihre ein-
zelnen Objekte zerlegt werden. Danach wurde die Auszahlung der Zellen durchge-
fuhrt. HierfUr wurde ein GroRenwert gesetzt, der darUber entschied, ab welcher
Grolde das Programm die Objekte automatisch erkannte. Mit dem Befehl ,exclude on
edges” wurden Bakterien bzw. Objekte, die nur teilweise im Bild lagen, nicht berick-
sichtigt. Durch Anklicken der Schaltflachen ,display results”, ,show outlines®, und
»sSummary* wurden die Ergebnisse erhalten. Neben der Zahl der gezahlten Objekte
enthielt das Ergebnis auch Informationen Uber die individuelle und die durchschnittli-

che GroRRe der einzelnen Zellen.

Abb. 133 zeigt das Hauptmenu des Programms und in Tabelle 52 ist die Lage der

verwendeten Funktionen im Programmsubmenl angegeben.

i

File Edit Image Process Analyze Plugins  Window  Help
B oo~z 4+ KA [a]es] |F]&|@)s] |

Yersion 1.34s (262 commands, 10 macros)

Abb. 133: Hauptfenster von ImageJ mit Toolbar.

238



6 Experimenteller Teil

Menii/Submenii/Werkzeug

Durchgefiihrte Operation

File-open

Offnen und Speichern der Tif-Bitmaps

Image-Type

Konvertieren des Bildes in 8 bit

Image- adjust- threshold

Einstellung von Threshold und Kontrast

Process-binary-make binary

Schwellenwerteinstellung

Process-erode-dilate-close

SchlieRen der Licken

Process-image calculator

Auswahlen und Verrechnen des urspriingli-
chen (Image 1) und des konvertierten

(Image 2) Bildes durch den Befehl ,and*

Pen

Trennung zusammenhangender Objekte

Analyse patrticles (circularity 0,001; size pixel
30-2000)

Zahlen einzelner Objekte

Show outlines-display results-clear results-

Save results

Anzeigen und Speichern der Ergebnisse

Tabelle 52: Basisfunktionen von ImageJ.

6.24 Probenvorbereitung fur die REM-Untersuchung

Nach dem Adhasionsexperiment wurden die Proben mit PBS gewaschen und 2 h in

2,5%iger Glutaraldehydlésung in PBS eingelegt. Im Anschluss wurden die Proben

dreimal mit PBS gespdlt und in aufsteigender Ethanolreihe entwassert. Hierzu sind
die Proben jeweils 10 Minuten in 40, 50, 60, 70, 90 und 100% Ethanol eingelegt

worden. 38

Anschlieend wurden die Proben mit Hilfe doppelseitiger Klebefolie auf die Trager flr

das rasterelektronenmikroskopische Untersuchung befestigt.
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6.25 Protokoll zur Bestimmung minimaler Hemmkonzentra-
tion (MHK)

Fur die Ermittlung der Empfindlichkeit der Testorganismen gegenlber den Substan-
zen, die fur die SAM-Bildung verwendet wurden, wurde die MHK als Mikro-Bouillon-
verdinnung bestimmt. HierfUr wurde eine Stammldsung (¢ =128 mmol) der betref-
fenden Substanz in Wasser hergestelit.

Fur die Herstellung des Inokulums wurden von den Arbeitsplatten mit einem sterilem
Glasstab so viele einzelne Kolonien in 4,5 mL steriler NaCl-Losung suspendiert, bis
ein McFarland-Standard von 0,5 (ODsso = 1,25+0,02) erreicht war (eine gerade
sichtbare Trubung der Suspension). Nach der Homogenisierung wurden der Aus-
gangssuspension mit einer Prazisionspipette 50 uL entnommen und in ein Réhrchen
mit 4950 uL steriler Muller-Hinton-Bouillon gegeben.

Vor der Beschickung wurden die Mikrotiterplatten beschriftet. Danach wurden in
jeder Vertiefung mit einer Pipette 50 yL Muller-Hinton-Bouillon vorgelegt. Ausgehend
von der Stammldsung wurde eine Verdunnungsreihe in Verdlinnungsschritten 1:2 in
die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte hergestellt. Daflir wurden 50 yL der Stamml6-
sung in die Reihen A1 bis H1 gegeben (Abb. 134).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | MHK

G

H

Abb. 134: Verdeutlichung des Prinzips des Mikro-Bouillon-Verdiinnungstests an einer Mikroti-

terplatte.
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Anschlie®end wurde mit einer Transferpipette (8 Kanale) die Verdinnungsreihe des
zu testenden Stoffes fortgesetzt. Nun wurden 50 pL des Inokulums in alle Vertiefun-
gen gegeben. Im Rahmen einer Doppelbestimmung wurden jeweils zwei Reihen mit
der Bakteriensuspension des gleichen Bakterienstamms befillt. Die Reihe 11 diente
zur Wachstumskontrolle und enthielt nur die Bakteriensuspension. Anschliel3end
wurde die Mikrotiterplatte mit einer Klebefolie verschlossen und im Brutschrank bei
37 °C fur 18 bis maximal 24 h inkubiert.

Bei der Auswertung der Platten wurde zunachst die Wachstumskontrolle beurteilt.
Zeigte diese eine Trubung oder gar ein Sediment, wurde die Auswertung fortgesetzt.
Die Ergebnisse wurden als:

0 kein Wachstum

+ leichtes Wachstum

++ mittleres Wachstum

+++ starkes Wachstum

in die Tabelle eingetragen.

6.26 Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentrati-

on (MBK)

Fir die Ermittlung der MBK wurden 50 pL der ersten und zweiten nicht bewachsenen
Vertiefungen nach der MHK auf eine Agarplatte verteilt. Nachdem die FlUssigkeit
eingezogen war, wurden die Agarplatten zur Bebrutung 18 h in den Brutschrank bei
37 ° C gestellt. Beim Erscheinen von mehr als funf Kolonien auf der Agarplatte wurde
die entsprechende Konzentration des zu testenden Stoffes als nicht bakterizid be-

wertet.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit biorepulsive selbstanordnende
Monoschichten (SAMs) in der Lage sind, die Adhasion verschiedener Bakterien zu
unterbinden. Diese Art der Oberflachenfunktionalisierung ist interessant, da sie im
Gegensatz zu bioziden Oberflachen eine Pravention vor bakterieller Kontamination

ermdglicht, ohne Bakterien abzutdten (Abb. I).

Unmeodifizierte Oberflache Biozide Oberflache Biorepulsiver SAM |

lebendes Bakterium

# totes Bakterium

Bakterium im Biofilm

Abb. I: Interaktionen zwischen Bakterien und je einer nativen, bioziden bzw. biorepulsiven
Oberflache.

In diesem Zusammenhang wurde ein in vitro System zur Untersuchung von Bakteri-
enadhasion an biorepulsiven selbstanordnenden Monoschichten entwickelt. Im
Vordergrund stand der Einflul® der biorepulsiven Ethylenglykol (EG)- und Polyglyce-
rol (PG)- Kopfgruppen auf die Bakterienadhasion. Als Testsubstrate dienten EG- und
PG-terminierte SAMs auf Gold, Stahl und Aluminium. Die PG-SAMs auf Gold wurden
durch die Bindung von Thioacetaten der Typen D1, D2 und D3 erhalten (Abb. II).

Meso§9 MeSO46

\\ PGOH HOPG\ PGOH HOPG._ _PGOH

& g
= -

-

D1(SAc) D2(SAc) D3(SAc)

Abb. II: Untersuchte PG-terminierte Thioacetate zur Bildung von biorepulsiven SAMs auf Au.
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Das abweisende Potenzial der verschiedenen SAMs gegeniber den Testkeimen E.
coli WT, E. coli Mlll, P. aeruginosa PAO, S. epidermidis ATCC 14990 und S. aureus
ATCC 6538 sollte mittels verschiedenen in vitro Adhdsionsassay untersucht werden.
Ausgehend vom aktuellen Stand des Wissens, war der Schwerpunkt der Arbeit, eine
verlassliche Methode zur Untersuchung und Quantifizierung der unspezifischen
Bakterienadhasion zu etablieren. Zur Detektion bzw. Quantifizierung der adharierten
Bakterien (als CFU pro cm?), kamen die klassisch-mikrobiologische Plattenmethode,
die Epifluoreszenzmikroskopie und die Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie
(SPR) zum Einsatz. Die Ergebnisse der letzten Methode korrelierten aber bereits im
Vorfeld nicht mit der tatsachlichen Zelldichte, so dass sie frihzeitig als ungeeignet
eingestuft wurde. Von den beiden anderen Methoden erwies sich die Epifluores-
zenzmikroskopie als praktikabler, wobei jedoch bei speziellen Problemen statt ihrer
die aufwendige Plattenzahimethode verwendet werden mulfte.

Mit den beiden so etablierten Methoden erwiesen sich die repulsiven Eigenschaften
von EG7OH-terminierten SAMs gegenuber E. coli WT, S. epidermidis ATCC 14990
und S. aureus ATCC 6538 als deutlich ausgepragt. Es wurde eine Reduzierung der
Adhasion dieser Testkeime um etwa 99% beobachtet.

Ein ahnlicher repulsiver Charakter wurde bei den PG-terminierten Monoschichten der
D1(SAc)-, D2(SAc)- und D3(SAc)-Dendrimer Klassen beobachtet. Das Antifouling-
potenzial dieser Schichten war mit dem des EG-Systems vergleichbar.

Far E. coli WT und S. aureus erwiesen sich die D2(SAc)se00-SAMs als am effizientes-
ten. (99,8% bzw. 99,4%). Dabei konnte kein systematischer Zusammenhang zwi-
schen repulsivem Wirkprofil und der Molmasse der Dendrimere gefunden werden.
Auch die Ergebnisse mit S. epidermidis deuten auf einen ausgepragten repulsiven
Charakter der PG-Kopfgruppe der Dendrimerschichten hin, der in seiner Starke mit
dem der EG-Kopfgruppe vergleichbar war. Mithilfe dieses Testkeims wurden auch
die beiden Detektionsmethoden quantitativ verglichen. Zu erwarten war, dass die
Kultivierungs-abhangige Plattenmethode im Vergleich der Epifluoreszenzmikrosko-
pie, die die adharierten Zellen ohne Ablosung direkt detektiert, zur Unterschatzung
der Zellzahl fihrt. Dieser Unterschied ist beispielsweise bei den Ergebnissen von
D2(SAc)-SAMs eindrucksvoll klar geworden (Abb. Ill). Das die Differenz geringer
ausfiel als erwartet, deutet darauf hin, dass durch die Wasch- und Ultraschallvorrich-
tungen eine gewisse Standardisierung sowie eine Erhdhung der Empfindlichkeit der

Plattenmethode gelungen ist.
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[ Plattenzahimethode
10° ; V7Z} Fluoreszenzspektroskopie
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o
)
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Abb. lll: Vergleich der Quantifizierungsmethoden bei der Bestimmung der repulsiven Eigen-

schaften von D2-SAMs gegeniiber S. epidermidis.

Beim vierten Testkeim, P. aeruginosa, war ein spezies-spezifisches Adhasionsver-
halten festzustellen. Mit nur ca. 49% zeigten die EG;OH-Schichten eine deutlich
geringe biorepulsive Wirksamkeit gegenlber P. aeruginosa. Auch die Beschichtung
mit den Dendrimeren flhrte nicht zu einem effektiven Schutz der Metalloberflache
vor der Besiedlung mit diesem Testkeim. Es wurde eine Abnahme des repulsiven
Charakters von D1 (SAc) mit 45% Uber D2 (SAc) mit 36% bis hin zu D3 (SAc) mit
28% Reduzierung der Adhasion festgestellt.

Ebenfalls wurden die Repulsivitatseigenschaften der PEG- und PG-terminierten
Schichten auf den nativen Oxidschichten industriell relevanter Materialien, wie Stahl
und Aluminium, gegenuber E. coli WT und S. epidermidis ATCC 14990 getestet. Als
Ankergruppen dienten jedoch nicht Thiole sondern Phosphonate. Die Anwendung
der Epifluoreszenzmikroskopie und der computergestitzten quantitativen Auswer-
tung der adharierten Zellen wurde hier jedoch durch die Hintergrundfluoreszenz der
Phosphonatschichten verhindert. Zur Quantifizierung war daher die Plattenmethode
besser geeignet. Allerdings ermdglichten diese Fluoreszenzaufnahmen eine scharfe
Unterscheidung zwischen den bakteriell besiedelten und unbesiedelten Arealen, die
unmodifizierten und modifizierten Abschnitten der Probenoberflache zugeordnet
wurden (Abb. 1V).
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Abb. IV: Mit DAPI angefarbte S. epidermidis auf PG-terminierten Phosphonatschicht auf Stahl
(links) und auf einer Stahlreferenz (rechts).

Zusammenfassend lasst sich fur die Stahl- und Aluminium-SAMs sagen, dass die
Phosphonat- und Thiophosphonatschichten einen deutlichen reduzierenden Einfluf
auf das Adhasionsverhalten der Testkeime hatten. Allerdings musste der Schichtbil-
dungsprozel} weiter untersucht und optimiert werden.

Um auszuschliel3en, dass die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse auf der Wachs-
tumshemmung oder gar Abtotung der Bakterien beruht, wurden Tests zur Bestim-
mung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) und der minimalen bakteriziden
Konzentration (MBK) durchgeflihrt. Diese haben bestatigt, dass die Wechselwirkung
zwischen den generierten Monoschichten und den Testkeimen einen biorepulsiven
und nicht einen bioziden Charakter hatten.

Es wurden in dieser Arbeit also nicht nur geeignete Schichtsysteme fur die Unterdru-
ckung der Adhasion mehrerer Keime auf verschiedenen Substraten gefunden son-

dern auch optimale Evaluationsverfahren fir diese Adhasion etabliert.
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8 Summary

The main objective of this work was to investigate the potential of biorepulsive self-
assembled monolayers (SAMs) to suppress bacterial adhesion to metal surfaces. In
contrast to biocidal surface functionalizations the use of biorepulsive SAMs allows for
the prevention of bacterial adhesion without killing the microorganisms and is there-

fore of particular interest (Fig. I).

untreated surface biocidal surface biorepulsive SAM

living bacterium

# dead bacterium

bacterium in biofilm

Fig. I: Interactions of bacteria with untreated, biocidal and biorepulsive functionalized surfaces.

In this context an in vitro assay for the quantification of the bacterial adhesion to
biorepulsive SAMs was developed. Using this assay, the impact of oligoethylene
glycol (EG)- and polyglycerol (PG)-terminated SAMs on gold, aluminum and stainless

steel on the adhesion of different bacteria was investigated.

PG-terminated SAMs on gold were obtained by treating the metal surface with solu-
tions of the thioacetates D1, D2 and D3 (Fig. Il).
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Fig. Il: Used PG-functionalized thioacetates for the formation of PG-terminated SAMs on Au.
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To test the ability of the PG-terminated SAMs to suppress the adhesion of the germs
E. coli WT, E. coli Mlll, P. aeruginosa PAO, S. epidermidis ATCC 14990, and S.
aureus ATCC 6538 different in vitro assays for the detection of the adhered bacteria
were used and compared. Here the main focus was to establish a suitable method
for the quantification of the non-specific adhesion to the substrates. For this purpose
epifluorescence microscopy, surface plasmon spectroscopy (SPR) as well as the
traditional plate count method were employed to determine the number of adhered
cells per substrate area (CFU/cm?).

The results obtained from SPR measurements did not correlate well with the actual
number of adhered germs on the surface. This method was therefore regarded as
inappropriate. The plate count method and the epifluorescence spectroscopy on the
other hand provided reliable data that correlated well with the real number of surface-
bound bacteria. Compared to the plate count method, the fluorescence microscopy
proved to be much faster. Therefore the plate count method was only used, when the
cell detection via fluorescence microscopy failed.

Both methods indicated a pronounced repulsive behavior of the EG;OH-terminated
monolayers against the binding of E. coli WT, S. epidermidis ATCC 14990, and S.
aureus ATCC 6538. In all cases the monolayers reduced the number of adhered
cells by approximately 99 %.

A repulsive effect of similar magnitude was found for the PG-terminated D1(SAc),
D2(SAc) and D3(SAc) SAMs. In case of E. coli WT and S. aureus the D2(SAc)so000
SAMs showed the highest activity (99,8% respectively 99,4%). The origin of this
repulsion maximum is not clear, because no systematic relation was found between
molecular weight of the dendritic compounds on the biorepulsive behavior of the
monolayers. Also the results of the adhesion test with S. epidermidis indicated a
strong repulsive effect of the PG head group, which was comparable to that of the
EG7OH-terminated system.

Furthermore the results of the S. epidermidis adhesion to the D2(SAc) SAMs were
used to compare the plate count method and the fluorescence microscopy quantita-
tively. As expected, the results of the plate count method did underestimate the real
number of adhered cells. The reason for this was an incomplete cell transfer from the
substrate to the agar. The fluorescence spectroscopy on the other hand detects the

cells directly on the substrate and led consistently to higher numbers of adhered
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bacteria. Fig. lll shows this method-dependent difference in the number of detected
S. epidermidis cells on D2(SAc) SAMs.

[ plate count method

10° -
V7 fluorescence microscopy

-
o
o
1

CFU/cm’®
8&

10°

Fig. lll: Comparison between CFU/cm?’ values determined by the plate count method and by

fluorescence spectroscopy for the adhesion of S. epidermidis to D2(SAc) SAMs and gold.

For the fourth test germ, P. aeruginosa, a specific adhesion behavior was found.
Here the usually highly repulsive EG7;OH-terminated SAMs reduced the adhesion by
only 49 %. Also the PG-terminated dendrimer SAMs did not result in an effective
protection of the substrate against adhesion. With 45 % reduction, the D1(SAc)
SAMs showed the highest effect, followed by the D2(SAc) SAMs with 36 % reduction
and the D3(SAc) that reduced the adhesion by only 28 %.

Besides biorepulsive monolayers on gold, analogue PEG- and PG-terminated coat-
ings on the native oxide layers of aluminum and stainless steel were investigated
regarding their bacteria-repulsive properties. To allow for a binding to the oxidic
surfaces SAM-forming, compounds with phosphonic and thiophosphonic acid anchor
groups were used. As test germs E. coli WT and S. epidermidis ATCC 14990 were
employed.

As the coated substrates showed pronounced background fluorescence, it was
impossible to detect the adhered cells via epifluorescence spectroscopy. Therefore
the quantification of the surface-bound bacteria was carried out using the plate count

method. Although the determination of the accurate number of cells from the fluores-
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cent images failed, it was possible to distinguish between colonized and bacteria-free
areas on the substrate (Fig. IV). From the images it is obvious that the substrates
were not completely covered with the phosphonate films. The surface was only partly
covered with phosphonate islands and the adhesion of bacteria took place at the
coating-free areas between the islands. In contrast, the coated areas seem to be

bacteria-free.

Fig. IV: DAPI-stained S. epidermidis on (left) steel with PG-terminated phosphonate coating and

(right) untreated steel.

Summing up, the phosphonate and thiophosphonate coatings on aluminum and steel
showed a distinct reduction of the bacterial adhesion. However, the process of film
deposition needs to be optimized to avoid island formation and incomplete surface
coverage.

To rule out any toxic effect of the SAM-forming compounds on the test organisms,
the minimum inhibitory concentration (MIC) as well as the minimal bactericidal con-
centration (MBC) was determined for all used substances. These tests confirmed the
non-biocidal character of the EG and PG compounds. Therefore the reduced adhe-
sion to the functionalized surfaces could clearly be attributed to purely biorepulsive

interactions between monolayer and microorganisms.
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9 Sicherheit

9.1 Entsorqung des chemischen Abfalls

R: 11-36-66-67

Aceton F, Xi
S: 9-16-26
R: 22-38-40-48/20/22

Chloroform Xn
S: 36/37
R: 40

Dichlormethan Xn

S: 23-24/25-36/37

R: 14/15-34
Kalium F.C
S: 8-43-45

R: 11-23/24/25-39/23/24/25
Methanol F, T
S: 7-16-36/37-45

R: 11

Ethanol F
S:7-16
R: 14/15-34

Natrium F,C
S: 8-43-45
R: 28-32-50/53

Natriumazid TN
S: 28-45-60-61
R: 36-37-38

DAPI Xi
S: 26-36

H202
R: 35

Schwefelsaure (96 %) C
S: 26-30-45
R: 11-19-36/37

THF F, Xi
S: 2-16-29-33
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9 Sicherheit

9.2 Entsorqgung des mikrobiologischen Abfalls

Der Waschpuffer wurde gesammelt und mit 5%iger Natriumhypochlorit-Lsg. che-
misch Uber eine Einwirkzeit von 24 h desinfiziert.
Bakteriensuspensionen, verwendete Glasgerate und Materialien sowie alle anderen

Abfalle wurden vor der Entsorgung autoklaviert.
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Anhang

In folgenden Tabellen sind die der Berechnung von CFU pro cm? zugrunde liegende
Zahlen aufgefuihrt. Die Zahlen in den grau hinterlegten Feldern wurden als Ausreil3er

identifiziert und bei der Berechnung des Endergebnisses nicht berlcksichtigt.

CFU E. coli auf Au (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP | NP Il NP Il
1 1727 1796 1765
2 1779 1657 1861
3 1662 1772 1583
4 1739 1687 1704
5 1673 1659 1609
6 1734 1624 1777
7 1801 1557 1751
8 1755 1798 1661
9 1639 1747 1379
10 1777 1763 1927

CFU E. coli auf EG;OH-SAMSs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 227 NP 242 NP 245
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CFEU E. coli auf D1 (SAC)4000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 375 NP 379 NP 383
1 79 8 96
2 46 129 90
3 85 161 77
4 62 164 86
5 66 138 59
6 117 96 101
7 91 91 88
8 109 94 91
9 79 94 72
10 72 74 76

CFEU E. coli auf D1 (SAcC)s000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 396 NP 397 NP 398
1 582 262 231
2 393 369 235
3 311 379 222
4 318 290 179
5 294 379 154
6 235 209 184
7 176 272 239
8 203 172 209
9 216 248 241
10 194 203 207




CFU E. coli auf D2 (SAC)3000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 254 NP 255 NP 257
1 5 11 1
2 4 15 7
3 10 17 3
4 5 22 4
5 5 12 0
6 3 40 0
7 12 49 0
8 36 54 4
9 7 17 3
10 13 31 2

CFU E. coli auf D2 (SAcC)s000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 248 NP 251 NP 253
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CFU E. coli auf D3(SAC)4000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 373 NP 377 NP 381
1 10 54 43
2 15 48 43
3 151 67 60
4 44 36 49
5 140 102 17
6 108 98 45
7 148 118 26
8 83 109 18
9 35 9 17
10 47 118 20
CFU E. coli auf D3 (SAC)s000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)
Probe NP 260 NP 262 NP 262
1 30 23 22
2 31 11 1
3 45 25 32
4 20 4 27
5 62 55 58
6 39 15 3
7 100 25 6
8 82 34 18
9 53 20 43
10 175 37 6




CFU E. coli auf Stahl (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP | NP 11 NP 111
1 679 752 984
2 924 847 777
3 876 787 692
4 1189 587 1168
5 972 545 474
6 953 582 909
7 881 358 757
8 965 623 855
9 913 915 857
10 891 849 967

CEU E. coli auf PEG-P(O)(OH),-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 387 NP 389 NP 391
1 17 76 91
2 24 3 65
3 7 19 41
4 11 55 39
5 17 8 33
6 15 4 81
7 88 90 73
8 13 32 51
9 35 19 35
10 27 37 22




CFEU E. coli auf PEG-P(S)(OH),-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 399 NP 400 NP 401
1 154 217 47
2 36 101 129
3 37 48 97
4 78 350 269
5 316 8 173
6 201 69 113
7 165 181 43
8 43 127 37
9 88 119 82
10 121 86 109

CFEU E. coli auf MeD1 (Phosphon)spo-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 388 NP 390 NP 392
1 100 62 255
2 245 39 177
3 111 324 98
4 88 128 73
5 118 276 157
6 74 53 215
7 161 641 149
8 54 98 540
9 138 85 390
10 135 97 98




CFU E. coli auf Al (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP | NP Il NP Il
1 586 461 776
2 696 519 473
3 594 629 521
4 529 493 681
5 678 697 499
6 641 747 487
7 712 564 567
8 651 653 423
9 693 676 654
10 739 586 579

CFU E. coli auf PEG-P(O)(OH),-SAMs auf Al (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 384 NP 385 NP 386
1 0 29 79
2 0 81 83
3 0 73 141
4 0 116 127
5 0 36 95
6 0 68 156
7 0 97 121
8 0 92 175
9 0 113 106
10 0 126 98




CFEU E. coli auf PEG-P(S)(OH),-SAMs auf Al (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 402 NP 403 NP 404
1 71 107 83
2 208 85 21
3 297 206 23
4 365 223 21
5 224 166 18
6 200 181 18
7 228 212 14
8 211 193 30
9 203 109 34
10 172 157 24

CFEU E. coli auf MeD1(Phosphon)s;gSAMs auf Al (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 392 NP 393 NP 395
1 167 193 83
2 199 27 117
3 134 81 136
4 228 28 79
5 22 21 126
6 145 45 206
7 208 59 221
8 228 122 156
9 199 114 213
10 87 86 176




CFU S. epidermidis auf Au (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 266 NP 269 NP 271
1 3650 2600 1830
2 2990 1990 2290
3 3090 1990 1500
4 3940 1140 2280
5 4030 6730 1920
6 4520 1780 2250
7 4540 5440 1640
8 4580 2780 4680
9 2720 3520 3850
10 3970 4090 4550

CFU S. epidermidis auf EG;OH-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 274 NP 276 NP 277
1 10 70 70
2 50 20 50
3 10 10 50
4 10 10 10
5 30 10 10
6 50 100 60
7 10 60 0
8 10 100 30
9 10 20 50
10 30 60 340




CFU S. epidermidis auf D1(SAC)000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 315 NP 317 NP 319
1 140 30 30
2 130 20 20
3 10 50 20
4 10 60 0
5 0 30 0
6 10 30 0
7 0 50 20
8 0 60 20
9 10 30 10
10 30 50 20

CFU S. epidermidis auf D1(SAC)s000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 309 NP 311 NP 313
1 20 50 20
2 0 50 40
3 0 70 120
4 10 30 40
5 0 30 70
6 20 50 10
7 0 80 0
8 50 10 30
9 60 20 40
10 0 10 50




CFU S. epidermidis auf D2(SAC)3000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 285 NP 287 NP 289
1 10 60 70
2 10 0 80
3 90 20 110
4 10 10 0
5 20 0 20
6 0 40 10
7 10 50 10
8 0 90 30
9 0 10 10
10 0 10 20

CFU S. epidermidis auf D2(SAc)s000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 278 NP 281 NP 282
1 0 20 40
2 0 40 50
3 0 0 50
4 0 0 150
5 0 40 50
6 0 30 100
7 0 40 70
8 0 10 20
9 0 0 10
10 0 0 50




CFEU S. epidermidis auf D3(SAC)000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 303 NP 305 NP
1 10 0 0
2 0 0 10
3 60 20 0
4 10 0 0
5 10 10 20
6 0 0 0
7 20 0 0
8 0 0 20
9 30 0 0
10 0 0 0

CEU S. epidermidis auf D3(SAC)s000-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 291 NP 293 NP 295
1 0 10 0
2 0 10 10
3 20 0 10
4 20 10 0
5 10 10 0
6 0 0 10
7 0 20 10
8 0 0 20
9 30 10 0
10 0 0 10




CFU S. epidermidis auf Stahl (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP | NP Il NP Il
1 4180 5060 3580
2 3670 3960 3040
3 4260 3660 2780
4 2070 2900 3560
5 4380 3700 3420
6 4890 3780 3820
7 3570 3740 2980
8 4390 3020 3260
9 2890 2980 3160
10 1950 3060 3640

CFU S. epidermidis auf PEG-P(O)(OH),-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 329 NP 331 NP 333
1 0 6110 570
2 4210 550 430
3 7200 450 250
4 20 0 180
5 1190 1980 0
6 0 820 1500
7 0 150 0
8 140 1310 1200
9 0 430 670
10 0 20 740




CFU S. epidermidis auf PEG-P(S)(OH),-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 335 NP 337 NP 339
1 90 2500 400
2 1090 4570 260
3 1280 1130 1170
4 1170 700 1350
5 410 30 970
6 950 1070 1450
7 560 4690 1750
8 170 2730 2250
9 30 2110 1110
10 30 1410 1480

CFU S. epidermidis auf MeD1(Phosphon)soo-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 321 NP 323 NP 325
1 0 0 60
2 20 0 0
3 1950 0 0
4 790 490 50
5 10 570 0
6 10 340 0
7 1120 10 0
8 120 0 0
9 0 0 60
10 1510 0 50




CFU S. epidermidis auf Al (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP | NP Il NP Il
1 3280 2800 3160
2 5050 2570 4530
3 4640 2760 3750
4 3310 2610 2960
5 2610 2800 4730
6 2840 2630 3240
7 2190 2420 3540
8 2430 2510 3540
9 3150 3150 4290
10 2610 2760 2730

CFU S. epidermidis auf PEG-P(O)(OH),-SAMs auf Al (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 347 NP 349 NP 350
1 690 350 370
2 280 410 350
3 140 370 870
4 540 230 510
5 160 440 630
6 200 1100 470
7 840 290 350
8 40 340 570
9 150 390 600
10 90 420 360




CFU S. epidermidis auf PEG-P(S)(OH),-SAMs (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 367 NP 369 NP 371
1 0 20 350
2 80 390 100
3 390 190 150
4 410 620 40
5 70 30 80
6 160 90 300
7 50 570 120
8 0 1110 500
9 160 100 60
10 10 50 200

CFU S. epidermidis auf MeD1(Phosphon)soo-SAMs auf Al (pro Agarplatte, Plate Count)

Probe NP 405 NP 406 NP 407
1 490 590 440
2 360 610 1030
3 710 380 330
4 130 1160 260
5 1010 220 1160
6 570 360 510
7 390 540 470
8 290 630 390
9 1090 760 790
10 210 470 420




CFU S. epidermidis auf Au (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 266 NP 268 NP 270
1 12085 9814 5274
2 8864 11327 6516
3 10497 17534 4056
4 11453 7846 5727
5 7415 12535 7031
6 7562 9834 4209
7 10998 11545 3964
8 8086 8999 11213
9 9693 7823 7233
10 7599 8393 9414

CFU S. epidermidis auf EG;OH-SAMS (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 272 NP 273 NP 275
1 218 144 177
2 146 303 399
3 293 159 266
4 89 185 312
5 88 170 285
6 596 111 117
7 308 125 1225
8 112 95 781
9 132 64 239
10 345 323 141




CFU S. epidermidis auf D1(SAC)a000-SAMS (pro 0,02304 cm?,

Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 314 NP 316 NP 318
1 32 163 100
2 63 114 77
3 135 118 500
4 51 67 147
5 1040 24 83
6 207 68 94
7 37 90 411
8 63 30 1269
9 48 64 80
10 49 44 49
CFU S. epidermidis auf D1(SAC)s000-SAMS (pro 0,02304 cm?,
Epifluoreszenzmikroskopie)
Probe NP 308 NP 310 NP 312
1 121 157 383
2 76 317 40
3 32 216 60
4 68 51 261
5 105 132 107
6 72 75 199
7 98 31 40
8 63 147 44
9 136 87 48
10 44 135 319




CFU S. epidermidis auf D2(SAC)z000-SAMs (pro 0,02304 cm?,

Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 284 NP 286 NP 288
1 406 272 148
2 1323 705 241
3 573 149 1215
4 390 1865 485
5 963 358 334
6 270 284 184
7 276 491 182
8 1257 313 261
9 576 884 541
10 298 172 109
CEU S. epidermidis auf D2(SAC)s000-SAMS (pro 0,02304 cm?,
Epifluoreszenzmikroskopie)
Probe NP 278 NP 279 NP 283
1 367 234 106
2 318 673 263
3 155 1089 105
4 209 148 111
5 315 416 444
6 110 97 479
7 116 110 180
8 257 175 117
9 341 181 331
10 198 839 187




CFU S. epidermidis auf D3(SAC)a000-SAMS (pro 0,02304 cm?,

Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 302 NP 304 NP 306
1 134 113 310
2 211 56 170
3 149 66 127
4 648 122 116
5 58 110 145
6 121 160 494
7 109 95 194
8 55 107 164
9 115 74 433
10 97 86 200

CEU S. epidermidis auf D3(SAC)s00-SAMS (pro 0,02304 cm?,

Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 290 NP 292 NP 294
1 78 141 109
2 95 58 101
3 119 60 104
4 101 67 207
5 174 64 99
6 52 271 40
7 339 48 107
8 67 172 64
9 92 69 71
10 74 343 113




CFU S. aureus auf Au (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 354 NP 355 NP 361
1 22138 14651 14569
2 19709 13118 9485
3 12929 18674 3612
4 19749 17802 8868
5 19641 20719 14016
6 10784 12882 11111
7 13941 21949
8 2883 14830
9 8942 18842
10 2364 21541

CFU S. aureus auf EG;0H-SAMs (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 351 NP 352 NP 353
1 944 103 118
2 127 152 124
3 190 1056 65
4 161 899 0
5 79 114 0
6 136 422 0
7 634 77 0
8 129 46 0
9 54 91 0
10 958 175 0




CFU S. aureus auf D1(SAC)a000-SAMs (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 360 NP 361 NP 362
1 111 103 96
2 139 114 198
3 124 129 64
4 45 112 40
5 115 112 188
6 69 78 131
7 100 32 71
8 42 52 126
9 70 103 122
10 103 70 173

CFU S. aureus auf D2(SAc)se00-SAMs (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 354 NP 355 NP 356
1 132 124 58
2 39 129 54
3 78 147 77
4 201 135 66
5 43 135 42
6 153 66 59
7 46 118 78
8 110 85 40
9 77 311 35
10 69 129 73




CFU S. aureus auf D3(SAC)ao0-SAMs (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 357 NP 358 NP 359
1 361 139 582
2 142 394 272
3 105 453 264
4 365 356 153
5 176 426 125
6 161 171 174
7 235 154 1205
8 91 662 302
9 198 228 654
10 237 286 336

CFU P. aeruginosa auf Au (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 408 NP 409 NP 410
1 5712 10430 17245
2 7364 11465 17672
3 9235 7407 16132
4 7788 7118 14840
5 8350 9207 16865
6 8252 14674 18539
7 6934 13907 14259
8 8117 6565 16075
9 7430 10882 16157
10 8580 8581 12369




CFU P. aeruginosa auf EG,OH-SAMs (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 419 NP 420 NP 421
1 3009 2365 1577
2 3111 5525 9783
3 6155 4507 10914
4 5862 1512 2246
5 7004 12442 3516
6 5447 7643 7976
7 1450 8508 4189
8 5767 7691 10726
9 4229 8256 14266
10 1459 10589 6362

CFU P. aeruginosa auf D1(SAc)a00-SAMs (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 414 NP 415 NP 416
1 7525 7601 6103
2 8469 3397 8811
3 4848 6282 6168
4 7450 5638 4321
5 5656 5271 5539
6 5358 10835 7009
7 6036 10904 4033
8 6215 7023 5630
9 5165 8654 5331
10 7440 6413 8957




CFU P. aeruginosa auf D2(SAc)s000-SAMs (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 422 NP 423 NP 424
1 6229 7570 4503
2 4634 10281 5410
3 6754 3362 6892
4 6635 10775 12819
5 5214 6237 10676
6 4616 6581 7221
7 4400 7490 10318
8 6812 11245 11718
9 8196 8511 15078
10 3645 7443

CFU P. aeruginosa auf D3(SAc)a000-SAMs (pro 0,02304 cm?, Epifluoreszenzmikroskopie)

Probe NP 411 NP 412 NP 413
1 6009 7689 14648
2 13477 6771 7456
3 8787 8692 6403
4 12320 9427 8886
5 6453 9052 10578
6 7736 8948 8892
7 10186 8391 9700
8 7049 5401 11239
9 9490 8623 10476
10 9712 6411 8520
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Leitung eines Georgischkurses an der Universitdt Hamburg
(in Zusammenarbeit mit der Abteilung Internationales),

Organisation georgischer Kulturveranstaltungen



Sonstiges Engagment

10.2001 - 03.2002 Fachschaftsrat Chemie (Mitgestaltung der Fachschaftsarbeit)
10.2000 — 03.2001 Beteiligung an Berufungsverfahren
04.2001 - 03.2002 Mitglied im Institutsrat der Anorganischen Chemie

04.2005-07.2006 Kooperation mit der Arbeitsgruppe Entwicklung und Fachkréfte,
AGEF, Organisation einer Informationsveranstaltung fiir

riickkehrende Fachkrifte aus Georgien

Fremdsprachen & EDV-Kenntnisse

Georgisch (Muttersprache)

Russisch

Deutsch

Englisch

MS Office, Origin, Corel Draw, ImageJ

Mitgliedschaften

Gesellschaft Deutscher Chemiker e. V. (GDCh)
Pro Linguis Sprachenclub e. V.






Vortrage

Biorepulsive selbsanordnende Monoschichten, Seminar des Graduiertenkollegs 611,

27.06.2007, Hamburg.
Interactions between bacteria and Self-Assembled Monolayers, Workshop des

Graduiertenkollegs 611, 17.10.-18.10.2008, WeilRenhauser Strand.

Poster

T. Winkler, N. Papukashvili, A. Terfort, Biorepulsive Self-Assembled Monolayers on
Gold, Stainless Steel and Aluminium, International Bunsen-Discussion Meeting,
29.06-30.06.2008, Heidelberg.



