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Einleitung

1. Einleitung

Die Funktionalisierung von Oberflichen fiir medizinische Anwendungen steht seit
Langem im Fokus zahlreicher Forschungsarbeiten [1,2]. Grundlegend wird dabei in
zwei Kategorien unterschieden: chemische Funktionalisierungen und morphologische
Funktionalisierungen. Morphologische Verdnderungen zielen dabei meist auf eine
Verbesserung hinsichtlich Reib-Gleiteigenschaften oder beispielsweise einer besseren
Kraftiibertragung zwischen Implantat und Gewebe ab [3,4]. Auch eine
richtungsdirektionierende Funktion kann damit realisiert werden [3,5,6]. Hingegen
dienen die Funktionalisierungen auf chemischer Ebene vor allem einer gezielten
Beeinflussung der Zell-Material-Interaktion, um zum Beispiel die Einheilung eines
Implantates zu fordern oder Entziindungsreaktionen zu unterbinden [7]. Sowohl die
Verbesserung der Zelladhdsion als auch das Unterbinden der Zellanhaftung kénnen
dafiir gewiinschte FEigenschaften darstellen [8—10]. Neben dem Beschichten von
Oberfliachen wird beispielsweise das Immobilisieren von Biomolekiilen genutzt, um die
Zell-Material-Interaktion zu beeinflussen [1,2,7,11]. Zur Verdnderung von
Oberflachenfunktionalititen kommen unter anderem auch plasmabasierte Verfahren
oder die Behandlung mit ionisierender Strahlung zum Einsatz [12-14]. Eine
nachtrigliche Oberflaichenmodifizierung von Beschichtungen dient oft dem Erhalt der
Bulkeigenschaften wie Hairte oder FElastizitit. Verdnderungen hinsichtlich der
biologischen Interaktion beschrinken sich dann ausschlieBlich auf den
Randschichtbereich [14,15]. Komplexe Anwendungen mit unterschiedlichen
Funktionsanspriichen konnen beispielsweise iiber die mehrstufige Modifizierung einer

Oberflache realisiert werden [16].

Neben zahlreichen Polymeren gehort auch diamantdhnlicher Kohlenstoff (DLC) zu den
Materialien, die intensiv fiir die Medizintechnik erforscht werden [17-20]. Aufgrund
der sehr guten Reib-Gleiteigenschaften und der nachgewiesenen Biokompatibilitit sind
DLC-Schichten und deren Modifizierung in den letzten Jahren verstirkt in den

Interessenfokus fiir biomedizinische Anwendungen geriickt [15,21,22].
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2. Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Biofunktionalisierung von Schichten aus
diamantidhnlichem Kohlenstoff (DLC) durch die Behandlung mittels nicht-thermischem
Elektronenstrahl (eBeam). Es stehen zunichst vier Abscheideverfahren fiir DLC-
Beschichtungen zur Verfiigung, welche in Kapitel 3.1.1 néher erldutert werden. Die
Abscheideverfahren  werden anhand der  Kriterien  Schichtstabilitit und
Biokompatibilitdt vergleichend untersucht. Als weiteres Bewertungskriterium wird die
Moglichkeit zur Modifizierung mittels eBeam hinzugezogen. Basierend auf diesen
Ergebnissen erfolgt die Eingrenzung auf eine Abscheidemethode. Anhand dieser
Abscheidemethode soll die eBeam-Modifizierung der DLC-Beschichtungen
charakterisiert, sowie der Einfluss verschiedener Prozessparameter untersucht werden.
Erkenntnisse iiber das Zusammenspiel von direkter und indirekter Strahlwirkung sowie
zur Verdnderung der chemischen und morphologischen Oberflicheneigenschaften sind
dabei zentrale Fragestellungen. Auch die partielle eBeam-Behandlung der Oberflichen
soll untersucht werden, um die Moglichkeiten fiir eine Oberflichenstrukturierung
abzuschdtzen. AnschlieBend wird anhand ausgewéhlter zellbiologischer Methoden
bewertet, welches Anwendungspotential sich fiir die eBeam-modifizierten DLC-
Beschichtungen im Bereich der Medizintechnik eréffnet. Besonderer Fokus liegt dabei
auf der gezielten Steuerung der Zelladhision durch die eBeam-Modifizierung sowie auf
Aussagen zu den Ursachen der verdnderten Zelladhdsion auf den modifizierten
Schichten. Mit Hinblick auf das avisierte Einsatzfeld sollen weiterhin Erkenntnisse
hinsichtlich moéglicher zytotoxischer Effekte und Verdnderungen in den Phasen des

Zellzyklus sowie dem Inflammationspotential gewonnen werden.

Fiir das Anwendungsgebiet der Medizintechnik sollen beispielhaft Aktoren aus einer
Formgedéchtnislegierung (FGL) herangezogen werden. Das Einsatzgebiet der Aktoren
sind intelligente’ Hiiftendoprothesen, welche in der Lage sind sich bei einer

Implantatlockerung durch die Verformung der Aktoren selbststindig im Knochen

! Die Thematik der intelligenten Implantate und das Anwendungsbeispiel werden in Kapitel 3.4 niiher
erldutert.
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wieder zu verankern. Grundlage dafiir ist die Formgedachtnisfunktion des verwendeten
Aktormaterials. Da dieses Material aufgrund des hohen Nickelgehaltes ein beachtliches
Risiko hinsichtlich allergischer und zytotoxischer Gewebsreaktionen birgt, besteht ein
Ziel darin, durch die DLC-Beschichtung der Aktoren eine biokompatible Barriere
aufzubringen. Anhand humaner mesenchymaler Stammzellen soll die Ubertragbarkeit
fiir den Bereich der Hiiftimplantate bewertet werde. Die aus der Literatur bekannte
Flexibilitit der DLC-Beschichtungen ist dabei die Grundlage fiir eine uneingeschrinkte

Verformung der FGL-Aktoren bei gleichzeitig zuverldssiger Barrierewirkung.

In Abbildung 1 ist der funktionelle Aufbau der Hiiftendoprothese mit bilateralem
Aktorkonzept einschlieBlich der resultierenden Funktionsanspriiche fiir den Aktor

dargestellt.

a)

Bilaterales Aktorkonzept auf
FGL-Basis

b)
Bereich zur Implantat-Reintegration nach Aktorauslosung
- Zelladhasion notwendig

Aktorspange aus FGL

Auslésemechanismus

ol Titan-Implantatkorper

Bereiche, die die Beweglichkeit des Aktors gewahrleisten
- geringelkeine Zelladhasion

Abbildung 1: Funktioneller Aufbau des Hiiftschaftes einer intelligenten Hiiftendoprothese

Dargestellt ist der funktionelle Aufbau des Hiifischaftes einer intelligenten Hiiftendoprothese mit bilateralem
Aktorkonzept [23]. a) Integrationsbereiche fiir die Aktoren mit bilateraler Anordnung im oberen Bereich des
Hiiftschaftes. b) Darstellung eines Aktors im Querschnitt. Die Oberseite stellt die Korper-zugewandte Seite dar. Im
unteren Bereich ist der Auslosemechanismus abgebildet. Orange gekennzeichnet sind die Bereiche, welche zur
Wiederverankerung eines gelockerten Implantates die Beweglichkeit des Aktors gewdhrleisten miissen.



Zielstellung

Im Anwendungsbeispiel ist das Aktorkonzept bilateral ausgelegt, um einen
gleichmiBigen Lasteintrag im Falle einer Wiederverankerung zu
gewihrleisten (Abbildung 1 a). Grundlage fiir die Wiederverankerung stellen die
Aktoren aus FGL dar (Abbildung 1b). Auf den Aktoren ist die Steuerung der
Zelladhision fiir eine uneingeschriankte Funktion des Aktors von besonderer Bedeutung.
Daher gibt es Bereiche, in denen eine Zellbesiedlung moglichst gering gehalten werden
sollen (orange). Es soll untersucht werden, inwiefern durch die Behandlung der DLC-
Beschichtungen mittels eBeam eine partielle Modifizierung mdglich ist, um dartiber die

Zelladhésion gezielt zu beeinflussen.

Weiterhin sollen Aussagen getroffen werden, ob die Limitierungen derzeit genutzter
Verfahren zur Steuerung der Zelladhdsion durch die Anwendung der eBeam-
Technologie iiberwunden werden konnen. Eine zentrale Rolle spielen dabei die
Schichtintegritdt hinsichtlich Morphologie und Hybridisierungszustand sowie die
Langzeitstabilitdt der Modifizierung.
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3. Grundlagen

3.1. Diamantdahnlicher Kohlenstoff — DLC

Kohlenstoff ist eine Allotrop. Das bedeutet, dass die Anordnung der Kohlenstoffatome
im festen Aggregatzustand in mehreren Modifikationen mdglich ist. Dadurch kénnen
sich physikalische und chemische FEigenschaften des Materials grundlegend
unterscheiden. Ursache dafiir sind die mdglichen Hybridisierungen des
Kohlenstoffatoms. Die vier AuBenelektronen des Kohlenstoffes sind in einem
Elektronenpaar und zwei freien Elektronen organisiert, wodurch nur zwei Elektronen
fiir Bindungen zur Verfliigung stehen. Um die Oktett-Regel zu erfiillen, werden die
Valenzelektronen reorganisiert. Das 2s- und die 2p-Orbitale verbinden sich zu
Hybridorbitalen. Somit stehen insgesamt vier sp’-Hybridorbitale fiir Bindungen zur
Verfligung. Die rdumliche Anordnung dieser Orbitale ist tetraedrisch und entspricht der
Diamantkonfiguration. Die Graphitkonfiguration basiert im Gegensatz dazu auf reinen
sp>-hybridisierten Kohlenstoffatomen. Bei einer sp>-Hybridisierung verbindet sich das
s-Orbital mit zwei p-Orbitalen, es bleibt also ein p-Orbital im Ursprungszustand. Diese
Konfiguration ist die Grundlage fiir Doppelbindungen. Eine Bindung wird durch die
Uberlappung der sp>-Hybridorbitale (Sigma-Bindung) realisiert und die zweite durch
die Uberlappung der p-Orbitale (Pi-Bindung). Zusitzlich kann nach gleichem Prinzip
auch eine sp-Hybridisierung des Kohlenstoffs vorliegen. Diese stellt die Grundlage fiir
Dreifachbindungen dar, wobei die erste Bindung durch sp-Uberlappung realisiert wird,
die zweite und dritte Bindung hingegen durch die Uberlappung der p-Orbitale. Ein
ausfiihrlicher Uberblick zu Kohlenstoff und den verschiedenen Hybridisierungen findet

sich in [24] und [25].

Die bekanntesten Allotrope des Kohlenstoffes sind Graphit und Diamant. Wéhrend
Graphit ein dunkelgraues bis schwarzes Material mit guter elektrischer Leitfdhigkeit
und geringer Hérte darstellt, gehdrt Diamant zu den hértesten natiirlich vorkommenden
Materialen und weist isolierende als auch Halbleitereigenschaften auf [26]. Seine hohe

optische Transparenz macht ihn zu einem der wertvollsten und begehrtesten
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Schmucksteine. Neben Diamant und Graphit kommen Kohlenstoffnanoréhren und
Graphen eine hohe Bedeutung als Modifikationen des Kohlenstoffes zu [27-31]. Die
vorliegende Arbeit befasst sich mit diamantdhnlichen Kohlenstoffbeschichtungen

(englisch: Diamond Like Carbon, DLC).

DLC-Beschichtungen vereinen die Eigenschaften von Graphit und Diamant, da die
Kohlenstoffatome in mehreren Hybridisierungszustinden vorliegen. Die wichtigsten
sind dabei sp? und sp>. Durch diese bilden sich verschiedene Bindungen zwischen den
Kohlenstoffatomen aus und tragen durch ihre jeweiligen Charakteristika wie z. B.
Bindungsstirke maBgeblich zu den Materialeigenschaften bei. Zusitzlich ist auch der
Wasserstoffgehalt der Schichten ein wichtiger Parameter dafiir. Dies fiihrt zu einer
Vielzahl von Eigenschaften, die je nach Stochiometrie stark variieren konnen. Die
Moglichkeit verschiedene Materialeigenschaften einzustellen begriindet die Vielzahl der
Anwendungsgebiete fiir DLC-Beschichtungen. Angefangen von der Raumfahrttechnik
tiber die Mikroelektronik und Automobilindustrie bis hin zur Medizintechnik finden
sich Anwendungen fiir DLC-Beschichtungen [22,32-35]. Auch zur Veredlung von
Oberflachen in Form von Schmuckschichten werden DLC-Beschichtungen aufgrund
ithrer guten Verschleilbestandigkeit genutzt [22]. Eine einheitliche Definition fiir DLC-
Beschichtungen sowie deren zahlreiche Unterarten findet sich in der VDI-
Richtlinie 2840: Kohlenstoffschichten Grundlagen, Schichttypen und FEigenschaften
[24].

3.1.1. Abscheidung

Bereits in den 1950er Jahren gelang es diamantartige Strukturen zu synthetisieren, was
jedoch mit einem enormen Prozessaufwand (Temperatur, Druck) verbunden war [36].
In den 1980er Jahren war es erstmal moglich diamantartige Filme mit einer
Abscheiderate von 1 nm/h abzuscheiden, da Prozessdruck und Temperaturen deutlich
verringert werden konnten [36]. Heute stellen die plasmaaktivierte chemische
Gasphasenabscheidung (PA-CVD), das Magnetronsputtern und die
Lichtbogenverdampfung die  bedeutendsten  Abscheideverfahren fiir DLC-
Beschichtungen dar [37].
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Der meistgenutzte Prozess zur Abscheidung diinner Schichten ist die vakuumbasierte
Gasphasenabscheidung. Dabei wird das schichtbildende Material aus der Fest- oder
Fliissigphase durch Energieeintrag in die Gasphase iiberfiihrt und so auf einem Substrat
kondensiert [38]. Alternativ liegt eine Ausgangsverbindung im gasférmigen Zustand
vor und wird durch chemische Reaktion als Feststoff auf der Substratoberfldche
abgeschieden. Daher wird prinzipiell zwischen physikalischer und chemischer
Gasphasenabscheidung (PVD bzw. CVD) unterschieden.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden zunichst vier verschiedene Abscheidemethoden zur
Deposition von DLC-Beschichtungen genutzt. Zum einen wurden Verfahren der
Sputterabscheidung genutzt. Dabei wird aus einem Festkorpertarget durch
Teilchenbeschuss (Plasma) das abzuscheidende Schichtmaterial in die Gasphase
tiberfiihrt und kondensiert auf dem als Anode gepolten Beschichtungssubstrat. Eine
Unterart des Sputterns ist das Magnetronsputtern (PVD-Spu). Hinter dem Target
befindet sich ein Magnetfeld, wodurch hohe Ionisationsraten des Plasmas erreicht
werden konnen. Eine andere Art des Sputterns ist das Lichtbogenverdampfen (PVD-
Arc). Dabei wird das Targetmaterial mittels energiereichem Lichtbogen geschmolzen
und verdampft. Da es bei dieser Abscheidemethode zu starker Partikelbildung kommt
(,,Droplets®) kann das entstehende Plasma nochmals gefiltert werden (PVD-Arcfil)
[39,40]. Neben den physikalischen Gasphasenverfahren wurde zum anderen auch die
plasmaaktivierte CVD (PA-CVD) genutzt. Dieser Prozess findet nicht im Vakuum statt,
da reaktionstrige Molekiile verwendet werden miissen, die durch Plasmaausbildung und
chemische Reaktion an der Substratoberfliche die Schicht ausbilden. Dieses Verfahren
eignet sich zur Beschichtung temperatursensibler Substrate [40].

Die mit den beschriebenen Verfahren abgeschiedenen DLC-Beschichtungen
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer sp?>- und sp’-Bindungsanteile sowie des
Wasserstoffgehalts. Eine Einteilung nach VDI 2840 [24] kann entsprechend der
nachstehend Ubersicht erfolgen (Abbildung 2). Dabei wird den mittels PA-CVD
abgeschiedenen DLC-Beschichtungen ein verhdltnismadBig hoher Wasserstoffgehalt
zugeschrieben sowie im Vergleich zu den anderen Abscheidemethoden der geringste
sp>-Gehalt. DLC-Beschichtungen welche mittels PVD-Spu abgeschieden werden,

weisen einen deutlich hoheren sp’-Gehalt auf, wohingegen ein geringerer
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Wasserstoffgehalt vorliegt. Durch PVD-Arc und PVD-Arcfil Beschichtungen kann ein
noch hoherer sp’-Gehalt erzielt werden, wobei die DLC-Beschichtungen dann
wasserstofffrei  vorliegen. PVD-Arc und PVD-Arcfil weisen hinsichtlich
Wasserstoffgehalt und  sp*/sp*>-Verhiltnis keine Unterschiede auf, da die
Abscheidemethoden sich lediglich durch die Filterung des verdampften Targetmaterials

unterscheiden.

sp3

1 PA-CVD

/GI: amorpher p) PVD-Spu
+ Kohlenstoff
Al (DLC) 3 PVD-Arc
4 PVD-Arcfil
Graphit Plasma-
polymer
a
(%]

Wasserstoffgehalt >

Abbildung 2: Einordnung der genutzten Abscheideverfahren fiir DLC-Beschichtungen

Dargestellt ist die Einordnung der genutzten Abscheideverfahren fiir die verschiedenen DLC-Beschichtungen [41] in
Anlehnung an die VDI-Richtlinie 2840 [23]. Mittels PA-CVD abgeschiedene Schichten (violett) weisen den héchsten
Wasserstoffgehalt und den geringsten sp>-Gehalt auf. Mittels PVD-Spu abgeschiedene DLC-Schichten (griin) weisen
im Vergleich einen hoheren sp3-Gehalt bei verringertem Wasserstoffanteil auf. DLC-Schichten, die mittels PVD-Arc-
Verfahren abgeschieden werden (blau und rot), weisen den hochsten sp’-Gehalt sowie nahezu Wasserstofffreiheit
auf. Diese beiden Verfahren (PVD-Arc und PVD-Arcfil) unterscheiden sich lediglich durch eine Filterung wdhrend
der Abscheidung.

Die DLC-Beschichtung auf zahlreichen Substratmaterialien wird oft {ber die
Integration einer haftvermittelnden Zwischenschicht realisiert [42,43]. Meist kommt
dafiir Si zum Einsatz [43-45], auch die Vorbehandlung der Oberfliche mittels
Ionenimplantation [46] oder die Dotierung mit anderen Elementen kann dafiir genutzt

werden [47].
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3.1.2. Anwendungen

Da DLC-Beschichtungen isolierende FEigenschaften wie Diamant aber auch
Eigenschaften von metallischem Graphit aufweisen konnen, ist die Anwendung im
Bereich der Mikroelektronik von steigendem Interesse [48]. Die negative
Elektronenaffinitit sowie das breite elektrochemische Potential tragen zur vermehrten
Nutzung im elektrochemischen Bereich bei [33]. Durch die piezoresistiven
Eigenschaften steigt dabei auch die Nutzung von DLC-Beschichtungen fiir die
Mikrosensorik [49,50], wobei die temperaturabhingigen Eigenschaftsverdnderungen zu
beachten sind [51]. Sowohl Beschichtungen von textilen Substraten zur Minderung der
bakteriellen Kontamination als auch Anwendungen fiir medizintechnische
Applikationen werden derzeit untersucht [52]. Neben den medizintechnischen
Anwendungen werden DLC-Beschichtungen hédufig zur Verbesserung der Reib-
Gleiteigenschaften mechanischer Bauteile [53—59] sowie als Korrosionsschutzschicht

eingesetzt [44,60].

Die vorziiglichen Reib-Gleiteigenschaften, sowie chemische Inertheit und gute
Biokompatibilitit stellen auch die Grundlage fiir den Einsatz von DLC-Beschichtungen
in der Medizintechnik dar [61-64]. Instrumente der Minimalinvasiv-Chirurgie und auch
Implantate werden immer hdufiger mit DLC-Beschichtungen ausgestattet [15,65-67].
Im Vordergrund stehen dabei die Erhohung der Lebensdauer sowie die Nutzung als
biokompatible  Barriereschicht, = wodurch  das  Austreten  unvertridglicher
Materialbestandteile sowie Korrosion unterbunden werden sollen [21,63,68-71]. Die
Verbesserung der Hamokompatibilitit wurde ebenfalls weitreichend untersucht und
begriindet den Einsatz von DLC-Beschichtungen im Bereich blutfithrender Systeme und
Bauteile [15,21,72,73]. In diesem Zusammenhang gewinnt die Modifizierung und
Funktionalisierung von DLC-Beschichtungen fiir biomedizinische Zwecke zunehmend
an Bedeutung. Neben der Inkorporation verschiedener Dotierungselemente
[15,47,67,70,74-77] wird beispielsweise die Oberflichenmodifizierung durch UV- oder
Plasmabehandlung mit Hinblick auf eine gesteigerte Zelladhdsion meist durch
Hydrophilierung der Oberflichen untersucht [13,75,78,79]. Auch die Anlagerung
funktioneller Oberflachengruppen dient diesem Zweck [13,78,80,81]. Des Weiteren
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werden Einsatzgebiete fiir antimikrobielle Anwendungen erforscht [15]. Dies erfolgt
zum einen iiber die Dotierung mit antimikrobiell wirksamen Elementen wie Silber und
Kupfer [82-86] und zum anderen iiber die antiadhdsiven Eigenschaften der DLC-
Beschichtungen [79,87-89]. Da sowohl Instrumente als auch Implantate mit DLC-
Schichten ausgestattet werden, variieren die Substratmaterialien von Polymeren iiber

Textilien bis hin zu Metallen und Legierungen [69,72,90-94].

3.1.3. Modifizierung mittels ionisierender Strahlung

In Kapitel 3.1.2 wurde bereits auf die Modifizierung von DLC-Beschichtungen durch
Dotierung und Anlagerung bestimmter Oberfldchenfunktionalititen eingegangen. In
diesem Kapitel soll nun die Modifizierung mittels ionisierender Strahlung, zu der auch

die niederenergetische Elektronenstrahltechnologie gehdrt, genauer betrachtet werden.

Avashti et al. untersuchten die Verringerung des Wasserstoffgehaltes durch
Hochenergiebestrahlung (keV — MeV) von DLC-Schichten mittels Ionenstrahlen. Sie
stellten fest, dass die Intensitdt der Bestrahlung in direktem Zusammenhang mit dem
sp>-Gehalt der behandelten DLC-Beschichtungen stand. Ziel dabei war eine
Ionenimplantation in die Schichten. Vor allem die Behandlung mit Strahlung im keV-
Bereich fiihrte zur Ionenimplantation innerhalb der DLC-Beschichtung, wohingegen
Strahlung im MeV-Bereich das unterliegende Substrat beeinflusste [36]. Auch Oates et
al. untersuchten die Ionenimplantation auf DLC-Beschichtungen und belegten, dass es
dabei zur sp>-Umwandlung in der Schicht kommt [95]. Bereits zuvor wurde belegt, dass
durch die Ionenimplantation entstehende Schichtdefekte eine kritische Dichte annehmen
konnen, bei deren Uberschreiten ebenfalls ein Graphitisierung der DLC-Schichten

einsetzt, was primédr vom Gesamtenergieeintrag abhingig ist [96].

Grigonis et al. untersuchten den Einfluss von lonen- und Elektronenbestrahlung auf
DLC-Beschichtungen. Sie zeigten, dass es durch Ionenbehandlung zu einer
Graphitisierung der Schichten kommt. Bei Elektronenbehandlung wurden aufgrund der
Materialaufheizung Spannungsdurchschlige beobachtet und der sp’-Anteil wurde
gesteigert. Die Behandlungen fanden unter Vakuum statt und die Beschichtungen

wurden teilweise mit einer Deckschicht aus Siliziumdioxid versehen [97].

10
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Aizawa et al. zeigten die Auswirkung von Elektronenstrahlen im ,niedrigen
Energiebereich* auf DLC-Beschichtungen bei Behandlung im Vakuum. Dabei stellten
sie fest, dass sich durch Elektronenbehandlung eine nanokolumnare Struktur in den
DLC-Beschichtungen ausbildet. Weiterhin wurde die elastische Verformbarkeit der
Schichten auf bis zu 10% gesteigert, wobei der Wasserstoffgehalt unverindert blieb
[98].

Die Bestrahlung mit Elektronen im MeV-Bereich wurde ebenfalls im Zusammenhang
mit der Verdnderung interner Schichtspannungen von DLC-Beschichtungen untersucht
[99]. Im Gegensatz zur oben genannten Behandlung von Aizawa et al. im ,,niedrigen
Energiebereich® nahm die Schichtspannung dabei durch Elektronenbestrahlung zu.
Gleichzeitig wurde eine sp>-Umwandlung und Veriinderungen im Wasserstoffgehalt
beobachtet, was in direktem Zusammenhang mit der inneren Schichtspannung zu stehen
schien [99]. Auch Liuetal. und Chen et al. belegten die Graphitisierung von DLC-
Beschichtungen bei Elektronenstrahlbehandlung unter Vakuum [100,101].

Die Graphitisierung von DLC-Beschichtungen in den o.g. Untersuchungen wird
hauptsidchlich auf einen thermischen Energieeintrag  zuriickgefithrt. Die
Umwandlungstemperatur fiir DLC-Schichten, bei der eine Graphitisierung einsetzt liegt
zwischen 200 °C bis 300 °C [102]. Dabei ist der Wasserstoffgehalt einer DLC-
Beschichtung hauptverantwortlich fiir die Intensitdt Umwandlung [103].

Auch die Rontgenstrahlen, welche wiahrend der Elektronenbehandlung emittiert werden
[104] konnen zu Verdnderungen der DLC-Beschichtung fithren. So wurde
beispielsweise die Umwandlung von sp® zu sp’-Bindungen beobachtet [105], was
ebenfalls in direkten Zusammenhang mit dem Wasserstoffgehalt der Schichten gebracht

wurde, damit ging eine Steigerung der optischen Transparenz einher [106].

Mikhailov et al. untersuchten die durch Beschuss mit a-Teilchen verursachten
Verdnderungen an polykristallinen Diamantschichten. Auch dabei wurde mit
Spannungen im MeV-Bereich gearbeitet. Es kam zur Ausbildung von DLC-artigen
Strukturen im Hauptwirkungsbereich des Ionenstrahls. Im Randbereich des
Einwirkungsfeldes kam es lediglich zu Verdanderungen der C-C Bindungen. Als Ursache
wird vor allem die Dislokation von Kohlenstoffatomen aufgrund des Energieeintrages

diskutiert [107].
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Wie beschrieben, finden die meisten Anwendungen zur Materialmodifizierung von
DLC-Schichten mit Hochenergiestrahlern (im MeV-Bereich) statt [36,107,108].
Anwendungen mit geringeren Beschleunigungsspannungen beschridnken sich auf die
Modifizierung unter Vakuum [109-113]. Im Rahmen der durchgefiihrten
Literaturrecherche fanden sich keine Ergebnisse zur Modifizierung von DLC-
Beschichtungen mit niederenergetischer Elektronenstrahlung an Atmosphére. Somit
stellt die in der vorliegenden Arbeit behandelte Thematik mit Hinblick auf die

medizintechnisch orientierte Fragestellung einen Neuheitswert dar.

3.2. Elektronenstrahltechnologie

Elektronenstrahlen besitzen wie UV- und Rontgenstrahlung die Féahigkeit Elektronen
aus Atomen und Molekiilen zu entfernen, was zu einer lonisation fiihrt. Der Oberbegriff
fiir diese Strahlungsarten ist daher ionisierende Strahlung. Ionisierende Strahlung kann
natiirlichen Ursprungs sein, so beispielsweise die radioaktive Strahlung. Natiirlich
vorkommende Elektronenstrahlung hingegen weist hinsichtlich ihrer charakteristischen
Parameter keine praktische Relevanz auf. Daher muss sie fiir technische Anwendungen

in Teilchenbeschleunigern kiinstlich erzeugt werden.

Zum Schmelzen und Verdampfen fand die eBeam-Technologie bereits zu Beginn des
20. Jahrhunderts erste technische Anwendungen. Jedoch war die Vakuumtechnik zu
diesem Zeitpunkt noch nicht ausreichend entwickelt, um grof3technische Umsetzungen
anzugehen. Erst die Entwicklung der Kern- und Raumfahrttechnik bildeten Mitte des
20. Jahrhunderts die notigen Grundlagen, wodurch es zu einer intensiven
Technologieentwicklung kam. Das Hauptaugenmerk lag zu dieser Zeit auf den
thermischen Anwendungen, beispielsweise dem Schweilen, Schmelzen und
Verdampfen. Die nicht-thermischen Anwendungen wie Mikrostrukturierung und
chemische Kunststoffbearbeitung etablierten sich erst in den folgenden Jahrzehnten.
Heute erstrecken sich die nicht-thermischen Anwendungen in viele Bereiche der
Technik und Forschung bis in den Alltag. Vor allem die Vernetzung sowie die
Oberflichenmodifizierung stehen im Fokus der aktuellen Forschungsarbeiten [114—

116].
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In der vorliegenden Arbeit soll fiir die Oberflichenmodifizierung die nicht-thermische
Elektronenstrahltechnologie genutzt werden. In den folgenden Kapiteln wird diese

ndher betrachtet.

3.2.1. Strahlerzeugung und wichtige Prozessparameter

Die Erzeugung des Elektronenstrahls (eBeam) findet in  sogenannten
Elektronenkanonen statt. Dabei wird der Strahl im Vakuum beschleunigt und formiert.
Die nicht-thermischen eBeam-Prozesse finden zumeist an Atmosphire statt. Daher
muss der Strahl durch ein Austrittsfenster an atmosphdrische Umgebung {iiberfiihrt
werden. Die Elektronen selbst werden in den meisten Fillen durch Glithemission aus
einer Heizwendel (z. B. Wolfram oder Tantal) emittiert. Dabei kann ein Punktstrahl
gebildet werden, welcher durch ein Scannersystem zum fldchigen Strahl formiert wird.
Alternativ erfolgt eine Bandemission, wodurch eine flichige Form des eBeams bereits
gegeben ist. Umlenkung, Formierung und Beschleunigung des Strahls erfolgen iiber
magnetische Linsen und Ablenksysteme.

Ein wichtiger Prozessparameter der eBeam-Technik ist die in Volt bemessene
Beschleunigungsspannung. Sie ist maflgebend dafiir, mit welcher Energie die
Elektronen auf das Behandlungsgut auftreffen. Die Energie der Elektronen wird in
Elektronenvolt angegeben. Erfdhrt ein Elektron im elektrischen Feld eine
Beschleunigung, dann édndert sich seine kinetische Energie. Ein Volt
Beschleunigungsspannung fiihrt dabei zu einer Energiezunahme um ein Elektronenvolt.
Das Elektronenvolt gehort nicht zu den SI-Einheiten, der Gebrauch ist jedoch
zugelassen und die Umrechnung in Joule erfolgt mit dem Faktor 1,6%10'°. Durch die
kinetische Energie der Elektronen werden Intensitit und Auswirkung der
strahlenchemischen Effekte bestimmt. Bis zu einer Beschleunigungsspannung von
200kV handelt es sich um eBeam-Anlagen des Niederspannungstyps. Eine
Beschleunigungsspannung von 200 bis 600 kV entspricht dem Mittelspannungstyp und
ab 600 kV wird von Hochspannungstypen gesprochen, wobei Spannungen bis zu 6 MV
genutzt werden konnen. In der vorliegenden Arbeit wird mit einer
Beschleunigungsspannung von 150 keV  gearbeitet. Dadurch ergibt sich ein

wesentlicher Vorteil der nicht-thermischen Elektronenstrahltechnologie im Vergleich zu

13



Grundlagen

Elektronenstrahlprozessen, die im MeV-Bereich arbeiten, da der Temperatureintrag in
das Probematerial in den meisten Anwendungsfillen vernachldssigbar gering gehalten

werden kann.

Elektronenstrahlen konnen sich nur im Vakuum ungehindert ausbreiten. Fiir die nicht-
thermischen Anwendungen unter Atmosphéirendruck werden die erzeugten
Elektronenstrahlen durch das sogenannte Lenard-Fenster in atmosphérische Umgebung
iiberfiihrt. Dort trifft der eBeam auf das Behandlungsgut. Tritt der Strahl durch das
Lenard-Fenster und durchdringt bis zur Probenoberflidche eine gewisse Distanz an Luft,
so kommt es zu Verlusten an Strahlenergie. Die Passage des Luftweges flihrt zudem zu
einer leichten Streuung der Strahlen. Die Strahlausbreitung ist somit nicht mehr direkt
linear sondern als gerichtete Elektronenwolke zu verstehen. Trifft der Elektronenstrahl
auf die Probe, so wird die noch verbleibende Energie teilweise oder vollstindig
abgegeben. Die eingebrachte Energie wird als Dosis bezeichnet und in Gray (Gy) bzw.
Kilogray (kGy) angegeben. Die Oberflichendosis kann mittels Pararosanilin-
Filmdosimeter gemessen werden. Dieses Dosimeter verfarbt sich dosisabhidngig und
wird photometrisch ausgewertet. Weitere Mdglichkeiten sind die Auswertung von
Alanintabletten = mittels  Elektronenspinresonanz ~ oder die  photometrische
Quantifizierung durch andere strahlungssensitive Farbstoffe.

Die auf das Behandlungsgut eingebrachte Dosis ldsst sich hauptsdchlich durch die
Expositionszeit im Strahl, den Abstand zum Strahlaustrittfenster sowie die
Elektronenmenge beeinflussen. Die pro Zeiteinheit eingetragene Dosis entspricht der
Dosisrate. Entscheidend fiir die Eindringtiefe der Elektronenstrahlung in das
Behandlungsgut ist die Beschleunigungsspannung. Strahlerzeuger des Nieder-
spannungstyps konnen bei einer Materialdichte von 1g/cm® eine Eindringtiefe bis
200 um erreichen. Somit ist diese Art der eBeam-Behandlung eine Randschicht- bzw.
Oberflachentechnologie. Sofern die Expositionszeit im Strahl nicht mehrere Minuten
iiberschreitet, kommt es zu keiner signifikanten Erwdrmung der Proben. Typische
Expositionszeiten fiir diese Anwendung bewegen sich in der Groflenordnung weniger

Sekunden.
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Weiterhin stellt die Prozessatmosphére einen wesentlichen Behandlungsparameter dar.
Wie bereits erwéhnt findet die Behandlung an Atmosphérendruck statt. Die Atmosphére
selbst kann dabei aus Umgebungsluft, aber auch diversen anderen Gasen bestehen.
Wichtig ist dieser Aspekt, da es wihrend der Elektronenbehandlung zur Ionisation bzw.
Radikalbildung in der umgebenden Atmosphdre kommt. Durch diesen reaktiven Prozess
werden weitere chemische Prozesse, beispielsweise Bindungsbriiche oder die
Neuausbildung von Bindungen an der Probenoberfliche hervorgerufen. In Abhingigkeit
der Prozessparameter konnen durch reaktive Spezies auch dtzende Wirkungen erzielt
werden. Einen detaillierten Uberblick zu diesen und weiteren Mdoglichkeiten der

Prozesssteuerung bietet das Standardwerk von Schiller, Heisig und Panzer. [104].

3.2.2. Strahlwirkung bei nicht-thermischer Anwendung

Wie bereits in Kapitel 3.2.1 erwidhnt kommt es beim Auftreffen des eBeam auf Materie
zu Wechselwirkungen. Die Elektronen geben ihre kinetische Energie sukzessive iiber
StoBprozesse ab. Atome und Molekiile werden in ihren Elektronenhiillen angeregt oder
ionisiert, wodurch Folgeprozesse ausgelost werden. Die Spaltung von bestehenden
Bindungen kann dabei erst ab Elektronenenergien von wenigen Elektronenvolt erfolgen.
Die Energie der auftreffenden Elektronen wird bis zum Erreichen diese Energie durch
elastische StoBe etc. sukzessive reduziert. Somit konnen dann Bindungen
umstrukturiert, gebrochen oder neu ausgebildet werden. Findet dieser Vorgang direkt
auf und in dem behandelten Material statt, so wird er als direkte Strahlwirkung
bezeichnet. Zusitzlich werden auch durch die indirekte Strahlwirkung Verdnderungen
auf der Oberflache des Behandlungsgutes hervorgerufen. Durchdringen die Elektronen
den Luftweg zwischen Strahlaustrittfenster und Behandlungsgut, so kommt es je nach
umgebender Atmosphire zur Bildung reaktiver Spezies. Vor allem Ionen und Radikalen
kommt dabei eine wichtige Bedeutung zu [104,117]. Die angeregten Spezies
wechselwirken dann ebenfalls mit der Oberfldche des Behandlungsgutes und kdnnen zu
Umstrukturierung, Bruch oder Neuausbildung von chemischen Bindungen fiihren. Zu
den verschiedenen Arten der Strahlwirkung findet sich ein detaillierter Uberblick im

Ubersichtswerk von Schiller, Heisig und Panzer [104].
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3.2.3. Anwendungen in der Medizintechnik

Ionisierende Strahlung ist im Hinblick auf medizinische Aspekte hauptsdchlich
aufgrund ihrer mutagenen Wirkung bekannt. Diese Wirkung kann auch positiv, z.B. in
Form der Strahlentherapie genutzt werden. Hauptsichlich wird der eBeam jedoch
derzeit zu Zwecken der Sterilisation und der Modifizierung medizintechnischer
Oberflachen eingesetzt [118,119]. Die sterilisierende Wirkung beruht auf der Tatsache,
dass dosisabhingig verschiedenartige Zellschddigungen stattfinden, was bis zur
vollstindigen Abtdtung von Mikroorganismen fithren kann. Die gesetzlich
vorgeschriebene  Sterilisationsdosis ist in  der DINENISO 11137-1:2013-12
festgehalten und betrdgt im Regelfall 25kGy. Die Sterilisation mittels nicht-
thermischem eBeam ist aufgrund der begrenzten Eindringtiefe ein Verfahren zur
Oberflachensterilisation [117,120,121]. Neben der Sterilisation ist auch die
Oberflichenmodifizierung mittels eBeam von Interesse fiir die Medizintechnik. Sowohl
die Verbesserung der Biokompatibilitit von Polymermaterialien, als auch die
Anwendung zur Behandlung biologischer Materialien sind derzeitig Gegenstand
zahlreicher Forschungsarbeiten [122—126]. Dabei birgt die sterilisierende Wirkung als

Begleiteffekt der eBeam-Behandlung zusétzlichen Nutzen.

3.3. Wechselwirkung von Zellen mit Oberflichen

Die Adhésion und das Anwachsen von Zellen auf der Oberfldache bilden die Grundlage
fiir die ordnungsgeméiBe Integration von Implantaten [3,127]. Die Zelladhdsion basiert
auf der zeitlich vorgeschalteten Ausbildung einer Proteinschicht (protein adsorption
layer, PAL) [128]. Dem PAL wiederum geht die Adsorption von Ionen und Molekiilen
voraus [1]. Die Proteinadsorption erfolgt zunidchst durch Proteine mit geringem
Molekulargewicht. Diese werden dann partiell oder vollstindig durch Proteine mit
hoherem Molekulargewicht und stirkerer Oberflachenaffinitét ersetzt. Dieser Vorgang
wird als Vroman-Effekt bezeichnet [129]. Proteine unterscheiden sich hinsichtlich ihres
Adsorptionsverhaltens. Dabei gibt es verschiedene Ansichten, ob die Adsorption auf
hydrophoben [3,4,10,128,130] oder hydrophilen [128,131] Oberflichen bevorzugt
stattfindet. Um eine ordnungsgemédfe Zelladhdsion und Spreitung zu unterstiitzen, ist

die Proteinadhdsion im aktiven Zustand grundlegend. Dafiir wiederum sind
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Oberflachenpolaritit und -ladung entscheidend [128,132]. Doch auch das
Substratmaterial selbst hat bei gleicher Polaritdit und Ladung Einfluss auf die
Adsorption [132,133]. Durch hydrophobe Wechselwirkungen kann es zu
Konformationsdnderung und Denaturierung der Proteine kommen, da hydrophobe
Gruppen und Bereiche zumeist im Proteinkern eingeschlossen sind [128,134].

Auch die Hdrte* eines Proteins trigt maBgeblich zu Art und Umfang der Adsorption
bei. Die sogenannten weichen Proteine adsorbieren prinzipiell hdufiger und auch
schneller, vollziehen dabei aber oft strukturelle Anderungen, die bis zum
Funktionsverlust fiihren konnen. Wohingegen die sogenannten harten Proteine meist im
nativen Zustand, dafiir aber seltener adsorbieren [135,136]. Treibende Kraft der
Proteinadsorption ist die Zunahme der Entropie des Gesamtsystems [128,129,137],
wobei nicht nur die chemische funktionelle Beschaffenheit der Oberfliche von
malBgebender  Bedeutung  ist, denn  auch  Materialeigenschaften  und
Oberflachenstrukturen konnen die Adhésion gezielt beeinflussen [4,128,138—142].
Dabei iiberwiegen die oberflichenchemischen FEigenschaften gegeniiber den
topographischen in ihrer Wirkung auf die Protein- und Zelladhdsion [78]. Die
Proteinadsorption  erfolgt {liber  Substratwechselwirkungen in  Form  von
Wasserstoftbriicken, ionischen und hydrophoben Wechselwirkungen sowie Van-der-
Waals-Wechselwirkungen. Somit handelt es sich um einen reversiblen Prozess und
keine kovalente Anbindung der Molekiile [134]. Die nachfolgende Zelladhision hingt
mafgeblich von Qualitit und Quantitdt des PAL ab [4,127,128], doch auch die
raumliche Anordnung der bindungsvermittelnden Proteine stellt dabei einen wichtigen
Faktor dar [131,143,144].

Die Adhésion von Zellen auf dem PAL wird iiber Membranproteine realisiert. Zu den
wichtigsten Membranproteinen gehoren unter anderem die Integrine. Diese bilden eine

allosterische Verbindung zwischen extrazellulirem Raum und Zellinnerem aus. Im

2 Proteine kénnen hinsichtlich ihrer Strukturstabilitit in harte und weiche Proteine unterteilt werden.
Harte Proteine weisen durch ihre molekulare Struktur eine starke Konformationsentropie auf und sind
damit nur eingeschrdinkt in der Lage strukturelle Verdnderungen zu vollziehen, wodurch auch die
Adsorption auf festen Oberfldchen erschwert wird. Im Gegensatz dazu konnen weiche Proteine auf
zahlreichen Oberfldchen adhdrieren, da sie in der Lage sind sich den gegebenen Oberflicheneigen-
schaften durch strukturelle Verdnderungen anzupassen [135].
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extrazelluldren Raum interagieren sie hauptsichlich mit dem RGD-Bindungsmotiv® von
z.B. Typ-IIl Fibronektin oder Vitronektin [127,145-148]. Doch auch das
Zusammenspiel mit weiteren Faktoren ist auf zahlreichen Materialien (z.B. Titan)
grundlegend fiir die RGD-gekoppelte Zelladhision [142,149]. Ein Uberangebot an
RGD-Motiven kann negative Folgen haben und z. B. die Zellproliferation einschrianken
[128]. Fiir eine natiirliche Proliferation durchlaufen die Zellen den aus G1-, S- und
G2/M-Phase bestehenden Zellzyklus, an dessen Ende die Zellteilung vollzogen wird.
Dabei 16sen sich die Zellen in der G2/M-Phase von der Oberfliche ab, um die
endgiiltige physiologische Teilung durchzufithren [127,147]. Kann das Abldsen
aufgrund zu starker Wechselwirkung mit der Oberfldche nicht erfolgen, so wird eine
weitere Proliferation unterbunden. Im Zellzyklus erfolgt ein sogenannter G2/M-Arrest
[150].

Eine Verdnderung der Zelladhdsion kann auch durch Konformationséinderung der
adsorbierten Proteine verursacht werden. Dies kann beispielsweise geschehen, wenn
Wasserstoftfbriicken zwischen Protein und Oberflidche ausgebildet werden, wodurch die
Sekundirstruktur des Proteins verdndert werden kann. Auch dann kommt es zur
Proteinentfaltung bzw. -denaturierung. Die Folgen unzureichender Zelladhédsion
resultieren fiir die meisten Zellarten im apoptotischen Zelltod [128,128,151]. Auch die
Differenzierung von Stammzellen ist maBgeblich von Adhédsion und Zellspreitung
abhingig [10], somit kann iiber Oberflichenchemie und -topographie auch die

Zelldifferenzierung gezielt beeinflusst werden [152].

3.4. Implantate — Anwendungsbeispiel Hiiftendoprothese

Eines der am hdufigsten eingesetzten Implantate ist die Hiiftendoprothese. Im Jahr 2012
wurden deutschlandweit knapp 212.000 Hiiftprothesen-Operationen durchgefiihrt. Der
alterungsbedingte Austausch erfolgt oft bereits nach 10 bis 15 Jahren, wodurch heute

bereits jahrlich tiber 35.000 Revisionsoperationen durchgefiihrt werden miissen. Die

3 Das RGD-Bindungsmotiv besteht aus drei Aminosiuren: Arginin, Glycin und Asparaginsiure. Im
Einbuchstabencode: R-G-D. Diese Sequenz kommt in zahlreichen extrazelluldren Matrixproteinen (z.B.
Fibronektin) vor. Uber Zellmembranproteine (z.B. Integrine) erkennen Zellen dieses Motiv und binden
dariiber an das entsprechende extrazelluldre Protein, wodurch eine Zelladhdsion vermittelt wird [127].
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Wahrscheinlichkeit sich bereits innerhalb der ersten zwei Jahre nach Implantation einer

Revisionsoperation unterziehen zu miissen, liegt bei tiber 3% [153,154].

Die Hiiftendoprothese gehort zu den lasttragenden orthopddischen Implantaten und
muss daher enormen materialtechnischen Anspriichen gerecht werden [3]. Neben der
optimalen Kraftiibertragung zwischen Knochenmaterial und Implantat sind hohe
Verschleififestigkeit im Gelenkbereich sowie die Langzeitstabilitit der verwendeten
Materialien von groBer Bedeutung. Zahlreiche Forschungsarbeiten beschiftigen sich
daher mit der Verbesserung der Reib-Gleiteigenschaften des Kugelgelenks, wobei
bereits verschiedene Gleitpaarungen und Beschichtungstechnologien zum Einsatz
kommen [155-161].

Der Einfluss des Kraftiibertrages zwischen Implantat und Knochengewebe zeigt sich
besonders deutlich bei Komplikationen in Zusammenhang mit dem sogenannten stress
shielding von zementfrei eingesetzten Prothesen [162]. Findet dabei aufgrund
unterschiedlicher mechanischer Eigenschaften von Knochen und Implantatmaterial ein
unphysiologischer Kraftiibertrag statt, so kommt es zur Knochendegeneration und
-umstrukturierung, was in der Folge zur aseptischen Lockerung des Implantates fithren

kann [163].

Mit Losungsansitzen fiir das Problem der aseptischen Implantatlockerung beschéftigt
sich die Fraunhofer Gesellschaft in dem Leitprojekt Theranostische Implantate [23].
Darin soll unter anderem ein Konzept fiir Hiiftendoprothesen entwickelt werden, bei
dem nach Lockerung eine Wiederverankerung des Implantates im Knochen ohne
operativen Eingriff erfolgt. Fiir die Wiederverankerung sollen Aktoren auf Basis von
Formgedéchtnislegierungen (FGL) genutzt werden. An diese Bauteile werden neben der
Biokompatibilitidt hohe Funktionsanspriiche gestellt. Um die Funktionsweise des Aktors
optimal zu unterstiitzen, muss auf dessen Oberfliche das Anwachsverhalten von Zellen
gezielt beeinflusst werden. Das bedeutet, dass auf der Oberfliche Bereiche generiert
werden miissen, die die Zelladhésion fordern wohingegen in direkter Nachbarschaft die
Zelladhésion verringert oder vollstindig unterbunden werden muss. Eine weitere
Herausforderung stellt das Material des Aktors dar. Die Formgedichtniseigenschaften
dieses Materials basieren auf einem hohen Anteil an Nickel, welches eines der
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bekanntesten Allergene darstellt [164]. Aus diesem Grund sollte ein direkter
Gewebskontakt vermieden werden. Auf die Verwendung von FGL im
medizintechnischen Bereich und die Problematik Nickel wird im folgenden Kapitel

eingegangen.

3.5. Formgedéchtnislegierungen auf Nickel-Titan-Basis

Als Formgedichtniseffekt wird die Eigenschaft eines Materials bezeichnet, eine
antrainierte Grundform nach mechanischer Deformation durch einen energetischen
Stimulus wieder anzunehmen. Zu Materialien mit diesen Eigenschaften zéhlen
zahlreiche Legierungen, wie zum Beispiel AuCd, CuZnAl, CuAINi, FeMnSi, NiTi oder
NiMnGa [165]. In der industriellen und auch der medizintechnischen Anwendung sind

vor allem Nickel-Titan-Legierungen zahlreich vertreten [166].

3.5.1. Als Implantatmaterial

Die wichtigste Eigenschaft der Nickel-Titan-Legierungen, welche auch als
Formgedéchtnislegierungen (FGL) bekannt sind, ist die Fahigkeit eine antrainierte
Ausgangsform wieder anzunehmen, wenn sie einer bestimmten Temperatur oder einem
magnetischen  Stimulus  ausgesetzt ~ werden. Dieser  Prozess wird als
Formgedéachtniseffekt bezeichnet und verleiht der FGL eine scheinbare Dehnbarkeit, die
die Verformbarkeit vergleichbarer Legierungen um bis zu eine GroBenordnung
ibertrifft [3]. FEine detaillierte Ubersicht zu den dabei stattfindenden
Phasenumwandlungen sowie der Verdnderungen der Kristallstrukturen wird in der
Review von Jani et al. gegeben [167]. Je nach Elastizititsverhalten wird in drei
Untergruppen der FGL unterschieden: 1) Legierungen mit Ein-Weg-Effekt,
2.) Legierungen mit Zwei-Weg-Effekt, 3.) Legierungen mit pseudo- bzw.
superelastischem Verhalten. Entscheidend fiir das Elastizitdtsverhalten ist das
Mischungsverhiltnis von Nickel und Titan [165].

Haupteinsatzgebiet fiir FGL ist die Nutzung als Aktor. Das Applikationsfeld erstreckt
sich iiber Robotik und die Automobilindustrie bis hin zur Medizintechnik [168]. Im

Medizintechnik-Sektor werden FGL bereits erfolgreich als Stentmaterial genutzt [71].
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Dabei wird der Stent im schmal gefalteten Zustand in das Blutgefall eingefiihrt. Das
Entfalten des Stents am Endpunkt wird dann iiber die Formgedachtnisfunktion und
durch Aktivierung iiber die Korperwérme realisiert [169,170]. Auch Knochenfixateure
werden auf FGL-Basis gefertigt. Die Formgedéchtnisfunktion erleichtert dabei das
prizise Andocken von Knochenbruchstellen. Ebenso werden FGL fiir Cochlea-
Implantate genutzt [171]. Die Aktivierung der FGL-Verformung erfolgt meist tiber die
Korperwiarme [166]. Trotz der diversen medizintechnischen FEinsatzgebiete wird
zunehmend iiber Komplikationen in Zusammenhang mit dem enthaltenen Nickel

berichtet [3,172].

In der vorliegenden Arbeit sollen Aktoren auf FGL-Basis fiir intelligente
Hiiftendoprothesen als Anwendungsbeispiel fiir modifizierte DLC-Beschichtungen
herangezogen werden. Dabei soll vor allem der Austritt von Nickelionen durch die
Barrierewirkung der DLC-Beschichtung verringert werden. Zusitzliche sollen durch die
Modifizierung mittels eBeam verschiedene Oberflaichenfunktionen geschaffen werden.
Wie bereits erwéhnt, ist die Barrierewirkung gegentiber dem Austritt von Nickelionen
dabei von hohem Interesse, da Nickel als Element mit dem hdochsten allergenen
Potential gilt und zudem im Verdacht steht krebserregend zu wirken [164]. Uber starke
toxische Wirkungen bei direktem Gewebekontakt und Thrombozytenaktivierung wird
ebenfalls berichtet [3,173]. Sogar die Verengung von Blutgefilen und die damit
einhergehende Gefahr fiir GefdBverschliisse wurde in direktem Zusammenhang mit
Nickelexposition beobachtet [174].

Bei FGL-Bauteilen wird der Austritt von Nickelionen meist durch die Struktur der
oberflachlich gebildeten Oxidschicht bestimmt. Da diese Oxidschicht einem stindigen
Zyklus der Umstrukturierung unterliegt, kann die Intensitit der Ionenfreisetzung
zeitlichen Schwankungen wunterliegen [175]. Es wird bereits versucht in
Nachbehandlungsprozessen wie z. B. Elektropolieren diese Oxidschicht weiter zu
verstirken und so die  Biokompatibilitit = durch  Verringerung  der
Thrombozytenaktivierung sowie des allergenen Potentials zu verbessern [176,177].
Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass die Nickelionenfreisetzung mafigeblich
von der  verwendeten  Geometrie @ des  Bauteils, dem  genutzten

Oberflachenbearbeitungsverfahren und dem im Einsatzgebiet umgebenden Medium
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abhéngig ist [175]. Daher ist zu beachten, dass nach Operationen eventuell auftretende
Entziindungsreaktionen zu einer pH-Absenkung im umgebenden Gewebe fiihren [142].
Auch dies kann eine stirkere Freisetzung von Nickelionen hervorrufen [175,178]. Der
Ionenaustritt ist unter statischen Bedingungen (keine Verformung der FGL) aufgrund
der schiitzenden Oxidschicht gering. Es entwickelt sich schnell eine konstante, relativ
geringe Nickelkonzentration im Umgebungsmedium. Hingegen steigt bei Verformung
oder Bewegungen im Mikrobereich die Konzentration kontinuierlich an und es kdnnen
lokal zytotoxische Werte erreicht werden [165]. Diese Tatsache zeigt, dass eine
schiitzende Barriereschicht unerlédsslich ist, da die Aufgabe der FGL-Aktoren im

Anwendungsbeispiel auf deren Verformung basiert.

3.5.2. Beschichtung mit DLC

Mit der vermehrten Nutzung FGL-basierter medizintechnischer Anwendungen wird
auch eine Zunahme der Nickelsensitivitdt und allergischer Reaktionen beobachtet [179].
Dies verdeutlicht den Vorteil dehnungstoleranter und zugleich biokompatibler
Schutzschichten. Die Nutzung von DLC-Beschichtungen auf FGL fiir medizinische
Anwendungen dient daher zunéchst der Verbesserung des Korrosionsverhaltens sowie
der Verringerung des Austritts toxischer Bestandteile wie Nickelionen [42,180-183].
Da sich ein groBes Einsatzgebiet der FGL auf die Nutzung als intravaskulare Stents
bezieht (Vergl. Kapitel 3.5.1), spielt auch die Verbesserung der Himokompatibilitit
eine wichtige Rolle [15,21,168,184,185]. Jones et al. beschiftigten sich in gleichem
Zusammenhang mit den Barriereeigenschaften von DLC-Schichten und einer
Steigerung der Barrierefunktion durch die Inkorporation von Silicium [70].

Aufgrund der hohen Flexibilitdt von DLC-Beschichtungen ist auch bei Verformung der
FGL eine Barrierewirkung gesichert. Beispielsweise konnte durch Dotierung eine
Schichtdeformation bis zu 10 % unter Dehnungsbeanspruchung toleriert werden [186].
Wichtig ist dabei die unverdnderte Funktion der FGL hinsichtlich der durch den Aktor
wirkenden Kraft bei Verformung. Auch hier konnte bereits belegt werden, dass diese
Eigenschaften durch eine DLC-Beschichtung nicht beeintrdchtigt werden [168].
Aufgrund der guten Reib-Gleiteigenschaften fithrten DLC-Beschichtungen auf Stents zu
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einer Verbesserung der Performance wihrend der intrakorporalen Entfaltung, was sich

zusitzlich positiv auf deren Langzeitstabilitdt auswirkte [187].
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4. Material und experimentelle Methoden

4.1. Vorgehensweise und Probendefinition

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Abschnitte untergegliedert. Ziel ist die Auswahl einer
Abscheidemethode fiir Beschichtungen aus diamantdhnlichem Kohlenstoff (DLC) fiir
das medizintechnische Einsatzgebiet. Die Beschichtungen sollen als biokompatible
Barriereschichten dienen, wobei deren Modifizierung mittels Elektronenstrahl (eBeam)

eine gezielte Steuerung der Zelladhdsion ermdglichen soll.

Der erste Abschnitt dieser Arbeit beschéftigt sich mit dem Vergleich verschiedener
Abscheidemethoden fiir DLC-Beschichtungen und fiihrt zur Auswahl der fiir das
medizintechnische Anwendungsgebiet geeignetsten Abscheidemethode. Im zweiten
Abschnitt werden die ausgewidhlten DLC-Beschichtungen mittels eBeam modifiziert.
Die Mechanismen und Grenzen der Modifizierung sowie deren Stabilitdt werden
bewertet. Die Biokompatibilitit und -funktionalitit der modifizierten Schichten wird
anhand ausgewahlter zellbiologischer Methoden sowie humaner Zellen und Zelllinien
untersucht. Anhand des Anwendungsbeispiels der Hiiftendoprothese mit integrierten
Aktoren auf Basis von Formgedachtnislegierungen (FGL) wird der praktische Bezug
hergestellt. Auf den FGL sollen die DLC-Schichten als biokompatible Barriere
fungieren, um den Austritt von Nickelionen zu verringern. Um die Ubertragbarkeit auf
das FEinsatzgebiet der Hiiftimplantate zu gewdhrleisten, wird die osteogene

Differenzierung mit mesenchymalen Stammzellen iiberpriift.

In Abbildung 3 ist die beschriebene Vorgehensweise in schematischer Form dargestellt.
Aufgrund der verschiedenen Abscheidemethoden fiir die DLC-Schichten sowie die
Modifizierung dieser verschiedenen Schichten ergibt sich eine Probenmatrix, fiir deren
Bezeichnung in der vorliegenden Arbeit die in Tabelle 1 aufgefiihrten Abkiirzungen und

Farbcodierungen genutzt werden.
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Abbildung 3: Methodische Vorgehensweise der vorliegenden Arbeit
Dargestellt ist der schematische Ablauf zur Vorgehensweise. Ziel ist die Auswahl einer Abscheidemethode fiir
diamantihnlichen Kohlenstoff (DLC) und deren Modifizierung mittels Elektronenstrahl (eBeam), um variierende
Funktionsanspriiche hinsichtlich Zelladhdsion auf dem Anwendungsbeispiel Formgeddchtnislegierung (FGL) zu

bedienen.

Tabelle 1: Probenbezeichnung und Farbcodierung

Abscheidemethode eBeam-Modifizierung AbKkiirzung Farbcode
Plasma Assisted Chemical - PA-CVD
Vapor Deposltlon 100 kGy PA-CVD_IOO
500 kGy PA-CVD_500
Physical Vapor Deposition- - PVD-Spu
Magnetron- 100 kGy PVD-Spu_100
Sputterverfahren
500 kGy PVD-Spu_500
1000 kGy PVD-Spu_1000
Physical Vapor Deposition- - PVD-Arc
Lichtbogenverdampfen 100 kGy PVD-Arc 100
500 kGy PVD-Arc 500
1000 kGy PVD-Arc 1000
Physical Vapor Deposition- - PVD-Arcfil
. gefiltertes 100 kGy PVD-Arcfil_100
Lichtbogenverdampfen
500 kGy PVD-Arcfil_500
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4.2. Beschichtungssubstrate und Probengeometrie

Als Beschichtungssubstrat wurde chirurgischer Edelstahl mit der Werkstoff-Nr.: 1.4301
(entsprechend DIN EN 10088-3) gewdhlt. Zwei unterschiedliche Probengeometrien
wurden hergestellt und anschlieBend iiber die in Kapitel 4.3 genannten
Abscheideverfahren mit DLC-Beschichtungen ausgestattet. Die Probengeometrie fiir
die Versuche der Zellkultur wurde als Wellplatte konzipiert. Dazu wurden auf einer
Edelstahl-Grundplatte (50x50 mm) vier zylindrische Vertiefungen mit einem
Durchmesser von 21 mm und einer Héhe von 3,5 mm eingearbeitet (Abbildung 4 a).
Die Zellen kamen somit ausschlielich mit der zu untersuchenden Beschichtung in
Kontakt, da durch die komplette Beschichtung dieser Substrate die Zellkulturversuche
unter Ausschluss von Fremdkontakt durchgefiihrt werden konnten. Die 4-Wellplatten-
Proben wurden fiir die Untersuchungen in Kapitel 5.1.2, 5.1.3, 5.3 und 5.4.1 verwendet.
Fiir oberflichenanalytische Tests wurden runde Flachproben mit einem Durchmesser
von 15 mm verwendet (Abbildung 4 b). Diese Proben wurden in Kapitel 5.1.1, 5.1.3
und 5.2 genutzt.

b) i

Abbildung 4: Beschichtungssubstrate aus chirurgischem Edelstahl und Probengeometrie

Dargestellt sind Beschichtungssubstrate aus chirurgischem Edelstahl mit entsprechender Probengeometrie
(Ldngenangaben in mm); a) 4-Wellplatte, Formgebung adaptiert von Standard Zellkulturplatten (12-Well) werden
fiir zellbiologische Untersuchungen genutzt. Die komplette Beschichtung der 4-Wellplatten erméglicht den
ausschliefflichen Kontakt der Zellen mit der Beschichtung. Das Loch an der linken oberen Ecke dient zur
Probenhalterung wihrend des Beschichtungsvorganges. b) Flachproben fiir oberflichenanalytische Untersuchungen,
die Proben wurden einseitig beschichtet.
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Fiir die Untersuchungen zur Barrierewirkung mit dem Anwendungsbezug der FGL-
Aktoren wurden FGL-Proben mit der basierend auf den Ergebnissen des ersten
Abschnittes  ausgewdhlten  Abscheidemethode (PVD-Spu) beschichtet. Die
Abscheideparameter blieben daflir unveréndert. Es wurden rechteckige Flachproben
(57x23 mm) verwendet. Die Proben wurden fiir die Untersuchungen in Kapitel 5.4.2
verwendet. Die FGL (Memry GmbH, Mat.Nr.: CX-2369) besitzen Formgedéchtnis-
Eigenschaften, wodurch sie fiir den Einsatz in sogenannten intelligenten Implantaten
pridestiniert ist. An dieser Stelle ist die DLC-Beschichtung sinnvoll, da aus der
Literatur bekannt ist, dass diese Schichten bis zu 10 % an Verformung tolerieren (siche
Kapitel 3.5.2), eine biokompatible Oberflache darstellen und zudem eine Verringerung

des Austritts von allergen wirkenden Nickelionen bewirken kénnen.

4.3. Beschichtungsverfahren

Fir die Abscheidung von DLC-Beschichtungen mit unterschiedlichen
Schichteigenschaften wurden die in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Abscheideverfahren
genutzt: PA-CVD, PVD-Spu, PVD-Arc und PVD-Arcfil. Die Schichten unterschieden
sich hinsichtlich ihrer sp* und sp’-Bindungsanteile sowie des Wasserstoffgehaltes,
wobei zwei der Abscheidemethoden wasserstofthaltige Beschichtungen erzeugten und
die zwei anderen Abscheidemethoden wasserstofffreie Schichten. Eine grobe Einteilung
der Beschichtungen kann anhand von Abbildung 2 erfolgen.

Die Abscheidung der DLC-Beschichtungen fiir die vorliegende Arbeit erfolgte durch
die Europ Coating GmbH im Rahmen des SMWK-geforderten Kooperationsprojektes
DLC-Bio-MIC [41], dafiir wurden die in Abbildung 2 Dbeschriebenen
Abscheideverfahren genutzt. Die folgende Tabelle 2 gibt zusammenfassend eine
Ubersicht zu den Parametern der genutzten Abscheideverfahren. Die aufgebrachten
Schichtdicken wurden iiber die jeweiligen Abscheideraten und -zeiten auf mindestens

1 um festgelegt.
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Tabelle 2: Abscheideverfahren und -parameter fiir die DLC-Schichten der vorliegenden Arbeit

Abkiirzung .
- Herge- . Prozess- Abschei-
Abscheideverfahren fu.r die stellt Schich Quelle druck Prozess- derate
vorliegende durch ttyp [mbar] gas [pm/min]
Arbeit
Plasmaunterstiitzte PA-CVD EC a-C:H C,H, ca. 0,5 Ar/C,H, ca. 0,1
CVD
Magnetronsputtern PVD-Spu EC a-C:H | C-Target | ca.10? Ar ca. 0,02
Lichtbogenver- PVD-Arc EC ta-C | C-Target | ca. 107 ohne ca. 0,1
dampfen
Lichtbogenverdampf- PVD- EC ta-C | C-Target | ca.10? ohne ca. 0,01
en gefiltert Arcfil

4.4. Elektronenstrahlmodifizierung

Fiir die eBeam-Modifizierung wurde die Technikumsanlage REAMODE des Fraunhofer
FEP genutzt. Diese zdhlt mit einer Beschleunigungsspannung von 150 bis 200 kV zum
Typ der Niederspannungsbeschleuniger [104]. Zur Bestimmung der eingebrachten
Dosis wurden Pararosanilin-Filmdosimeter verwendet, die mit der Software Risé Scan
von RisO0 (Technical University of Denmark, Center for Nuclear Technologies)

ausgewertet wurden. Dem Auswertesystem liegt die ISO/ASTM 51275:2013 zugrunde.

Die DLC-Beschichtungen wurden mit Zieldosen von 25 bis 1000 kGy behandelt. Alle
Zieldosen tiiber 25kGy wurden durch FEinzelbestrahlungen mit jeweils 50 kGy
kumuliert. Fiir die Applikation von 50 kGy wurden die in Tabelle 3 aufgefiihrten
Prozessparameter genutzt. Fiir die Applikation von 25kGy wurde die
Verfahrgeschwindigkeit halbiert. Neben Luft kamen auch Stickstoff, 21 %iger

Sauerstoff und 10 %iger Wasserstoff (Varigon H10) als Prozessgase zum Einsatz.

Tabelle 3: Ubersicht der Prozessparameter zur eBeam-Behandlung der DLC-Schichten

Beschleunigungsspannung 150kV
Strahlstrom SmA
Verfahrgeschwindigkeit unter dem eBeam 130 mm/s
Abstand zum Strahlaustrittsfenster 45 mm
Prozessdruck ca. 100 kPa (Umgebungsdruck)
Prozessgas Lulft, Stickstof.f, Sauerstoff-Argon-Gemisch
(20:80), Varigon H10
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Entsprechend der theoretischen Betrachtung zur Eindringtiefe des eBeam (s. Kapitel
3.2), wird die ca. 1 um dicke DLC-Beschichtung mit den gewihlten Prozessparametern

vollstédndig durchstrahlt.

4.5. Charakterisierung der Oberflachenmorphologie und mechanischer

Parameter

Ziel bei der eBeam-Modifizierung der DLC-Beschichtungen ist die definierte
Verdnderung der biologischen Reaktion auf diesen Oberfldchen. Dies soll iiber die
Beeinflussung der Zelladhdsion erfolgen. Da sowohl chemisch/energetische als auch
morphologische  Eigenschaften diesen Vorgang beeinflussen, wurde die

Oberfliachenanalytik basierend auf diesen ausgewéhlten Schwerpunkten durchgefiihrt.

4.5.1. Rasterelektronenmikroskopie

Fiir die Dokumentation der Schichtstruktur wurde das Rasterelektronenmikroskop DSM
962 der Firma Zeiss Germany mit einer Beschleunigungsspannung von 15kV
verwendet. Alle Proben wurden im Winkel von 45° zum Strahl platziert, zur
Bilderzeugung wurden die Sekundérelektronen genutzt.

Die Aufnahmen entstanden mit freundlicher Unterstiitzung durch Lysann Kenner,

Mitarbeiterin des Fraunhofer FEP, Medizinische Applikationen.

4.5.2. Weilllichtinterferometrie

Die Bestimmung des Mittenrauwertes Ra erfolgte mittels WeiBlichtinterferometrie
(WLI). Die WLI ist eine optische Methode zur dreidimensionalen Abbildung von
Oberfldachen sowie der Bestimmung von RauheitskenngréfSen. Die Hohenauflosung der
Methoden betragt einige Nanometer. Eine detaillierte Beschreibung der Methode findet
sich in der Publikation von Naganuma et al. [188]. Die Datenerfassung erfolgt {iber
sogenannte Korrelogramme. Das Oberfldchenprofil der Proben wird softwaregesteuert
analysiert und verschiedene statistische Daten werden extrahiert. Ein Beispiel ist der
Mittenrauwert Ra. Zur Ermittlung dieses Wertes wird durch das Profil der

Probenoberfliche eine Mittelebene errechnet, deren Abstand zu dariiber oder darunter
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befindlichen Unebenheiten minimal sein soll. Der Mittenrauwert ergibt sich dann als
arithmetischer Mittelwert der Abweichungen (Unebenheiten) zu dieser Mittellinie.

Fiir die WLI-Messung wurde das Gerdt smart WLI extended der Firma Schaefer
Technologie GmbH (Langen) mit der Software smart WLI (Version 2.1.1) genutzt. Auf
den Proben wurden jeweils drei unabhingige Messungen durchgefiihrt. Zur Auswertung
stand die Software MountainsMap® Impaging Topography (Version 6.2.6561) zur
Verfiigung.

4.5.3. Kalottenschliff

Die Dicke der abgeschiedenen DLC-Beschichtungen wurde mittels Kalottenschliff
entsprechend DIN EN 1071 Teil 2 ermittelt. Dabei wird in die beschichtete Probe durch
eine rotierende Stahlkugel eine kalottenformige Kontur bis auf das beschichtete Substrat
geschliffen. Dadurch entsteht in der Projektion eine Verbreiterung der Beschichtung,
die dann mikroskopisch ausgemessen werden kann, um die Schichtdicke zu berechnen.

Es wurde mit dem Gerdt Calotest (CSEM) gearbeitet, die Auswertung erfolgte
mikroskopisch (Metallux 3, Leitz; DHS-Bilddatenbank). Die Schichtdicke wurde aus
den Abmessungen der Kugel sowie der geschliffenen Kalotte berechnet. Dabei
entspricht die Schichtdicke (h) dem Produkt aus x (Schliffbreite) und vy
(Innendurchmesser des Schliffs) dividiert durch den Durchmesser D der schleifenden

Kugel (Abbildung 5).

_r)
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Abbildung 5: Prinzip der Schichtdickenberechnung mittels Kalottenschliff

Dargestellt ist das Prinzip zur Berechnung der Schichtdicke tiber das Kalottenschliff-Verfahren. Die schleifende
Kugel verursacht das dargestellte Schliffbild, welches mit den angegebenen Parametern Schliffbreite (x) und
Schliffinnendurchmesser (y) mikroskopisch vermessen werden kann, um daraus unter Einbezug des
Kugeldurchmessers (D) die Schichtdicke zu ermitteln.
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4.5.4. Rockwelltest

Zur Bestimmung der Haftfestigkeit wurde der Rockwelltest genutzt, wodurch die
Beschichtungen in Anlehnung an die VDI-Richtlinie 3824 in sechs verschiedene
Haftfestigkeitsklassen eingeteilt werden konnen. Fiir die Haftfestigkeitsmessung kam
ein Rockwell C Indentor mit Diamantpriiftkorper zum Einsatz. Die anschlieBende
Bewertung erfolgte durch Lichtmikroskopie und Einteilung in Haftfestigkeitsklassen
(HF) entsprechend Abbildung 6.

zulassig

4— nicht zuldssig

? Rissnetzwerk E adhasive Schichtausbriiche
(Freilegung des
Grundwerkstoffes)

Abbildung 6: Beurteilung der Schichthaftung nach Haftfestigkeitsklassen

Dargestellt sind die moglichen Riss- und Delaminationsbilder, welche sich nach Anwendung des Rockwelltests auf
der Beschichtung ergeben konnen. Entsprechend wird die Hafifestigkeit einer Beschichtung auf dem jeweiligen
Substrat zugeordnet [189].

4.5.5. Tribometermessung

Die Reibung wurden mittels oszillierendem Tribometer (Fh-AIS Erlangen) mit einem

Gegenkorper aus 100 Cr6 bzw. einer WC-Kugel mit 5 mm Durchmesser untersucht
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(Abbildung 7). Die Normalkraft (Fn) betrug 2N bei einer Frequenz von 2,5 Hz und
einer Amplitude von 2 mm. Es wurden 10.000 Zyklen gefahren.

| Normalkraft Fy, =0.3...5N |

|

1...12Hz

Verschleitvolumen i —

Reibungskraft F
o

Abbildung 7: Prinzip der Tribometermessung [41]

Dargestellt ist das Prinzip der Tribometermessung zur Ermittlung der Reibungszahl. Die Messkugel mit 5 mm
Durchmesser oszilliert mit einer Normalkraft von 2 N und einer Frequenz von 2,5 Hz auf der zu priifenden
Oberfliche. Die Amplitude betrigt dabei 2mm und der gesamte Messvorgang umfasst 10.000 Zyklen. Die
Reibungskraft kann iiber einen Sensor detektiert werden und dient mit der Normalkraft zur Ermittlung der
dimensionslosen Reibungszahl.

Die Reibungskraft Fr wird mit einem Sensor gemessen. Die Reibungszahl berechnet
sich aus dem Verhiltnis der Reibungskraft (Fr) zur Normalkraft (FN).

Die Untersuchungen mittels Kalottenschliff, Rockwelltest und Tribometer wurden im
Rahmen eines SMWK-geforderten Kooperationsprojektes zwischen Fraunhofer FEP
und der Europ Coating GmbH beim Projektpartner Europ Coating durchgefiihrt
(Fordernummer 100106122; [41]).

4.6. Chemisch/energetische Oberflachencharakterisierung

Ziel bei der eBeam-Modifizierung der DLC-Beschichtungen ist die definierte
Verdnderung der biologischen Reaktion auf diesen Oberfldchen. Dies soll iiber die
Beeinflussung der Zelladhdsion erfolgen. Da sowohl chemisch/energetische als auch
morphologische  Eigenschaften diesen Vorgang beeinflussen, wurde die

Oberfldachenanalytik basierend auf diesen ausgewdhlten Schwerpunkten durchgefiihrt.

4.6.1. Raman-Spektroskopie

Mittels Ramanspektroskopie konnen Aussagen iiber die chemische Zusammensetzung

der DLC-Beschichtungen getroffen werden. Von besonderem Interesse war die
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Entwicklung der sp>-Bindungsanteile nach eBeam-Behandlung, da es laut Aizawa et al.
und Liu et al. zu einer Graphitisierung der DLC-Schichten kommen kann [98,100]. Eine
umfangreiche Ubersicht zur Ramananalytik von DLC-Schichten findet sich in den
Veroffentlichungen von Ferrari & Robertson sowie Gradowski et al. [190-193].

Die Ramananalytik erfolgte mit freundlicher Unterstiitzung durch Herrn Hagen
Griittner, Laserinstitut der Hochschule Mittweida. Die Messungen wurden an einem
iRaman der Firma B&W Tek durchgefiihrt. Die Laseranregung erfolgte mit einem
Schmalbandlaser bei 532 nm. Die Datenverarbeitung erfolgte mit Origin Pro 9.1G.
durch eine lineare Basislinienkorrektur und zweifache Glittung, anschlieBend wurden
die Spektren normiert und es erfolgte eine Peakentfaltung mittels GauB3-Fit in G- und

D-Peak-Position

4.6.2. Photoelektronenspektroskopie

Mittels Photoelektronenspektroskopie (XPS) konnen Aussagen zur chemischen
Zusammensetzung der DLC-Beschichtungen generiert werden. Neben der
Ramanspektroskopie stellt die XPS eine weitere Moglichkeit zur Ermittlung der
Stochiometrie von sp-, sp>- und CO-Bindungsanteilen dar. Fiir die Messungen wurde
das Oberflichenanalysesystem HVD 2000 (Hochvakuum Dresden GmbH, 1990)
genutzt. Die generierten Daten wurden mit dem Programm XPSPEAK (Kwok, R. W. M.
"XPS Peak Fitting Program for WIN95/98 XPSPEAK Version 4.1." Department of
Chemistry, The Chinese University of Hong Kong (2000)) gefittet. Die Anpassung der
Linienform erfolgte mit einer GauB3-Lorentz-Mischfunktion. Zur Darstellung der Anteile
von sp’-, sp>- und CO-Bindungen wurden die entsprechenden Flichenanteile der
entfalteten und gefitteten Peaks herangezogen.

Die XPS-Analytik zur Charakterisierung der verschiedenen DLC-Beschichtungen im
unbehandelten Zustand (Kapitel 5.1.1) fand im Rahmen des SMWK-geforderten
Kooperationsprojektes zwischen Fraunhofer FEP und der Europ Coating GmbH beim

Projektpartner Europ Coating statt (Férdernummer 100106122; [41]).

Weiterhin wurde eine XPS-Analyse zur Charakterisierung der eBeam-Modifizierung

auf den DLC-Beschichtungen durchgefiihrt (Kapitel 5.2). Dafiir wurde die chemische
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Zusammensetzung der DLC-Beschichtungen hinsichtlich Sauerstoff-, Stickstoff- und
Kohlenstoffgehalt untersucht. Die Messungen sowie die Auswertung erfolgten an einem
ESCA der Firma Kratos (Ultra DLD; Software: Kratos Vision2). An den Proben
wurden Ubersichtsspektren und Detailspektren aufgenommen. Aus den Detailspektren
wurden die entsprechenden Elementzusammensetzungen in Atomprozent (at%)
berechnet.

Die Ergebnisse entstanden mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Joachim Mayer

und Frau Dr. Michaela Miiller vom Fraunhofer IGB.

4.6.3. Kontaktwinkelmessung und Bestimmung der Oberfldchenenergie

Die Kontaktwinkelmessung gibt Auskunft {iber die Benetzbarkeit einer Oberfliche.
Findet die Messung mit Wasser statt, so kann eine Aussage zur Hydrophilie bzw.
Hydrophobie getroffen werden. Benetzt ein Wassertropfen die Substratoberfliche mit
einem Kontaktwinkel >90° so wird die Oberflache als hydrophob eingestuft, bei unter
90° als hydrophil. Die Messung des Kontaktwinkels ist beispielhaft in Abbildung 8
dargestellt. Der resultierende Kontaktwinkel (©) ergibt sich aus dem
Kriftegleichgewicht zwischen der Oberflichenspannung des Feststoffes (os), der
Messfliissigkeit (1) und der Grenzflichenspannung zwischen Fliissigkeit und Feststoff

(ys1), wobei die Beziehung iiber die YOUNG’sche Gleichung hergestellt wird:
Gs = Ysl T 61 cos ©

Wird der Kontaktwinkel mit mindestens drei Messfliissigkeiten bekannter
Oberflichenspannung bestimmt, so kann mit der Methode nach Owens, Wendt, Rable
und Kaelbel (OWRK) die Oberflichenenergie berechnet werden. Diese ldsst sich zudem
in polaren und dispersen Anteil aufteilen [194].

Die Kontaktwinkelmessung erfolgte am OCA 20 der Firma DataPhysics mittels
Sessile Drop-Methode. Jedem Messpunkt liegen 5 - 10 Einzelmessungen zugrunde. Alle
Proben wurden vor der Messung mit Ethanol gereinigt. Als Messfliissigkeiten wurden
Wasser, Diiodmethan und Ethylenglykol mit einem Tropfenvolumen von je 1 puL

verwendet (Tabelle 4).
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Abbildung 8: Kriifteverhiiltnisse bei der Kontaktwinkelmessung (Bildquelle: [189])

Dargestellt ist das Krdfteverhdltnis bei der Kontaktwinkelmessung am Beispiel einer untersuchten DLC-Probe. Nach
Applikation der Messfliissigkeit (hier Wasser) stellt sich zwischen der Oberflichenspannung der untersuchte
Oberfliche (os), der Oberflichenspannung der Messfliissigkeit (o) im Umgebungsmedium (Luft) sowie der
Grenzfldchenspannung zwischen Fliissigkeit und Feststoff (ys) ein Krdftegleichgewicht ein, mit dem der
Kontaktwinkel (0) iiber die YOUNG ’sche Gleichung im Verhdltnis steht.

Die Berechnung der Oberflichenenergie (SFT) erfolgte nach OWRK mit der
zugehorigen Geritesoftware, in welcher die in Tabelle 4 angegebenen Datensitze fiir
die Testfliissigkeiten hinterlegt waren (SCA 20 in der Version 3.12.11). Die
Bestimmung der dispersen und polaren Anteile der Oberflachenenergie (SFT (d) bzw.

SFT (p)) erfolgte ebenfalls liber diese Berechnungsvorschrift.

Tabelle 4: Datensiitze der Testfliissigkeiten fiir Kontaktwinkelmessung

Fliissigkeit und Autor SFT SFT (d) SFT (p)
Wasser (Buscher et al.) 72,1 19.9 52,2
Diiodmethan (Buscher et al.) 50,0 474 2,6
Ethylenglykol (Gebhardt) 47,7 26,4 21,3

4.7. Stabilitdt der Beschichtung und der Modifizierung

Fiir den medizintechnischen Einsatz der DLC-Beschichtungen im Implantatbereich ist
neben der Haftfestigkeit auch die Bestindigkeit gegeniiber herkoémmlichen
Sterilisationsverfahren von wesentlicher Bedeutung. Weiterhin muss daher auch die
Modifizierung auf der DLC-Beschichtung Langzeitstabilitit aufweisen und gegeniiber

chemischen und mechanischen Aufbereitungsverfahren bestiandig sein.
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4.7.1. Sterilisationsfestigkeit der DLC-Beschichtungen

Die DLC-Beschichtungen sollen fiir medizintechnische Anwendungen durch die
eBeam-Modifizierung weiter entwickelt werden, wobei in der vorliegenden Arbeit eine
Hiiftendoprothese als Anwendungsbeispiel diente. Medizintechnische Instrumente und
Implantate sind vor ihrem Einsatz zu sterilisieren [3], aus diesem Grund ist die Priifung
der Sterilisationsfestigkeit der DLC-Beschichtungen von grundlegender Bedeutung fiir
das spdtere Anwendungsfeld. Die DLC-Beschichtung mit dem entsprechenden
Anwendungsbeispiel ist fiir den Bereich von glatten Hartstoffoberfldchen, hauptsachlich
Metallen, vorgesehen. Derartige Oberflichen, die mit Blut, Wunden und inneren
Organen oder Geweben in Kontakt kommen, sind nach KRINKO/BfArM*-Empfehlung
als kritisch A eingestuft und sollten daher einer Desinfektion gefolgt von

Dampfsterilisation unterzogen werden.

Um die Sterilisationsfestigkeit zu beurteilen wurde ein Reinigungs- und
Sterilisationsregime entwickelt, welchem die DLC-Beschichtungen 80fach ausgesetzt
wurden. Im ersten Schritt wurden die Beschichtungen einem Desinfektionsbad mit 1M
Natronlauge fiir jeweils eine Stunde unterzogen, der zweite Schritt bestand in einer
Dampfsterilisation bei 134°C fiir 18 min. mittels Autoklav. Die Schichtbeschaffenheit
wurde in Intervallen nach 5, 10, 20, 30, 55 und 80 Zyklen lichtmikroskopisch in einem
Bereich von 1,863 x 1,816 mm mit dem Auflichtmikroskop 7yp BX6! der Firma
Olympus auf Defekte iiberpriift (Vergl. [189]). Die Defektfliche und maximale
Defektgrofle wurden mit der Olympus-Software xcellence rt (Version 2.0) ermittelt. Die
Defektfliche wurde als Summe der Einzelfldchen aller auf der betrachteten Oberflédche
nachweisbaren Defekte bzw. Summe derer Flichen definiert. Die maximale
DefektgroBe wurde wie in Abbildung 9 dargestellt als Durchmesser des grofBten
Defektes auf der betrachteten Oberfléche definiert.

* KRINKO-Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionsprdvention; BfArM- Bundesinstitut fiir
Arzneimittel und Medizinprodukte
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Abbildung 9: Bestimmung von Defektfliche und maximaler Defektgrofle

Dargestellt ist der betrachtete Ausschnitt der Oberfliche einer DLC-Beschichtung mit Defekten. Die Fliche aller
Einzeldefekte ergibt in Summe die Defektfliche. Der grofite Durchmesser des grifiten Defektes wurde als maximale
Defektgrofie definiert.

4.7.2. Langzeitstabilitdt der Elektronenstrahl-Modifizierung

Zur Bewertung der eBeam-Modifizierung auf den DLC-Beschichtungen wurde die
Verdanderung des Kontaktwinkels herangezogen. Auch die Langzeitstabilitit der
Modifizierung wurde damit untersucht. Nach der Modifizierung fand eine
zweimonatige Lagerung der DLC-Beschichtungen bei Raumtemperatur und an Luft
statt. Parallel wurde die Langzeitstabilitit bei Lagerung in Kochsalzlosung untersucht.
Dafiir wurde phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) genutzt, in welcher die Proben nach
der Modifizierung fiir zwei Monate in denen unter Kapitel 4.9 genannten
Zellkulturbedingungen gelagert wurden. Anschlieend wurden die Proben zweifach mit
bidestilliertem Wasser gespiilt und an Luft getrocknet. Das Spiilen erfolgte durch
zweifaches Eintauchen in destilliertes Wasser. Nach der Langzeitlagerung wurde der

Kontaktwinkel, wie in Kapitel 4.6 beschrieben, erneut bestimmt.

4.7.3. Widerstandsfahigkeit der Elektronenstrahl-Modifizierung

Neben der Langzeitlagerung wurden die eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen
einer mechanischen Reinigung mit 70 %igem EtOH unterzogen. Dafiir wurden die
Proben héndisch mit einem EtOH-getrdnkten, fusselfreien Tuch unter starkem Druck
abgewischt. AnschlieBend wurden sie bei 134°C fiir 20 min. im Autoklav

dampfsterilisiert. Auch hier wurde der Kontaktwinkel wie in Kapitel 4.6 beschrieben
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erneut bestimmt und als Bewertungsmalstab fiir die Stabilitdt der Modifizierung vor

und nach Reinigung samt Sterilisation herangezogen.

4.8. Strukturierung durch partielle Elektronenstrahl-Modifizierung

Durch die Modifizierung der Beschichtungen sollten biofunktionale Oberflaichen
generieret werden. Eine Herausforderung dabei besteht darin, unterschiedliche
Oberflacheneigenschaften auf einer geschlossenen Beschichtung in aneinander
angrenzenden Bereichen zu schaffen. Damit konnten beispielsweise variierende
Funktionsanspriiche hinsichtlich Zelladhdsion bedient werden. Die Mdglichkeiten einer
partiellen eBeam-Modifizierung wurden anhand von Untersuchungen zur Grob- und

Feinstrukturierung bewertet.

4.8.1. Grobstrukturierung und Nachweis iiber Benetzungsverhalten

Um zu untersuchen, inwiefern mittels eBeam-Behandlung angrenzende Bereiche mit
unterschiedlichen Oberflaichenfunktionalititen geschaffen werden konnen, wurde
zunéchst anhand von DLC-beschichteten Flachproben ein grobe eBeam-Strukturierung
durchgefiihrt. Daflir wurde die Oberfliche halbseitig mit einem handelsiiblichen
Deckgldschen abgedeckt (sieche Abbildung 10). AnschlieBend erfolgte die eBeam-
Modifizierung mit 500 kGy. Fiir eine qualitative Bewertung wurde auf die halbseitig
modifizierte Probe kontinuierlich destilliertes Wasser auf der modifizierten Seite
aufgegeben und beobachtet, wie sich das Tropfenvolumen auf der Oberfliche

ausbreitet. Die Dokumentation erfolgte fotografisch.

Abbildung 10: Probenpriparation zur halbseitigen eBeam-Modifizierung (Grobstrukturierung)

Dargestellt ist eine mittels PVD-Spu beschichtete, runde Flachprobe, welche halbseitig abgedeckt wurde (rechte
Hilfte), um eine partielle eBeam-Modifizierung zu erzielen. Der abgedeckte Teil soll vor der eBeam-Einwirkung
abgeschattet werden. Zur Abdeckung wurde ein Standard-Deckgldschen mittels Glasschneider halbiert.
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4.8.2. Feinstrukturierung und Nachweis iiber Dosimetrie und
Tropfenabrolltest

Strukturen im Mikrobereich konnen fiir die Zelladhdsion von grolem Interessen sein
[75]. Daher wurde untersucht, inwiefern durch eBeam-Behandlung auch Strukturen im
Bereich einiger Mikrometer modifiziert werden kénnen. Dazu wurden Kupfernetzchen
der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM-Grids) als Masken zur eBeam-
Abschirmung genutzt. Die TEM-Netzchen bestanden aus Gitterstrukturen mit einer
Maschenweite von 70 und 100 um (Plano, Art. Nr.: G202 (100 um) und G203 (70 um))
siche Abbildung 11 a und b). Anhand der Belichtung eines Dosimeterstreifens sollte
geklart werden, ob diese Strukturen auch mittels eBeam abbildbar sind. Die Proben
wurden dafiir auf Dosimeterstreifen angebracht und mit 50 kGy behandelt (50 kGy
entspricht, der Einfachdosis, mit der auch alle weiter Dosen kumulativ applizier

wurden). Die Auswertung des Dosimeters erfolgte wie in Kapitel 4.4 angegeben.

Zusatzlich wurde ein Tropfenabrolltest zum Nachweis einer feinstrukturierten
Modifizierung auf den Schichten durchgefiihrt. Dafiir wurde eine speziell angefertigte
Maske aus V2A-Edelstahl zur eBeam-Abschirmung genutzt. Mit dieser Maske aus
Stegen mit einer Breite von 300 um und einem Abstand von 200 pm (Abbildung 11 ¢)

konnte eine gro3e Probenoberfliche mit 500 kGy modifiziert werden.

Abbildung 11: Masken zur Feinstrukturierung

Dargestellt sind die Masken zur Abschirmung der eBeam-Einwirkung auf den Proben, um feine Strukturen bei der
eBeam-Modifizierung zu erzielen. Fiir die dosimetrische Bewertung wurden TEM-Netzchen aus Kupfer mit einer
Maschenweite von 100 um und 70 um genutzt (a bzw. b). Um eine Feinstrukturierung iiber das Benetzungsverhalten
nachzuweisen, wurde eine Edelstahl-Maske aus Stegen mit einer Breite von 300 um und einem Abstand von 200 um
genutzt (c).

Die Auswertung erfolgte tiber den sogenannten Tropfenabrolltest. Daflir wurden die

strukturierten Proben in einem Winkel von 45 © positioniert. Anschlieend wurde ein
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Tropfen bidestilliertes Wasser auf die Probe appliziert, das Tropfenvolumen betrug
25 pul. Der Tropfen rollte durch die schrige Positionierung tiber die Probe. Dabei wurde
die Zeit gemessen, welche der Tropfen fiir das Zuriicklegen einer definierten Distanz
benodtigte. Die Dokumentation erfolgte mittels Videoanalyse. Als Beginn der
Messstrecke wurde das Eintreten der Tropfenfront in den Bildbereich definiert, als Ende
der Messstrecke wurde der untere Bildrand definiert, die Messung wurde gestoppt,
sobald die Tropfenfront diesen erreichte. Fiir den Tropfenabrolltest wurden die
linienartig strukturierten Proben zum einen parallel zur Abrollrichtung des Tropfens

positioniert und zum anderen senkrecht zu dieser (Abbildung 12).

a) % b) t

Abbildung 12: Vorgehensweise beim Tropfenabrolltest

Dargestellt ist die Probenpositionierung fiir den Tropfenabrolitest. Die linienartig strukturierten Proben (griin)
wurden parallel zur Abrollrichtung des Tropfens (a) bzw. senkrecht dazu (b) positioniert. Dabei wurden die Proben
in einem Winkel von 45 ° zum Untergrund positioniert. Ein Tropfenvolumen von 25 uL wurde an der Oberseite auf
die Probe appliziert und per Videoanalyse wurde die Zeit, die der Tropfen fiir das Zuriicklegen einer definierten
Strecke bendtigt, ermittelt.

4.9. Biologische Analytik

Die biologischen Untersuchungen dienten zunéchst der vergleichenden Bewertung der
unterschiedlichen DLC-Beschichtungen hinsichtlich Biokompatibilitidt. Ein weiteres
wichtiges Kriterium war die Bewertung des eBeam-Effektes und den damit
verbundenen biologischen Wechselwirkungen auf den eBeam-modifizierten DLC-
Beschichtungen. Bei der direkten Beeinflussung der biologischen Reaktion ist es
wichtig sicher zu stellen, dass durch die modifizierten Oberfldchen keine toxischen
Begleiterscheinungen oder eine Beeintrdchtigung der Vorgidnge auf zelluldrer Ebene
hervorgerufen werden. Fiir das Anwendungsbeispiel der Hiiftendoprothese mit FGL-
Bauteil waren zudem die Barrierewirkung der DLC-Beschichtung sowie die osteogene

Differenzierung von Stammzellen auf dieser Oberfldche von zentralem Interesse.
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4.9.1. Zellen und Zelllinien

Fir die Bewertung der Zellvertraglichkeit der DLC-Beschichtungen wurden
verschiedene humane Zellen und Zelllinien genutzt (Tabelle 5). Zunichst kamen
humane Fibroblasten (Primérzellen) zum Einsatz, da diese den grofiten Anteil der an
Wundheilungsvorgingen beteiligten Zellen darstellen. Fiir Untersuchungen mit
direktem Bezug zum Anwendungsbeispiel des FGL-Bauteiles kam zum einen eine
humane Osteoblasten-Zelllinie zum Einsatz, zum anderen wurden humane
mesenchymale Stammzellen genutzt, um die osteogene Differenzierung auf den DLC-

Beschichtungen zu bewerten.

Tabelle 5: Ubersicht der genutzten Zellen und Zelllinien

Zellen Bezogen iiber Weitere
Prozessierung/Lagerung

Coriell; Art.Nr.: AG01522 Kryokonserviert, Verwendung

in Passage 19 bis 24

Humane Fibroblasten, priméar
(AG 01522 D)

Gewinnung iiber
Dichtegradientenzentrifugation,
und Plastikadhdrenz;
kryokonserviert

Unprocessed bone marrow
aspirate (Fa Lonza,
Walkersville, # 1M-125)

Humane mesenchymale
Stammzellen, priméar (hMSC)

CLS Cell Lines Service Dtl.
GmbH; Art.Nr.:300331

Kryokonserviert, Verwendung
in Passage 87 bis 122

Humane Osteoblasten,
Osteosarcoma-Zelllinie (Saos-2)

Die humanen mesenchymalen Stammzellen wurden wie in Kapitel 4.9.8 beschrieben

aus dem Knochenmarkaspirat von folgenden zwei Spendern gewonnen (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ubersicht zu Spendern fiir die Gewinnung von hMSC

Donor Isolation Alter Geschlecht Abstammung
6 19.11.2009 24 m kaukasisch
10 20.05.2015 23 f black

Die Zellkulturen wurden regelméBig auf Mykoplasmenfreiheit tiberpriift (Venor GeM
PCR Kit fiir Mykoplasmennachweis, Merck Millipore, Art. Nr.. W 11-1025). Im
Rahmen der Untersuchungen wurden in den jeweils genutzten Passagen keine

Anzeichen fir zelluldre Seneszenz beobachtet.
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Die Zellkultivierung erfolgte standardméBig bei 37 °C unter 5 %iger CO2-Atmosphére
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95%, sowie in den im Nachfolgenden
aufgelisteten Kulturmedien. Die Zellernte erfolgte durch Trypsinieren flir 5 min. und
anschlieBende Zentrifugation. Danach wurde die Zellkonzentration mittels Neubauer
Zéhlkammer bestimmt und die Zellen auf die gewiinschte Zielkonzentration im

jeweiligen Medium verdiinnt.

Tabelle 7: Kulturmedien fiir humane Fibroblasten

AG 01522 D — Fibroblasten Lieferant, Art.Nr. Kulturmedium | Puffer | Trypsin

Eagle's MEM Biochrom, F 0325 88% - -
FCS PAN, Charge P121707 10% - -
L-Glutamin Biochrom, K 0283 1% - -
NEA Biochrom K 0293 1% - -

HBSS Biochrom, L 2055 - 98% 82%

EDTA Biochrom, L 2113 - 2% 2%

Trypsin (1:250) Biochrom, L 2123 - - 16%

Tabelle 8: Kulturmedien fiir humane mesenchymale Stammzellen

hMSC - Stammzellen Lieferant, Art.Nr. Kulturmedium | Puffer | Trypsin
MSCGM-CD Bullet Kit Lonza, 190632 97% - -
Penicillin/Streptomycin Life-technologies, 15070- 1% - -
(5000 U/mL) 063
FCS Lonza, 14-801F 2% - -
DPBS Sigma Aldrich, D8537 - 100% -
Versene Life-Technologies, 1540-033 - - 99%
Trypsin/EDTA (0,5%) Life-Technologies,15400- - - 1%
054

Tabelle 9: Kontrollmedien fiir osteogene Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen

hMSC - Stammzellen Lieferant, Art.Nr. Kontrollmedium osteogene
Differenzierung
DMEM, high Glucose/ Biochrom, FG-0435 89%
stabiles Glutamin
Penicillin/Streptomycin Life-technologies, 15070- 1%
(5000 U/mL) 063
FCS Lonza, 14-801F 10%
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Tabelle 10: Osteogenes Differenzierungsmedium fiir humanen mesenchymalen Stammzellen

hMSC - Stammzellen Lieferant, Art.Nr. Osteogenes
Differenzierungsmedium
hMSC osteogenic Lonza, PT-3002 100%
Bulletkit
Tabelle 11: Kulturmedien fiir humane Osteoblasten
Saos-2 — Osteoblasten Lieferant, Art.Nr. Kulturmedium | Puffer | Trypsin
McCoy’s 5a Biochrom, F 1015 84,25% - -
FCS PAN, Charge P121707 15% - -
L-Glutamin Biochrom, K 0283 0,75% - -
DPBS Biochrom, L 1835 - 100% 95%
EDTA Biochrom, L 2113 - - 3%
Trypsin (1:250) Biochrom, L 2133 - - 2%

Hinweis: der Lieferant Biochrom ist aktuell Merck Millipore.

Als Referenz fiir die zellbiologischen Methoden dienten Standards. Fiir die Standards

wurden, sofern nicht anders deklariert, Zellen auf GlasdeckgliBchen (VWR, Art. Nr.:

631-1582) gleicher Grofle wie die Proben und unter gleichen Bedingungen inkubiert

und ausgewertet. Als Standardkulturbedingungen wurden die in Kapitel 4.9 festgelegten

Parameter genutzt. Die Zellen wurden in den fiir sie entsprechenden Zellkulturmedien,

sofern nicht anders angegeben, jeweils flir drei Tage kultiviert (s. 4.9.1). Sofern nicht

anders angegeben betrug die Startzelldichte fiir Fibroblasten 6,0 bis 6,5*10* Zellen/cm?,
fiir Osteoblasten 2,2 bis 2,6*103 Zellen/cm? und fiir h(MSC 3.2 bis 3,3*10* Zellen/cm?.

Bei eBeam-modifizierten Proben wurden die Versuche, sofern nicht anders angegeben,

direkt nach der Modifizierung angesetzt.

4.9.2. Fluoreszenzfarbung

Die Fluoreszenzfirbung wurde zur Anféarbung der zelluldren Hauptbestandteile genutzt.

Damit wurde die Zellmorphologie bewertet. Weiterhin wurde die Kernfiarbung genutzt,

um die Zellzahl zu bestimmen. Die Zellzahl wurde auf eine Flicheneinheit von 1 mm?

bezogen. Nach Inkubation der Zellen auf den zu untersuchenden Oberflichen wurden

diese mit PBS gewaschen und fiir 10 min. mit 4 %igem Formaldehyd (in PBS) fixiert.
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AnschlieBen wurde erneut dreifach mit PBS gewaschen und es erfolgte die
Permeabilisierung flir 5 min. mit eiskaltem Triton-X (0,5 % in PBS), um die Zellen den
Fluoreszenzfarbstoffen zuginglich zu machen. Nach erneutem dreifachen Waschen mit
PBS wurden die unspezifischen Bindungen fiir 10 min. mit serumhaltigem PBS (2 %;
FCS: PAN Charge P121707) blockiert. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Die
Markierung des Zytoskeletts erfolgte mit TRITC-konjugiertem Phalloidin (1:100 in 2 %
serumhaltigem PBS; Phalloidin-TRITC: Sigma Aldrich: P1951-.1MQ) fiir eine Stunde
im Dunkeln. Danach wurde erneut dreifach mit PBS gewaschen. Die Zellkerne wurden
fiir 5 min. im Dunkeln mit DAPI angeférbt (1:50 in PBS; DAPI: VWR A4099.0005).
Fir die Zellkernfarbung zur Bestimmung der Zellzahl wurde das Zytoskelett nicht
angefarbt.

Fir die Dokumentation von Zellmorphologie bzw. Zellzahl wurde das
Fluoreszenzmikroskop BX6/ von Olympus mit der Kamera XMI0 sowie der
Anregungseinheit M720 genutzt. Die DAPI-Anregung fand bei 350 nm statt und die
TRITC-Anregung bei 494 nm, detektiert wurde entsprechend bei 470 nm und 576 nm.

4.9.3. Resazurintest

Zur Bestimmung der Stoffwechselaktivitit wurde der Resazurintest herangezogen.
Resazurin wird durch metabolisch aktive Zellen umgesetzt, wobei durch die Reduktion
des Farbstoffes eine Farbdnderung von blau zu pink stattfindet. Dabei wird Resorufin
gebildet. Dieses kann photometrisch quantifiziert werden, wodurch die
Stoffwechselaktivitit in Relation zu einem mitgefiihrten Standard bestimmt werden

kann.

Fiir die Untersuchungen wurden dem Zellkulturmedium nach der Inkubationszeit
10 % vol. Resazurinlosung (Gebrauchslosung von VWR, Art. Nr.: BTIU30025-2)
zugegeben und vorsichtig durchmischt. Die Inkubationszeit mit Resazurin betrug zwei
Stunden unter Standardkulturbedingungen. Danach wurden je 100 pL pro Probenansatz
in eine 96-Wellplatte iiberfiihrt und mit dem Multititerplatten-Reader (MTP-Reader)
infinite 200 der Firma Tecan mit der Auswertesoftware Tecan i-control 1.8.50.0

ausgewertet. Die Anregung erfolgte bei 560 nm, die Emission wurde bei 590 nm

44



Material und experimentelle Methoden

gemessen. Als Blank wurde das jeweilige Zellkulturmedium gleichermallen mit
Resazurin versetzt, inkubiert und gemessen.

Zur Bestimmung einer zellbezogenen Aussage (Resazurinumsatz pro Zelle) wurde
anschlieBend eine Zellzahlung durch Fluoreszenzfirbung wie in Kapitel 4.9.2
beschrieben durchgefiihrt und die Gesamtzellzahl pro Probe bestimmt. Die bestimmte
Gesamt-Stoffwechselaktivitit ~ wurde  darauf bezogen und als  zelluldre
Stoffwechselaktivitét definiert. Fiir eine vereinfachte Darstellung wurden die Standards

jeweils auf 100 % normiert und die Proben dazu in Relation gesetzt.

4.9.4. Vitalfarbung mit Propidiumiodid

Die Féarbung mittels Propidiumiodid (PI) diente der Bestimmung der vitalen und
apoptotisch/nekrotischen Anteile an der Gesamtzellzahl. Sowohl in nekrotische als auch
apoptotische Zellen kann der Farbstoff aufgrund der zunehmenden Permeabilitit der
Zellmembran eindringen. Demnach weisen solche Zellen eine groBere PI-Intensitdt bei
optischer Anregung auf. Damit konnen aus einem Zellgemisch mittels
Fluoreszenzanregung durch die Intensitit der PI-Aufnahme die Anteile vitaler,
apoptotischer und nekrotischer Zellen bestimmt werden. Grundlage dieser

Analysemethode bilden die Untersuchungen von Zamai et al. [195].

Fiir die Untersuchungen wurden die Zellen fiir drei Tage auf den DLC-Beschichtungen
inkubiert. Anschlieend wurden 50 pg/mL PI (Sigma Aldrich, Art. Nr.: 81845-25MG)
zugegeben und die Proben unter gleich bleibenden Bedingungen fiir 30 min. inkubiert.
Die Zellen wurden dann von den Oberfldchen abgeldst (Trypsinieren, Zentrifugieren),
vom Uberstand getrennt und in PBS fiir die Messung am Durchflusszytometer
resuspendiert. Fiir die Auswertung wurde das Durchflusszytometer FACScan der Firma
Becton Dickinson genutzt. Die Anregung erfolgte bei 488 nm, detektiert wurde bei

585 + 42 nm. Pro Probe wurden 5.000 bis 10.000 Zellen gemessen.

Fiir die Einordnung der vitalen Zellen wurde entsprechend der Definition zu Beginn
dieses  Kapitels ein  Standard mitgefiihrt. Fir die  Einordnung  der

apoptotisch/nekrotischen Zellen wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Diese wurde
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zunéchst wie der Standard behandelt, jedoch wurde 5 min. vor der PI-Zugabe eiskalter
Ethanol (25 % vol.; VWR, Art. Nr.: 20.827.365) zugegeben, um apoptotisch/nekrotische

Verdnderungen zu induzieren.

4.9.5. ELISA-Assay

Zur Untersuchung des Entziindungspotentials wurde die Interleukinausschiittung fiir
Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) mittels Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) untersucht. Dafiir wurden die Testkits Human IL-6 ELISA Set (RUO)
(Art. Nr.: 555220) und Human IL-8 ELISA Set (RUO) (Art. Nr.: 555244) von BD
Bioscience Germany entsprechend der Herstellerangaben genutzt. Als Negativkontrolle
dienten mit Lipopolysaccharid (LPS) stimulierte Zellen (1 pg LPS/mL Medium), die
unter gleichen Bedingungen inkubiert und ausgewertet wurden. Die Messung erfolgte
photometrisch  iiber die Bestimmung der Absorption bei 450nm, die
Wellenldngenkorrektur erfolgte bei 570 nm. Zur Kalibrierung wurde jeweils ein

Standard entsprechend der Angaben im Testkit mitgefiihrt.

4.9.6. Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid

Fir die Zellvermehrung ist es notig, dass eukaryotische Zellen eine Teilung
durchfiihren. Der Zeitraum von einer Zellteilung bis zur ndchsten wird als mitotischer
Zellzyklus bezeichnet. Der Zellzyklus besteht im Allgemeinen aus vier Hauptphasen
und dient der Verdopplung sdmtlicher zellulirer Bestandteile. Der Zellzyklus einer
Tochterzelle beginnt nach der Teilung mit der G1-Phase, in welcher Zellorganelle und
Plasma synthetisiert werden. Weiterhin werden in dieser Phase die dufleren
Bedingungen iiberpriift, bevor der Zellzyklus weiter durchlaufen wird. Bei ungiinstigen
Umgebungsbedingungen konne Zellen an dieser Stelle auch in die G0-Phase iibergehen
und so einen Zeitraum von wenigen Tagen bis zu einigen Jahren iiberdauern. Der G1-
Phase schlief3t sich die S-Phase an, in welcher die Verdopplung der DNA realisiert wird,
anschlieBend liegt wieder ein diploider Chromosomensatz vor. In der folgenden G2-
Phase wird die Mitose durch Proteinsynthese vorbereitet. G1- bis G2-Phase werden

auch als Interphase bezeichnet. Es schlie3t sich die M-Phase an, in der die Kern- und
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Zellteilung realisiert werden. Eine ausfiihrliche Ubersicht zu den intrazellularen
Vorgingen wihrend der einzelnen Phasen des Zellzyklus finden sich im Werk von
Alberts et al. [127].

Aufgrund des unterschiedlichen DNA-Gehaltes einer Zelle in G1-, S- und G2/M-Phase
kann die Zellzyklusphase einer Zelle durch DNA-Quantifizierung bestimmt werden,
wobei G2- und M-Phase zusammengefasst betrachtet werden. Zur Anfiarbung der DNA
wurde PI (Sigma Aldrich, Art. Nr.: 81845-25MG) genutzt. Die Zellen wurden zunéchst
nach Standardbedingungen kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen durch
Trypsinieren abgelost, zentrifugiert und in kaltem PBS resuspendiert. Zur
Permeabilisierung wurde tiefgekiihlter (-20°C) Ethanol bis zu einer Endkonzentration
von 70 % zugegeben und die Zellen bei 4 °C fiir mindestens 4 h inkubiert. Der Verdau
von RNA erfolgte durch Zugabe von RNAse (50 pg/mL) fiir 30 min. bei 37 °C.
Anschliefend wurden zur DNA-Fiarbung PI bis zu einer Endkonzentration von
50 ug/mL zugegeben und 5 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die
Analyse der Zellsuspension erfolgte am Durchflusszytometer. Pro Probe wurden
mindestens 5.000 Events aufgenommen. Die Anregung erfolgte bei 488 nm und die
Detektion bei 585 nm. Die Auswertung erfolgte im Histogramm iiber die Definition von
Gates flir G1-, S- und G2/M-Phase, in denen die prozentualen Anteile der jeweiligen

Events ermittelt wurden.

4.9.7. Untersuchungen zur Proteinadhésion

Fir die Versuche wurden runde DLC-Flachproben genutzt. Als Negativ- und
Positivreferenzen dienten formgleiche, antiadhédsive Plastikoberflichen (VWR: 734-
1707) bzw. adhésionsfordernde Plastikoberflichen (VWR: 734-0070) aus der
Zellkultur. Es wurden 20 pg fluoreszenzmarkiertes Fibronektin (Cytoskeleton: green
fluorescent, HiLyte 488; Art.Nr.: FNR02-A) in 1 mL PBS geldst. Die Probenoberfldche
(346 mm?) wurde mit 90 pL. der Fibronektinlosung in Kontakt gebracht und fiir eine
Stunde bei 37 °C und 96 % relativer Luftfeuchte im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proben durch zweifaches Eintauchen in frisches PBS gewaschen. Mittels
MTP-Reader (infinite 200, Firma Tecan, Auswertesoftware Tecan i-control 1.8.50.0)
wurde dann die Fluoreszenzintensitit als Mal3 fiir die Fibronektinadhdsion gemessen.
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Die Anregung erfolgte bei 492 nm und die Emission wurde bei 527 nm aufgenommen.
Es wurden fiinf Messpunkte pro Probe gemessen. Als Blank wurden die jeweiligen
Probensubstrate gleichermaBlen behandelt, jedoch ohne Fibronektin inkubiert. Fiir die
Auswertung wurde der Blank des jeweiligen Probensubstrates auf 100 % normiert und

die Proben jeweils in Relation dazu abgebildet.

4.9.8. Bewertung der osteogenen Differenzierung

Fiir die Untersuchungen wurden humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) genutzt,
welche aus dem Knochenmarkaspirat von zwei gesunden Spendern (Donor 6 und 10,
Tabelle 6) mittels Dichtegradientenzentrifugation und Plastikadhdrenz gewonnen
wurden. Die hMSC wurden kryokonserviert in fliissigem Stickstoff gelagert. Fiir die
Versuche wurden die Zellen aufgetaut und in Stammzellmedium bis zu 80 %iger
Konfluenz kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte zweimal pro Woche. Anschlieend
wurden die Zellen nach Ablosen und Waschen in frischem Stammzellmedium auf den
DLC-Beschichtungen ausgesit. Eine Zelldichte von 3,2 bis 3,3*10* Zellen/cm? wurde
dafiir eingestellt. Die osteogene Differenzierung wurde nach 24 h induziert, indem das
Medium durch Differenzierungsmedium ausgetauscht wurde (Tabelle 10). Als
Negativkontrolle wurden hMSC in Kontrollmedium mitgefiihrt. Die Differenzierung
erfolgte fiir 14 Tage. Danach wurden der Alkalische Phosphatase- (ALP), DNA- und
Calciumgehalt bestimmt. Die ALP-Bestimmung erfolgte mit dem Testkit Sensolyte®
PNPP Alkaline Phosphatase Assay Kit Colorimetric (AnaSpec, 72146) entsprechend der
Herstellerangaben. Die DNA-Bestimmung erfolgte mit dem Testkit Quant-IT™
PicoGreen® dsDNA  Assay Kit (Invitrogen, P11496) entsprechend der
Herstellerangaben. Die Calcium-Bestimmung erfolgte mit dem Testkit CALCIUM (Ca)
Colorimetric  Method RX SERIES Kit (Randox, Ca3871) entsprechend der
Herstellerangaben. ALP- und Calciumgehalt wurden dann auf die detektierte DNA-
Menge referenziert. Als Standards wurden herkdmmliche Zellkulturoberflachen (TCP
(Tissue Culture Plate-Oberfldchen)) genutzt.
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4.9.9. Untersuchungen zur Barrierewirkung

Die biologische Bewertung der Barrierewirkung von DLC-Schichten auf FGL wurde
durch zweimonatige Extraktion der Proben in PBS bzw. in Zellkulturmedium fiir
Osteoblasten (Vergl. Kapitel 4.9) unter Standardkulturbedingungen untersucht. Da das
im Osteoblastenmedium enthalten Glutamin tiber diesen Zeitraum bei 37 °C nicht stabil
ist, wurde auf den Glutaminzusatz fir das Medium zur Extraktion verzichtet. Die
Extrakte wurden nach der Inkubationszeit auf drei Tage zuvor kultivierte Osteoblasten
gegeben. Diese wurden fiir 72 h mit einer Startzelldichte von 2,5%10* Zellen/mL unter
Standardkulturbedingungen in 96-Wellplatten (100 uL pro Well) vorkultiviert. Die
Extrakte wurden fiir 16 h (PBS) und 24 h (Medium) auf den Zellen belassen.
Anschlielend erfolgte die Messung der Stoffwechselaktivitdt mittels Resazurintest. Die
Einordnung der Ergebnisse erfolgte iiber eine Standardreihe, fiir welche die Zellen unter
gleichen Bedingungen vorbereitet wurden und anschlieBend mit Medium bzw. PBS
inkubiert wurden, welches mit verschiedenen Nickelkonzentration versetzt war. Als
Nickelquelle diente dabei NiCi2'6H20 (Sigma Aldrich, Art. Nr.: N6136-100g). Es
wurden Nickelkonzentrationen von 1, 10, 50 und 100 ppm genutzt. Zusétzlich wurde
die Zellmorphologie von Osteoblasten nach eintdgigem Direktkontakt auf
unbeschichteten und DLC-beschichteten FGL bewertet. Dafiir wurde die in Kapitel

4.9.2 beschriebene Vorgehensweise zur Fluoreszenzfarbung der Zellen genutzt.

4.10. Statistik

Alle Untersuchungen wurden, sofern nicht anders angegeben, in mindestens drei
unabhingigen Versuchen durchgefiihrt. Mittelwerte und deren Standardabweichungen
wurden mittels Excel 2013 (Microsoft Office 2013) berechnet. Die ermittelten Daten
wurden mit dem Programm GraphPad Prism (Version 6.01) auf statistische Signifikanz
gepriift. Dafiir wurde zunichst auf Ausreiler untersucht (ROUT, Q =5%) und diese
gef. entfernt. Bei ausreichend Datengrundlage (n>4) wurde mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test  (Dallal-Wilkinson-Lilliefor P-Wert; Konfidenzlevel 95%) auf
Normalverteilung der Daten gepriift. Bestétigte sich eine Normalverteilung, wurde ein
T-Test (ungepaart, zweiseitig, Konfidenzlevel 95%, mit Welch’s Correction)

durchgefiihrt. Lag keine Normalverteilung vor bzw. konnte diese nicht gepriift werden,
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so wurde ein Mann-Whitney-Test (ungepaart, zweiseitig, Konfidenzlevel 95%) zur
Signifikanzpriifung durchgefiihrt. Ergebnisse mit signifikanten Unterschieden wurden

mit * gekennzeichnet.
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5. Ergebnisse

5.1. Vergleich der Abscheidemethoden fiir DLC-Beschichtungen

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Abschnitte gegliedert. Im ersten Abschnitt werden
verschiedene Abscheidemethoden fiir diamantédhnlichen Kohlenstoff (DLC) untersucht.
Dabei steht der Vergleich der verschiedenen DLC-Beschichtungen hinsichtlich
biologischer Vertrdglichkeit, Sterilisationsfestigkeit sowie der Maoglichkeit zur
Modifizierung mittels Elektronenstrahl (eBeam) im Mittelpunkt. Die Ergebnisse von
Abschnitt 1 sind die Grundlage fiir die Auswahl einer Abscheidemethode. Die
ausgewihlte Abscheidemethode wird dann zur Abscheidung von DLC-Beschichtungen
fiir die vertiefenden Fragestellungen zur eBeam-Modifizierung, der Biokompatibilitdt

und dem Anwendungsbeispiel in Abschnitt 2 genutzt.

5.1.1. Charakterisierung der verschiedenen DLC-Beschichtungen

Zusammensetzung der abgeschiedenen DLC-Schichten

Die Schichtzusammensetzung wurde hinsichtlich der Stdchiometrie von sp- und sp*-
hybridisiertem Kohlenstoff untersucht. Dafiir wurde mittels XPS-Analytik die
Zusammensetzung des Cls Peaks analysiert. Aus den gefitteten und entfalteten Peaks
(Abbildung 13) ergibt sich durch die Auftragung der Flichenanteile der jeweiligen
Peaks die Stochiometrie der sp’- und sp’-hybridiseirten Kohlenstoffatome sowie CO-
Bindungen (Abbildung 14). Es zeigt sich, dass die mittels PA-CVD abgeschiedenen
DLC-Beschichtungen mit 56 % den hdchsten sp?>-Gehalt aufweisen. Der sp’-Gehalt
dieser Schichten liegt bei 29 % und der CO-Gehalt ist mit 10 % am geringsten im
Vergleich zu den Beschichtungen der weiteren Abscheidemethoden. Die mittels PVD-
Spu abgeschiedenen DLC-Beschichtungen zeigen mit 49 % einen geringeren sp>-Gehlt.
Der sp>-Gehalt liegt mit 28 % im gleichen Bereich wie bei den PA-CVD-
Beschichtungen. Der CO-Gehalt liegt bei 16 %. Die mittels PVD-Arc abgeschiedenen
DLC-Beschichtungen weisen mit 30 % bzw. 29 % nahezu identische sp’>- und sp’-

Anteile auf und bewegen sich damit zwischen PA-CVD und PVD-Spu- Der CO-Gehalt
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liegt hier dhnlich wie bei PVD-Spu bei 14 %. DLC-Beschichtungen, die mittels PVD-

Arcfil abgeschieden wurden zeigen mit 39 % den geringsten sp>-Gehalt, der sp>-Gehalt

liegt mit 33 % knapp darunter. Der CO-Gehalt dieser Schichten liegt bei 19 %.
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Abbildung 13: Spektren der XPS-Analyse der verschiedenen DLC-Beschichtungen

Dargestellt sind die Spektren der XPS-Analyse der DLC-Beschichtungen im Bereich des Cls Peaks nach der
Abscheidung mittels folgender Verfahren: PA-CVD (a), PVD-Spu (b), PVD-Arc (c), PVD-Arcfil (d). Nach Anpassung
der Linienform iiber eine Gaufs-Lorentz-Mischfunktion wurden die Fldichenanteile der gefitteten Peaks ermittelt
(Abbildung 14). Den gefundenen Peaks konnten sp-, sp*- und CO-Bindungsanteile zugeordnet werden. Zudem wurde

ein vierter, nicht néher definierter Peak ermittelt.
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Abbildung 14: Sp?-, sp3- und CO-Bindungsanteile der verschiedenen DLC-Beschichtungen

Dargestellt sind die sp*-, sp’- und CO-Bindungsanteile der verschiedenen DLC-Beschichtungen, die durch die
Auswertung der in Abbildung 13 gefitteten Spektren ermittelt wurden. Die farbliche Abstufung in Grautonen
entspricht dabei den jeweiligen Peaks. Am Beispiel der PA-CVD-Beschichtungen bedeutet das: dunkles Lila
entspricht Dunkelgrau und damit Peak 1. Mittleres Lila entspricht dem mittleren Grau und damit Peak 2. Helles Lila
entspricht Hellgrau und damit Peak 3.

Der sp>-Gehalt fiir die verschiedenen Schichten nimmt folgendermaBen ab: PA-CVD,
PVD-Spu, PVD-Arc und PVD-Arcfil, gleichermaBBen nimmt der CO-Gehalt zu, wobei
PVD-Spu und PVD-Arc einen vergleichbaren Werte aufweisen. Der sp>-Gehalt ist fiir
PA-CVD und PVD-Spu im Vergleich am geringsten, PVD-Arcfil und PVD-Arc zeigen

einen hoheren sp>-Gehalt, wobei PVD-Arc den hochsten aufweist.

Schichtdicke
Die Schichtdicke wurde mit dem Kalottenschliff-Verfahren ermittelt. PA-CVD-, PVD-

Arc- und PVD-Arcfil-Schichten weisen mit 1,48 ym, 1,35um und 1,45 um
Schichtdicken im gleichen GroéBenbereich auf (Tabelle 12). Mittels PVD-Spu
abgeschiedene DLC-Beschichtungen zeigen eine Dicke von 1,14 um und sind damit
0,2 um bis 0,3 um diinner im Vergleich zu den anderen Beschichtungen. Alle genutzten

Abscheidemethoden erfiillten die Zielvorgabe einer Schichtdicke von mindestens 1 pm.

Tabelle 12: Schichtdicke der verschiedenen DLC-Beschichtungen

Abscheidemethode Mittelwert [um]
PA-CVD 1,48 £+ 0,19
PVD-Spu 1,14 + 0723
PVD-Arc 1,35 £+ 0,15

PVD-Arcfil 1,45 £+ 0,44
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Haftfestigkeit
Die Haftfestigkeit der verschiedenen DLC-Beschichtungen auf dem Substrat wurde

iiber den Rockwelltest bestimmt. Es ist zu beachten, dass die weichen Edelstahlsubstrate
die Anforderungen der VDI 3198 zur Haftfestigkeitsbestimmung nicht hinreichend
erfiillen und die Messungen somit nur eingeschrinkt aussagefihig sind. Die
Haftfestigkeit wurde sowohl vor als auch nach durchgefiihrter eBeam-Modifizierung
untersucht und in allen Fillen mit Haftfestigkeitsklasse 1 (HF 1) entsprechend der VDI
3198 bewertet. Abbildung 15 zeigt beispielhaft die lichtmikroskopischen Bilder zur
Auswertung des Rockwelltests an den verschiedenen DLC-Beschichtungen im

unbehandelten Zustand.

Abbildung 15: Haftfestigkeitsbestimmung der verschiedenen DLC-Beschichtungen

Dargestellt sind die Ergebnisse des Rockwelltests an den DLC-Beschichtungen, welche mit folgenden
Abscheideverfahren hergestellt wurden: PA-CVD (a), PVD-Spu (b), PVD-Arc (c), PVD-Arcfil (d). Die Bewertung der
Ergebnisse entsprechend VDI 3198 ergab fiir alle Beschichtungen eine Haftfestigkeit von HF1 (Vergl. Abbildung 6).
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Reibungszahl

Die Reibeigenschaften der DLC-Beschichtungen wurden mittels oszillierender
Tribometermessung bewertet. Dafiir wurden 10.000 Zyklen gefahren, wiahrenddessen
wurde die Reibungszahl kontinuierlich aufgezeichnet. Nach einer Einlaufphase von
etwa 2.000 Zyklen ist die tatsdchliche Reibungszahl in Abbildung 16 am konstanten
Plateau abzulesen. Die Reibungszahlen nehmen in der Einlaufphase kontinuierlich ab.
Bei den mittels PVD-Arcfil abgeschiedenen DLC-Beschichtungen hingegen kommt es
zunéchst zu einem Anstieg der Reibungszahl. Zudem weisen diese Beschichtungen mit
ca. 3.000 Zyklen die lingste Einlaufphase auf. Nach Uberwinden der Einlaufphase
zeigen alle Beschichtungen Reibungszahlen zwischen 0,05 bis 0,15 wobei PVD-Spu-

Schichten mit 0,05 die geringste Reibungszahl aufweisen.
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Abbildung 16: Reibungszahl der verschiedenen DLC-Beschichtungen
Dargestellt ist die Reibungszahl im Verlauf der untersuchten Zyklen. Die oszillierende Tribometermessung wurde mit
insgesamt 10.000 Zyklen durchgefiihrt. Innerhalb der Einlaufphase, welche 2.000 bis 3.000 Zyklen betrdgt, verdndert

sich die Reibungszahl. Anschlieffend bildet sich ein konstantes Plateau aus, an dem die tatsdchliche Reibungszahl
abgelesen werden kann.

Sterilisationsfestigkeit
Zur Untersuchung der Sterilisationsfestigkeit wurde ein Sterilisationsregime aus
insgesamt 80 Zyklen nachempfunden (Vergl. 4.7). Zur Bewertung wurde die

Veridnderung der Defektfliche herangezogen. Diese wurde nach 10, 30, und 80

Sterilisationszyklen mikroskopisch ermittelt. Im Ausgangszustand wurde neben der

55



Ergebnisse

Defektfliche auch die maximal ermittelte Defektgroe dokumentiert (Abbildung 17).
Die Defektfliche wurde wie in Kapitel 4.7 beschrieben als Summe der Einzelflichen
aller auf der betrachteten Oberfliche nachweisbaren Defekte bzw. Summe derer
Flachen definiert. Die maximale DefektgroBe wurde als Durchmesser des groBten

detektierten Defektes auf der betrachteten Oberflache definiert.

Bereits im Ausgangszustand (Abbildung 17) weisen die mittels PA-CVD
abgeschiedenen DLC-Beschichtungen mit 0,14 % eine ca. 10-fach groBere Defektfldche
auf als die Beschichtungen der restlichen Abscheidemethoden, welche sich im Bereich
von 0,01 % bis 0,02 % bewegen. Auch die maximal detektierte Defektgrofle ist mit
knapp 90 um bei PA-CVD-Schichten im Vergleich deutlich héher. Die Defekte auf
mittels PVD-Spu und PVD-Arcfil abgeschiedenen DLC-Beschichtungen bewegen sich

im Bereich von 30 um und PVD-Arc-Beschichtungen zeigen mit 5 pm im Vergleich die

kleinsten Defekte.
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Abbildung 17: Defektfliiche und -grofie der verschiedenen DLC-Schichten im Ausgangszustand

Dargestellt sind die Defektfliche und die maximale Defektgrofie der verschiedenen DLC-Beschichtungen im
Ausgangszustand (direkt nach der Beschichtung). Die Defektfliche wurde als Summe der Einzelflichen aller auf der
betrachteten Oberfliche nachweisbaren Defekte bzw. Summe deren Fliche definiert. Die maximale Defektgrife
wurde als Durchmesser des grdfiten detektierten Defektes auf der betrachteten Oberfliche definiert.

56



Ergebnisse

Im Verlauf der Sterilisationszyklen zeigt sich ein vergleichbares Bild hinsichtlich der
Verdnderung der Defektfliche (Abbildung 18). Fir PA-CVD liegt diese nach 80
Sterilisationszyklen mit 0,76 % knapp zwei log-Stufen héher als die Defektflichen der
anderen Beschichtungen. PVD-Spu und PVD-Arc zeigen innerhalb der ersten 20 Zyklen
einen geringen Anstieg von urspriinglich 0,003 % bzw. 0,002 % auf Werte im Bereich
zwischen 0,007 % und 0,010 %, diese Werte bleiben bis zum 80sten Sterilisationszyklus
konstant. PVD-Arcfil-Beschichtungen zeigen durchgehend einen konstanten Wert von

0,01 %. In Abbildung 18 ist die logarithmische Auftragung der Daten zu beachten.
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Abbildung 18: Entwicklung der Defektfliichen wiihrend der Sterilisationszyklen

Dargestellt ist die Entwicklung der Defektfliche auf den verschiedenen DLC-Beschichtungen wdhrend des
Durchlaufens der insgesamt 80 Sterilisationszyklen. Zu beachten ist die logarithmische Darstellung der Ergebnisse.
Die Defektfliiche wurde als Summe der Einzelfldchen aller auf der betrachteten Oberfliche nachweisbaren Defekte
bzw. Summe deren Fliche definiert.

5.1.2. Biokompatibilitit der verschiedenen DLC-Beschichtungen

Die hier dargestellten Untersuchungen wurden mit Fibroblasten durchgefiihrt (s. Kapitel
4.9.1). Sofern nicht anders angegeben wurden die Zellen fiir drei Tage unter den

beschriebenen Kulturbedingungen auf den jeweiligen DLC-Beschichtungen kultiviert.
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Zellzahl humaner Fibroblasten auf den verschiedenen DLC-Schichten

Die Zellzahl pro Flicheneinheit wurde bestimmt, um die im folgenden Abschnitt
untersuchte Stoffwechselaktivitidt darauf zu normieren und gleichzeitig eine Aussage
iiber die Biovertrdglichkeit der verschiedenen DLC-Beschichtungen zu erhalten. Die
Zellzahl wurde nach dreitdgiger Inkubation von humanen Fibroblasten auf den Proben
bestimmt und wie in Kapitel 4.9.3 auf eine definierte Flicheneinheit bezogen. Um die
verschiedenen DLC-Beschichtungen zu vergleichen, wurde der mitgefiihrte Standard
auf 100 % normiert und die Messwerte der Proben entsprechend in Relation dargestellt.
DLC-Beschichtungen, welche mittels PA-CVD abgeschieden wurden, weisen mit 56 %
die zweithdchste Zellzahl auf (Abbildung 19). In Referenz zum Standard weisen PVD-
Spu-Beschichtungen 68 % auf und zeigen damit die hochste Zellzahl. PVD-Arc und
PVD-Arcfil-Schichten zeigen mit 45 % bzw. 49 % im Vergleich die niedrigste Zellzahl.
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Abbildung 19: Zellzahl humaner Fibroblasten auf den DLC-Beschichtungen

Dargestellt ist die Zellzahl von humanen Fibroblasten pro Fldcheneinheit nach dreitdgiger Inkubation auf den
Proben. Die iiber verschiedene Abscheideverfahren generierten DLC-Schichten sind im Vergleich und mit Bezug auf’
den Standard abgebildet. Dieser wurde auf 100 % normiert. Die Zellzahl wurde durch fluoreszenzmikroskopische
Auszédhlung der Zellkerne in definierten Probenbereichen bestimmt, dafiir wurden die Zellkerne mittels DAPI
angefrbt.

Stoffwechselaktivitit humaner Fibroblasten auf den verschiedenen DLC-Schichten

Die Bestimmung der Stoffwechselaktivitit diente zur vergleichenden Bewertung der
Biovertraglichkeit der verschiedenen DLC-Beschichtungen und wurde iiber die
Bestimmung des Resazurinumsatzes mit Bezug auf die Zellzahl ermittelt. Dafiir wurden

humane Fibroblasten fiir drei Tage auf den Proben inkubiert. Um die verschiedenen
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DLC-Beschichtungen zu vergleichen, wurde der mitgefiihrte Standard auf 100 %
normiert und die Messwerte der Proben entsprechend in Relation dargestellt. Abbildung
20 zeigt, dass die zelluldre Stoffwechselaktivitit auf PA-CVD-Schichten bei 92 % liegt
und damit den zweithochsten Wert aufweist. Mit 100 % weisen Zellen auf PVD-Spu-
Schichten die gleiche zellulire Stoffwechselaktivitit wie der Standard auf und im
Vergleich der Beschichtungen den hochsten Wert. Zellen auf PVD-Arc-Schichten
zeigen mit 80 % den dritthochsten Wert und auf PVD-Arcfil-Schichten wird mit 58 %
der geringste Wert erreicht.
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Abbildung 20: Zellulire Stoffwechselaktivitit humaner Fibroblasten auf den DLC-Beschichtungen

Dargestellt ist der zelluldre Resazurinumsatz als Maf3 fiir die zellulire Stoffwechselaktivitit von humanen
Fibroblasten nach dreitdgiger Inkubation auf den Proben. Die iiber verschiedene Abscheideverfahren generierten
DLC-Beschichtungen sind im Vergleich abgebildet. Alle Proben sind mit Bezug auf den Standard dargestellt, welcher
auf 100 % normiert wurde. Die zelluldre Stoffwechselaktivitit ist durch den zelluliren Resazurinumsatz bestimmt
worden. Dafiir wurde die Stoffwechselaktivitit pro Probe auf die ermittelte Zellzahl pro Probe bezogen.

Zellmorphologie humaner Fibroblasten auf den verschiedenen DLC-Schichten

Die Zellmorphologie wurde zur Bewertung der Biovertrdglichkeit der verschiedenen
DLC-Beschichtungen untersucht. Die Kultivierungszeit der humanen Fibroblasten auf
den Proben betrug dabei einen Tag. AnschlieBend wurden das Zytoskelett und die
Zellkerne angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch begutachtet. Im Folgenden sind
reprasentative Beispiele dargestellt. In Abbildung 21 wurden die Zellkerne mit DAPI
(blau-violett) angefarbt und das Zytoskelett mit TRITC (gelb-rot). Die Zellen auf dem
Standard (a) zeigen eine typische Zellmorphologie. Die Zellkerne sind intakt und zeigen

59



Ergebnisse

eine natlirlich runde Form. Die Zellspreitung ist durch eine ovale Grundform
gekennzeichnet. Auf PA-CVD-Schichten (b) zeigt sich eine leicht verdnderte
Zellmorphologie. Die Spreitung in ihrer ovalen Form ist im Vergleich zum Standard
weniger dominant ausgepréagt. Die Zellen sind im Vergleich zum Standard komprimiert
mit Tendenz zu einer runden Grundform und geringerer Spreitung. Auf PVD-Spu- und
PVD-Arc-Beschichtungen (c bzw. d) ist die Zellmorphologie natiirlich ausgepriagt und
vergleichbar mit dem Standard. Zellen auf PVD-Arcfil-Schichten (e) weisen ebenfalls
eine weniger ovale Form der Spreitung auf. Verglichen mit Zellen auf PA-CVD-
Schichten tendiert auf diesen Beschichtungen die Zellform noch stirker zu einer

komprimierten, runden Form.

Abbildung 21: Morphologie humaner Fibroblasten auf den DLC-Beschichtungen

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von humanen Fibroblasten auf den verschiedenen
Probenoberflichen sowie dem Standard nach eintdgiger Inkubation: a) Standard, b): PA-CVD, ¢) PVD-Spu, d) PVD-
Arc, e) PVD-Arcfil. Angefirbt wurden das Zytoskelett (TRITC) und die Zellkerne (DAPI). Die Aufnahmen erfolgten
bei 100facher Vergroferung.
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5.1.3. Elektronenstrahl-Modifizierung der verschiedenen DLC-
Beschichtungen

Im Folgenden wird die Modifizierung der verschiedenen DLC-Beschichtungen mittels
eBeam betrachtet. Dabei werden oberflichenanalytische Analysen zur Bewertung
chemisch-energetischer Verdnderungen der Beschichtungen genutzt. Zellbiologische
Methoden dienen wiederum zur Abschitzung einer verdnderten biologischen Reaktion

auf die modifizierten Oberfldachen.

Kontaktwinkel und Oberflichenenergie

Der Kontaktwinkel wurde mit destilliertem Wasser bestimmt. Zusétzlich kamen zwei
weitere Messfliissigkeiten (Diiodmethan, Ethylenglykol) zum Einsatz, um anschlieend
die Oberflichenenergie der verschiedenen Proben zu berechnen. Die Messungen
erfolgten vor und nach der eBeam-Modifizierung. Abbildung 22 zeigt, dass der
Kontaktwinkel auf allen DLC-Schichten mit steigender eBeam-Dosis signifikant
abnimmt. Die Verringerung liegt bei 10 ° bis 20 °. Die DLC-Beschichtungen, welche
mittels PA-CVD abgeschieden wurden, zeigen bei einem Ausgangwert von 77 © nach
einer Behandlung mit 500 kGy einen Kontaktwinkel von 52 °. PVD-Spu-Schichten
zeigen einen hoheren Ausgangswert von 80 ° und eine Behandlung mit 500 kGy fiihrt
zu einer Abnahme auf ebenfalls 52 °. PVD-Arc-schichten zeigen den gleichen
Ausgangswert wie PA-CVD und auch die eBeam-Behandlung mit 500 kGy fiihrt zu
einem Wert von 52 °. Lediglich PVD-Arcfil zeigt einen vergleichsweise geringen
Ausgangswert von 65 °, welcher nach Behandlung mit 500 kGy ebenfalls auf 52 °
reduziert wird. Insgesamt zeigt sich, dass die eBeam-Modifizierung von DLC-
Beschichtungen in einer Hydrophilierung der Oberflichen resultiert. Daher kann die
Kontaktwinkelmessung als Bewertungsmal fiir weitere Untersuchungen herangezogen

werden.
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Abbildung 22: Kontaktwinkel der unbehandelten und modifizierten DLC-Beschichtungen

Dargestellt ist der Kontaktwinkel auf den verschiedenen DLC-Beschichtungen im Vergleich vor und nach eBeam-
Modifizierung mit 500 kGy fiir die einzelnen Beschichtungen. Die eBeam-Modifizierung erfolgte in 50 kGy-Schritten
bis zur entsprechenden Zieldosis.

In Abbildung 23 ist die Oberflidchenenergie der verschiedenen DLC-Beschichtungen als
Aufteilung in polaren und dispersen Anteil dargestellt. Weiterhin zeigt die Abbildung
den Vergleich der verschiedenen Beschichtungen sowohl vor als auch nach
Modifizierung mittels eBeam. Die Oberflichenenergie der verschiedenen DLC-
Beschichtungen liegt im unbehandelten Zustand zwischen 39 mN/m und 47 mN/m. PA-
CVD, PVD-Spu- und PVD-Arc-Beschichtungen liegen im Ausgangszustand mit
40 mN/m, 41 mN/m und 39 mN/m auf gleichem Niveau. PVD-Arcfil-Beschichtungen
zeigen mit 47 mN/m einen hdéheren Ausgangswert. Nach einer Modifizierung mit
500 kGy steigt der Wert fiir PA-CVD-Schichten um 10 mN/m, fiir PVD-Spu-Schichten
um 8 mN/m und fiir PVD-Arc-Schichten um 11 mN/m an. Die mittels PVD-Arcfil
abgeschiedenen Beschichtungen zeigen nach 500 kGy eine geringere Zunahme von
lediglich 3 mN/m. Bei Betrachtung der polaren und dispersen Anteile zeigt sich, dass
bei allen Beschichtungen mit steigender eBeam-Dosis der polare Anteil zunimmt und
der disperse sinkt. Die stirksten Verdnderungen ergeben sich dabei wie bereits in der
Betrachtung der gesamten Oberfldchenenergie festgestellt fiir PA-CVD-, PVD-Spu- und
PVD-Arc-Schichten. Diese DLC-Beschichtungen zeigen eine Zunahme der polaren
Anteile um 14 mN/m bis 16 mN/m nach Modifizierung mit 500 kGy und erreichen

damit im modifizierten Zustand einen vergleichbaren Wert fiir den polaren Anteil der
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Oberflachenenergie von 20 mN/m. Fiir PVD-Arcfil-Schichten liegt der Ausgangswert
der polaren Anteile bereits bei 12 mN/m. Die Modifizierung mit 500 kGy erhcht diesen
um 6 mN/m auf 18 mN/m. Damit zeigen auch hier die PVD-Arcfil-Schichten die
geringsten Verdnderungen. Alle DLC-Beschichtungen zeigen nach Modifizierung mit
500 kGy einen vergleichbaren Wert der gesamten Oberflachenenergie und auch fiir

deren polare Anteile.
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Abbildung 23: Oberflichenenergie der unbehandelten und modifizierten DLC-Beschichtungen

Dargestellt ist die Oberflichenenergie auf den verschiedenen DLC-Beschichtungen im Vergleich, die dispersen und
polaren Anteile sind kumulativ dargestellt. Die Verdnderung der Oberflichenenergie nach eBeam-Modifizierung ist
fiir eine Dosis von 500 kGy dargestellt. Die eBeam-Modifizierung erfolgte in 50 kGy-Schritten bis zur Zieldosis.

Rauigkeit

Zur Bewertung der Rauigkeit wurde die WeiBlichtinterferometrie (WLI) genutzt. Auch
hier wurden die Proben im unbehandelten und modifizierten Zustand untersucht.
Zusitzlich kann iiber die 3D-Darstellung, auf welcher der Algorithmus zur Auswertung
basiert, ein visueller Eindruck der verschiedenen Beschichtungen gewonnen werden
(Abbildung 24). Die Farbzuordnung erfolgt entsprechend der Hohenzuordnung in der
Farbskale am rechten Bildrand. Erscheint die betrachtete Probenoberfliche mit einem
Farbverlauf von Rot iiber Gelb bis Griin, so ist dies in einer nicht 100 % waagerecht
ausgerichteten Probe wihrend des Messvorganges begriindet. Dieser Umstand hat

jedoch keinen Einfluss auf das Messergebnis des Mittenrauwertes.
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Abbildung 24: Morphologie von Substrat, unbehandelten und modifizierten DLC-Schichten

Dargestellt ist die Probenoberfliche des Substrates sowie der iiber verschiedenen Abscheideverfahren generierten
DLC-Beschichtungen als Ergebnis der WLI-Messung zur Bestimmung der Oberflichenrauigkeit. Die DLC-
Beschichtungen wurden vor und nach eBeam-Modifizierung untersucht. Die Regenbogen-Skala am rechten Bildrand
dient der Zuordnung entsprechender Héhenwerte. Folgende Proben sind dargestellt: Substrat (a), PA-CVD (b), PA-
CVD_500 (c), PVD-Spu (d), PVD-Spu_500 (e), PVD-Arc (f), PVD-Arc_500 (g), PVD-Arcfil (h), PVD-Arcfil_500 (i).
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Abbildung 25 =zeigt, dass das Beschichtungssubstrat einen durchschnittlichen
Mittenrauwert von 0,146 um aufwies. Die Beschichtungen PA-CVD, PVD-Spu und
PVD-Arc zeigten einen Mittenrauwert von 0,156 pm, 0,160 pm und 0,163 um und
bewegen sich damit in einem vergleichbaren Bereich, sind jedoch etwas erhoht im
Vergleich zum Beschichtungssubstrat. Nach der Modifizierung mit 100 kGy und mit
500 kGy zeigen sich keine signifikanten Verdnderungen der Mittenrauwerte fiir diese
Beschichtungen. PVD-Arcfil-Beschichtungen zeigen mit 0,230 um gemessen am
Beschichtungssubstrat einen deutlich erhohten Mittenrauwert. Dieser nimmt nach
Behandlung mit 100 kGy um 0,034 um ab. Die Behandlung mit 500 kGy zeigt eine
starkere Abnahme auf einen Wert von 0,164 um. Damit liegen die Mittenrauwerte aller
DLC-Beschichtungen nach Modifizierung mit 500 kGy im gleichen Grdfenbereich,
wobei sich lediglich fiir PVD-Arcfil-Beschichtungen eine Verdnderung des

Mittenrauwertes durch eBeam-Behandlung ergibt.
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Abbildung 25: Mittenrauwert von Substrat, unbehandelten und modifizierten DLC-Schichten
Dargestellt ist der Mittenrauwert (Sa) der verschiedenen DLC-Beschichtungen im Vergleich zum
Beschichtungssubstrat sowie nach eBeam-Modifizierung mit 100 und 500 kGy.

65



Ergebnisse

Oberflichenmorphologie

Da die 3D-Darstellung der WLI zur detaillierten Bewertung  der
Oberflichenmorphologie keine hinreichend hohe Auflosung liefert, wurde die
Rasterelektronenmikroskopie (REM) genutzt, um die Oberflichenbeschaffenheit der
Beschichtungen und auch des Beschichtungssubstrates im pm-Bereich zu untersuchen.
Die Beschichtungen wurden vor und nach eBeam-Behandlung mit 500 kGy bewertet
und sind in Abbildung 26 dargestellt. Das Beschichtungssubstrat zeigt eine leicht
vernarbte Oberfliche, die von schrammenartigen Kerben im Bereich weniger
Mikrometer durchzogen ist. Insgesamt ist die Oberfliche flach abgeschliffen, es sind
kraterartige Vertiefungen vorhanden, deren Randbereich nicht rund sondern kantig und
zerkliiftete erscheint. Durch die DLC-Beschichtung mittels PA-CVD und PVD-Spu
wird das Oberflichenbild des Beschichtungssubstrates etwas weicher gezeichnet, jedoch
ist die Grundstruktur des Substrates mit kleineren Kratern und Kratzern noch erkennbar.
Sowohl die eBeam-Behandlung mit 100 kGy als auch mit 500 kGy verédndert dieses
Bild nicht. Die Probenoberflichen, welche mittels PVD-Arc und PVD-Arcfil
beschichtet wurden, lassen die Struktur des Substrates nur schemenhaft bzw. im Fall
von PVD-Arcfil liberhaupt nicht mehr erkennen. Diese Oberflichen sind durch
zahlreiche Droplets geprédgt. Die Droplets weisen eine GroBe im Bereich von 0,5 bis
3,0 um auf. PVD-Arcfil-Beschichtungen zeigen zusitzlich wenige Droplets mit noch
groBBerem Durchmesser bis ca. 5 um. Insgesamt zeigen diese Beschichtungen auch eine
hohere Dropletdichte im Vergleich zu PVD-Arc. Durch die eBeam-Behandlung dieser
Beschichtungen kommt es zu einer Dosis-abhdngigen Verringerung der Dropletzahl und
-grofe. Dieser Effekt ist besonders auf den Droplet-reichen PVD-Arcfil-Beschichtungen
ausgepragt. Die Dropletgrofie verringert sich nach 500 kGy auf ca. 1 bis 2 um und auch

die Dichte der Droplets erscheint im betrachteten Bereich etwa halbiert.
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Abbildung 26: REM-Aufnahme vom Substrat, unbehandelten und modifizierten DLC-Schichten

Dargestellt sind REM-Aufnahmen der Oberflichen des Beschichtungssubstrates (a) sowie nach Beschichtung mit den
verschiedenen Abscheidemethoden: PA-CVD (b-d), PVD-Spu (e-g), PVD-Arc (h-k), PVD-Arcfil (I-n). Die Aufnahmen
erfolgten mit 15 kV Beschleunigungsspannung und Probenpositionierung in einem Winkel von 45 °, 2.000fache
Vergrdfierung. Die verschiedenen DLC-Beschichtungen wurden vor (b, e, h, 1) und nach eBeam-Behandlung mit
100 kGy (c, f, j, m) bzw. 500 kGy (d, g, k, n) abgebildet.
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Zellzahl humaner Fibroblasten auf den modifizierten DLC-Beschichtungen

Die Ergebnisse zur Sterilisationsfestigkeit und Biokompatibilitdt der verschiedenen
DLC-Beschichtungen (Kapitel 5.1.1 und 5.1.2) fiihrten zur Eingrenzung der
Abscheideverfahren auf PVD-Spu und PVD-Arc fiir die folgenden Untersuchungen.

Die Zellzahl wurde bestimmt, um anschlieend die Stoffwechselaktivitit darauf zu
normieren und eine Aussage iiber die Biovertriaglichkeit der modifizierten Schichten zu
erhalten. Die Bestimmung erfolgte wie in Kapitel 4.9.3 beschrieben nach dreitdgiger
Inkubation der Fibroblasten auf den Proben. Um die Beschichtungen im unbehandelten
und im modifizierten Zustand zu vergleichen, wurde der Standard auf 100 % normiert
und die Proben entsprechend in Relation dargestellt. Modifiziert wurde mit 500 kGy.
Abbildung 27 zeigt, dass die Zellzahl gemessen am Standard auf den unbehandelten
PVD-Spu- und PVD-Arc-Schichten auf 89 % bzw. 70 % leicht reduziert ist. Auf der mit
500 kGy modifizierten PVD-Spu-Beschichtung ist die Zellzahl hingegen signifikant auf
25 % reduziert. Bei PVD-Arc wiederum zeigt sich eine solche Verdnderung nach der
Modifizierung nicht. Die Zellzahl liegt fiir diese Beschichtungen bei 70 % und ist damit
unverdndert im Vergleich zur unbehandelten PVD-Arc-Oberfliche.

120%
100%
80%
60%

40%

Zellzahl bezogen auf den Standard
(100%)

20%

0%
PVD-Spu  PVD-Spu_500  PVD-Arc  PVD-Arc_500

Abbildung 27: Zellzahl humaner Fibroblasten auf unbehandelten und modifizierten DLC-Schichten
Dargestellt ist die Zellzahl pro Flicheneinheit von humanen Fibroblasten nach Inkubation (3d) auf DLC-Schichten.
Im Vergleich stehen unbehandelte und mit 500 kGy modifizierte PVD-Spu- und PVD-Arc-Schichten. Die Ergebnisse
sind in Relation zum Standard dargestellt, dieser ist auf 100% normiert. Die Zellzahl wurde durch
fluoreszenzmikroskopische Auszihlung der Zellkerne in definierten Probenbereichen bestimmt, dafiir wurden die
Zellkerne mittels DAPI angefdirbt.
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Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte durch Anfarben der Zellkerne mittels DAPI (s.
Kapitel 4.9.2) und anschlieBende Auszdhlung von vordefinierten Probenbereichen unter
dem Fluoreszenzmikroskop. Abbildung 28 zeigt  beispielhaft die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Zellen nach dreitdgiger Inkubation auf
unbehandelten PVD-Spu-Schichten (a) und eBeam-modifizierten PVD-Spu-Schichten
(b). Es wird deutlich, dass auf der modifizierten Probe wesentlich weniger Zellkerne

vorhanden sind.

Abbildung 28: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zur Bestimmung der Zellzahl auf unbehandelten und
modifizierten PVD-Spu-Schichten

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Bestimmung der Zellzahl humaner Fibroblasten nach
dreitdgiger Inkubation auf unbehandelten (a) und eBeam-modifizierten PVD-Spu-Schichten (b). Fiir die Zellzdhlung
wurden die Zellkerne (blau) mittels DAPI angefirbt. Die Aufnahmen erfolgten bei 100facher Vergroferung.

Stoffwechselaktivitit humaner Fibroblasten auf den modifizierten DLC-
Beschichtungen

Die Stoffwechselaktivitdt diente zur vergleichenden Bewertung der Biovertriglichkeit
der eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen und wurde iiber die Bestimmung des
Resazurinumsatzes ermittelt. Daflir wurden humane Fibroblasten fiir drei Tage auf den
Proben inkubiert. Die Stoffwechselaktivitdit wurde sowohl auf unbehandelten als auch
eBeam-modifizierten Beschichtungen bestimmt. Fiir die Modifizierung wurden
500 kGy appliziert. Um die verschiedenen DLC-Beschichtungen zu vergleichen, wurde
die Stoffwechselaktivitit auf die zuvor ermittelte Zellzahl normiert, um eine
zellbezogene Aussage zu generieren. Der mitgefiihrte Standard ist auf 100 % normiert

und die Messwerte der Proben entsprechend in Relation dargestellt.
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Abbildung 29 zeigt, dass die zelluldre Stoffwechselaktivitit auf PVD-Spu-Schichten bei
98 % liegt. Auf modifizierten PVD-Spu-Schichten liegt die Stoffwechselaktivitét bei
140 % gemessen am Standard. Die Zellen auf den unbehandelten bzw. modifizierten
PVD-Arc-Schichten zeigen eine zelluldre Stoffwechselaktivitit von 126 % bzw. 123 %
im Vergleich zum Standard. Fiir die verschiedenen Proben ergeben sich dabei gemessen

am Standard keine signifikanten Abweichungen.
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Abbildung 29: Zelluliire Stoffwechselaktivitiit humaner Fibroblasten auf unbehandelten und eBeam-
modifizierten DLC-Beschichtungen

Dargestellt ist der zelluldre Resazurinumsatz als Maf3 fiir die zellulire Stoffwechselaktivitit von humanen
Fibroblasten nach dreitigiger Inkubation auf den Proben. Im Vergleich stehen PVD-Spu- und PVD-Arc-Schichten,
welche unbehandelt sowie nach Modifizierung mit 500 kGy untersucht wurden. Die Ergebnisse sind in Relation zum
Standard dargestellt, dieser ist auf 100% normiert. Die zellulire Stoffwechselaktivitit ist durch den zelluliren
Resazurinumsatz bestimmt worden. Dafiir wurde die Gesamt-Stoffwechselaktivitit pro Probe auf die ermittelte
Zellzahl pro Probe bezogen.

Zellmorphologie humaner Fibroblasten auf den modifizierten DLC-
Beschichtungen

Die Zellmorphologie wurde zur Bewertung der Biovertraglichkeit der eBeam-
modifizierten DLC-Beschichtungen untersucht. Dafiir wurden die Beschichtungen mit
500 kGy modifiziert. Die Kultivierungszeit der humanen Fibroblasten auf den Proben
betrug dabei einen Tag. AnschlieBend wurden das Zytoskelett und die Zellkerne
angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch begutachtet. Im Folgenden sind reprisentative
Beispiele dargestellt. Abbildung 30 zeigt, dass die Zellen auf dem Standard (a) eine
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typische Zellmorphologie zeigen. Die Zellkerne sind intakt und zeigen eine natiirlich
runde Form. Die Zellspreitung ist durch eine lidnglich ovale Grundform gekennzeichnet.
Auf den modifizierten PVD-Spu- und PVD-Arc-Beschichtungen (b bzw. c) ist die
Zellmorphologie vergleichbar mit dem Standard. Die Zellkerne sind intakt und die

Zellspreitung ist ebenfalls durch eine langlich ovale Grundform gekennzeichnet.

Abbildung 30: Zellmorphologie humaner Fibroblasten auf dem Standard und modifizierten DLC-
Beschichtungen

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von humanen Fibroblasten nach eintdgiger Inkubation auf
dem Standard (a) sowie PVD-Spu- und PVD-Arc-Schichten (b bzw. c¢). Die Beschichtungen wurden mit 500 kGy
modifiziert. Angefirbt wurden das Zytoskelett (TRITC) und die Zellkerne (DAPI). Die Aufnahmen erfolgten bei
100facher Vergrofierung.

5.2. Charakterisierung der Elektronenstrahl-Modifizierung von DLC-
Beschichtungen

Auf Basis der bisherigen Ergebnisse zum Vergleich der Abscheidemethoden fiir DLC-
Beschichtungen wurde eine Abscheidemethode fiir die weiteren Untersuchungen

ausgewdahlt. Auf die Kriterien fiir diese Auswahl wird in der Diskussion eingegangen.
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Alle im Folgenden dargestellten Untersuchungen wurden an DLC-Beschichtungen
durchgefiihrt, die mittels PVD-Sputterbeschichtung abgeschieden wurden. Daher
bezieht sich die Bezeichnung DLC nachfolgend ausschlieSlich auf Schichten dieser
Abscheidemethode. Die Abscheideparameter blieben wie in 4.3 beschrieben
unverandert. Die eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen wurden, sofern nicht

anders angegeben, mit 500 kGy behandelt.

5.2.1. Dosisabhéngigkeit

Bereits im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die eBeam-
Modifizierung der DLC-Beschichtungen in einer Hydrophilierung der Oberflidche
resultiert (s. Kapitel 5.1.3). Daher wurde die Kontaktwinkelmessung als
Bewertungsmall fiir weitere Untersuchungen herangezogen. Um eine mdgliche
Dosisabhéingigkeit zu untersuchen, wurde der Kontaktwinkel nach Modifizierung mit
verschiedenen Dosen bis 1000 kGy gemessen. Abbildung 31 zeigt einen
Ausgangskontaktwinkel fiir unbehandelte DLC-Beschichtungen von 80 °. Bei einer
Behandlung mit 25 kGy ist keine signifikante Verdnderung zu beobachten. Die
Modifizierung der DLC-Beschichtungen mit 50 kGy fiihrt zu einer Verringerung auf
71 °, bei Modifizierung mit 100 kGy erfolgt eine weitere Abnahme auf 65 °. Nach der
Modifizierung mit 500 kGy ist der Kontaktwinkel auf 47 © reduziert. Eine weitere
Dosiserhohung bis auf 1000 kGy fithrt zu keiner weiteren Verdnderung des
Kontaktwinkels. Zwischen der Modifizierung mit 500 kGy und 1000 kGy sind keine

signifikanten Unterschiede im Kontaktwinkel zu beobachten.

Signifikante Unterschiede der Messergebnisse aus Abbildung 31 sind aufgrund
vereinfachter Ubersichtlichkeit in Tabelle 13 angegeben. Lediglich die Messungen des
Kontaktwinkels nach Modifizierung mit 500 kGy bzw. 1000 kGy sowie zwischen
Ausgangszustand und Modifizierung mit 25 kGy zeigen keine signifikante Differenz.

Alle weiteren Messergebnisse weisen signifikante Unterschiede auf.
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Abbildung 31: Kontaktwinkel auf den DLC-Schichten als Funktion der Modifizierungsdosis

Dargestellt ist der Kontaktwinkel der DLC-Beschichtungen im unbehandelten Zustand sowie nach eBeam-
Modifizierung mit verschiedenen Dosen: 25, 50, 100, 500 und 1000 kGy. Die Modifizierung erfolgte durch
Applikation von 25 kGy bzw. in 50 kGy-Schritten bis zum Erreichen der vorgegebenen Zieldosis. Der Kontaktwinkel
wurde direkt nach der Modifizierung bestimmt. Als Messfliissigkeit wurde Wasser genutzt. Signifikante Unterschiede
der Messergebnisse sind in Tabelle 13 angegeben.

Tabelle 13: Signifikanzen zu Abbildung 31

eBeam [kGy] 0 25 50 100 500 1000
/ * * * *
0
* * * *
25 /
* * * * *
50
* * * * *
100
* * * * /
500
* * * * /
1000

Um die Auswirkung der eBeam-Modifizierung auf die Stochiometrie der sp>- und sp’-
Bindungsanteile in den DLC-Beschichtungen zu untersuchen, wurden die Schichten mit
100 und 500 kGy modifiziert und anschlieend mittels Ramanspektroskopie analysiert.
Die Auswertung der Ramanspektren erfolgt im Bereich der fiir DLC-Beschichtungen
typischen Peaks: D-Peak und G-Peak [190]. Diese befinden sich im Bereich von
1360 cm™ bzw. 1560 cm™ [196]. In Abbildung 32 sind die Ramanspektren von DLC-
Beschichtungen im unbehandelten Zustand (a) sowie nach Modifizierung mit 100 kGy

(b) und 500 kGy (c) dargestellt. D- und G-Peak wurden durch Peakentfaltung mittels
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Auswertesoftware ermittelt. Zum Vergleich wurden die Hiillkurven der einzelnen
Proben als Stapeldarstellung ohne Peakentfaltung, jedoch mit Kennzeichnung der D-
und G-Peakposition zusammengefasst (d). Im Bereich von D- und G-Peak sind weder
nach durchgefiihrter eBeam-Modifizierung noch in Abhidngigkeit der Dosis keine

Veranderungen erkennbar. Die Peakpositionen sind in allen Féllen identisch.
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Abbildung 32: Ramanspektren der unbehandelten und modifizierten DLC-Schichten

Dargestellt sind Einzelaufnahmen der Ramanspektren samt Peakentfaltung von unbehandelten DLC-Beschichtungen
(a) sowie nach Modifizierung mit 100 kGy (b) und 500 kGy (c). Zum Vergleich wurden die Hiillkurven der einzelnen
Proben als Stapeldarstellung ohne Peakentfaltung, jedoch mit Kennzeichnung der D- und G-Peakposition
zusammengefasst (d). Die Anregung erfolgte mit einem Laser der Wellenldnge 532 nm.

Weiterhin wurde der Einfluss der eBeam-Modifizierung auf die Rauigkeit der DLC-
Beschichtungen untersucht. Diese Ergebnisse sind bereits in Kapitel 5.1.3 dargestellt.
Fiir die in Abschnitt 2 genutzten Schichten der PVD-Sputterabscheidung ergaben sich
diesbeziiglich keine dosisabhingigen Verdnderungen. Abbildung 25 =zeigt fiir

unbehandelte und modifizierte PVD-Spu-Schichten einen Mittenrauwert im Bereich

von 0,155 bis 0,160 um. Auch die detaillierte Betrachtung der Oberflichenmorphologie
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mittels REM-Analytik (Abbildung 26 e-g) zeigt, dass sich diesbeziiglich fiir PVD-Spu-

Schichten keine Verdanderungen durch die Modifizierung ergeben.

5.2.2. Variation der Expositionszeit und Elektronenmenge

Um die Wirkmechanismen der eBeam-Modifizierung zu untersuchen, wurden
Expositionszeit und Elektronenmenge variiert. Dabei wurde jeweils ein Parameter
konstant gehalten. Die Elektronenmenge wurde durch die Dosisrate definiert. Aus
vorangegangenen Ergebnissen ist bekannt, dass sich die eBeam-Modifizierung in einer
Abnahme des Kontaktwinkels &duBert. Daher wurde im Folgenden die Abnahme des
Kontaktwinkels bei Standardbehandlung (einfache Elektronenmenge und einfache
Expositionszeit) auf ,,100 % Verdnderung“ gesetzt und die Verdnderung des
Kontaktwinkels bei variierender Expositionszeit und Elektronenmenge im Verhiltnis
dazu dargestellt. Abbildung 33 a verdeutlicht, dass die Variation der Elektronenmenge
tiber die Dosisrate zu keiner signifikanten Verdnderung gemessen an der
Standardbehandlung fiihrt. Bei der Variation der Expositionszeit hingegen (Abbildung
33 b) kam es bei extremer Verkiirzung der Expositionszeit (0,001x) mit 11 % zu einer
signifikant geringeren Verdnderung des Kontaktwinkels. Die Halbierung der
Expositionszeit flihrt zu keinem erkennbaren Unterschied im Vergleich zur
Standardbehandlung. Wird die Expositionszeit jedoch verflinffacht, so fiihrt dies mit
158 % zu einer signifikant stirkeren Verdnderung des Kontaktwinkels im Vergleich zur
Standardbehandlung.

Signifikante Unterschiede der Messergebnisse aus Abbildung 33 sind aufgrund
vereinfachter Ubersichtlichkeit in Tabelle 14 angegeben.

Durch die Variation der Expositionszeit ist ein Einfluss auf die Intensitdt der
Kontaktwinkelverdnderung deutlich erkennbar. Die Variation der Elektronenmenge

hingegen zeigt keinen Einfluss.
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Abbildung 33: Veriinderung des Kontaktwinkels auf den modifizierten DLC-Schichten bei variierender
Expositionszeit und Elektronenmenge

Dargestellt ist die Verdinderung des Kontaktwinkels gemessen an der Standardbehandlung, welche eine 100%ige
Verdnderung verursacht. Eine Verdinderung bedeutet die Differenz des Kontaktwinkels zwischen Ausgangszustand
und nach eBeam-Modifizierung. Im Vergleich zur Standardbehandlung (entspricht der einfachen Expositionszeit
sowie der einfachen Elektronenmenge) wurden Expositionszeit sowie Elektronenmenge mit folgenden Faktoren
variiert: Elektronenmenge: 0,2fach und 2fach; Expositionszeit: 0,001fach, 0,5fach und Sfach. Der Kontaktwinkel
wurde direkt nach der Modifizierung bestimmt. Als Messfliissigkeit wurde Wasser genutzt. Signifikante Unterschiede
der Messergebnisse sind in Tabelle 14 angegeben.

Tabelle 14: Signifikanzen zu Abbildung 33

=1 I s L
LI T -
= ) = ol N g
= = & - 2 3
Behandlungsparameter T ) E. = é >
3 4 o & & =
5 2 & g & =
) <
/ / * k k
Standardbhndlg.
/ / k * k
0,2x e-Menge
/ / * k *
2x e-Menge
* * * * *
0,001x Exp.zeit
* * * * *
0,5x Exp.zeit
* * * * *
5x Exp.zeit

5.2.3. Variation der Prozessatmosphére

Um Aussagen iiber die an der eBeam-Modifizierung beteiligten Spezies® aus der

umgebenden Prozessatmosphire zu erhalten wurde diese variiert. StandardmiBig findet

5 Die eBeam-Modifizierung an Atmosphirendruck fiihrt zur Ionisierung bzw. Radikalbildung in der
umgebenden Prozessatmosphdre. Reaktivitit und Konzentration dieser Spezies sind abhdngig von der
Zusammensetzung der Prozessatmosphdire.
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die Modifizierung an Luft statt. Da in Luft Stickstoff und Sauerstoff als
Hauptbestandteile vorliegen, wurde die Modifizierung zusitzlich unter reinem
Stickstoff und 21 %igem Sauerstoff durchgefiihrt. Weiterhin wurde unter 10 %igem
Wasserstoff behandelt. Als Kenngrofle fiir die eBeam-Modifizierung der DLC-
Beschichtungen wird die Kontaktwinkelmessung herangezogen. Aus vorangegangenen
Ergebnissen ist bekannt, dass sich die eBeam-Modifizierung in einer Abnahme des
Kontaktwinkels duflert. Daher wurde im Folgenden die Abnahme des Kontaktwinkels
bei Standardbehandlung an Luft auf ,,100 % Veridnderung* gesetzt und die Verdanderung
des Kontaktwinkels bei Behandlung unter Stickstoff-, Sauerstoff- und
Wasserstoffatmosphire im Verhiltnis dazu dargestellt.

Abbildung 34 zeigt, dass bei Stickstoff als Prozessatmosphire die Verdnderung des
Kontaktwinkels mit 129 % signifikant ansteigt. Sauerstoff als Prozessatmosphére fiihrt
mit 157 % ebenfalls zu einer stirkeren Verdnderung. Bei Behandlung unter
Wasserstoffatmosphidre kommt es hingegen zu gar keiner Verdnderung des
Kontaktwinkels.

Die Ergebnisse belegen, dass die Bestandteile der Prozessatmosphére einen Einfluss auf
die Verdnderung des Kontaktwinkels haben, wobei Stickstoff und Sauerstoff im

Vordergrund stehen, dahingegen hat Wasserstoff iiberhaupt keinen Einfluss.
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Abbildung 34: Verinderung des Kontaktwinkels auf den modifizierten DLC-Schichten bei variierender
Prozessatmosphiire

Dargestellt ist die Verdinderung des Kontaktwinkels als Differenz zwischen Ausgangszustand und nach eBeam-
Modifizierung im Vergleich zur Standardbehandlung (,, Luft“). Die Prozessatmosphdre bestand aus reinem Stickstoff
(,, Stickstoff*), einem 21 %igem Sauerstoffgemisch (, Sauerstoff*) oder 10 %igem Wasserstoff (,, Wasserstoff*). Der
Kontaktwinkel wurde direkt nach der Modifizierung bestimmt. Als Messfliissigkeit wurde Wasser genutzt.
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Die unter verschiedenen Prozessatmosphdren modifizierten DLC-Beschichtungen
wurden nach der Kontaktwinkelmessung auch einer XPS-Analytik unterzogen. Dadurch
sollten Aussagen iiber die Elementverteilung auf den Oberflachen getroffen werden. Die
unter Wasserstoffatmosphére modifizierten DLC-Beschichtungen wurden dabei nicht
analysiert, da sich bereits bei der Kontaktwinkelmessung zeigte, dass keine
Verdnderungen auftreten (s. Abbildung 34). Die XP-Spektren wurden hinsichtlich C-,
O,- und N-Gehalt quantitativ analysiert.
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Abbildung 35: Elementzusammensetzung der unbehandelten und modifizierten DLC-Schichten

Dargestellt ist die mittels XPS ermittelte Elementzusammensetzung auf der Oberfliche der unbehandelten
(,,Ausgangszustand*) und modifizierten DLC-Beschichtungen. Die Modifizierung wurde mit variierender
Prozessatmosphdre durchgefiihrt (Luft, Stickstoff, Sauerstoff). Untersucht wurden der Kohlenstoffanteil (a), der
Sauerstoffanteil (b) und der Stickstoffanteil (c). Die Prozessatmosphdre bestand aus Luft (,,eB_Luft"; entspricht der

Standardbehandlung),  reinem  Stickstoff  (,,eB_Stickstoff*) oder einem 21 %igem  Sauerstoffgemisch
(,,eB_Sauerstoff*).

Abbildung 35 verdeutlicht, dass sich nach durchgefiihrter eBeam-Modifizierung der
messbare Kohlenstoffanteil auf den DLC-Beschichtungen verringert. Gleichzeitig
kommt es zu einer Zunahme von Sauerstoff und Stickstoff. Im Ausgangszustand liegt

der Kohlenstoffanteil bei 82 at% (Abbildung 35 a). Die Modifizierung an Luft fiihrt zu

einer Verringerung des  Kohlenstoffanteiles auf 75at%. Wird unter
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Stickstoffatmosphére modifiziert, fiihrt dies zu einer Abnahme auf knapp 80 at%. Die
Modifizierung unter Sauerstoff fiihrt zu einer Abnahme des Kohlenstoffanteiles auf
77 at% wund ist damit vergleichbar mit der Modifizierung unter Luft. Im
Ausgangszustand liegt der Sauerstoffanteil bei 15 at% (Abbildung 35b). Die
Modifizierung an Luft filhrt zu einer Zunahme auf 20at%. Wird unter
Stickstoffatmosphdre modifiziert, fithrt dies zu einer geringeren Zunahme des
Sauerstoffanteiles auf 17 at%. Die Modifizierung unter Sauerstoff fithrt zu einer
Zunahme des Sauerstoffanteiles auf knapp 21 at% und ist damit erneut vergleichbar mit
der Modifizierung unter Luft. Der Stickstoffanteil liegt im Ausgangszustand bei 1,2 at%
(Abbildung 35 c). Die Modifizierung an Luft fiihrt zu einer Zunahme auf 4,2 at%. Wird
unter Stickstoffatmosphdre modifiziert, fiihrt dies zu einer Zunahme auf knapp 2,0 at%.
Die Modifizierung unter Sauerstoff fiihrt zu einer Zunahme des Stickstoffanteiles auf

1,9 at% und ist damit vergleichbar mit der Modifizierung unter Stickstoff.

5.2.4. Strukturierung mittels Elektronenstrahl

Grobstrukturierung

Ein Bestandteil der Zielstellung ist die Biofunktionalisierung der DLC-Beschichtungen
durch Modifizierung mittels eBeam. Die Funktionalisierung soll dazu fiihren, dass auf
den DLC-Oberflachen das Anwachsverhalten von Zellen gezielt beeinflusst werden
kann. Dies bedeutet auf der Oberfliche Bereich zu generieren, die die Zelladhésion
zulassen oder sogar fordern in direkter Nachbarschaft zu Bereichen, die eine reduzierte
bis gar keine Zelladhdsion aufweisen. In Kapitel 5.1.3 wurde dargestellt, dass durch die
eBeam-Modifizierung die Zellzahl prinzipiell verringert werden kann. Die im
Folgenden zu priifende Fragestellung besteht darin, ob es durch die Modifizierung der
DLC-Beschichtungen moglich ist, aneinander angrenzende Bereiche zu modifizieren
und inwiefern die Grenze zwischen unbehandelter und modifizierter Oberfliche
deutlich nachvollziehbar ist, d.h. wie exakt und formtreu eine eBeam-Modifizierung
umgesetzt werden kann. Dazu wurde eine DLC-beschichtete runde Flachprobe mit
einem halbierten GlasdeckgldBBchen halbseitig abgedeckt und mit 500 kGy modifiziert.
AnschlieBend erfolgte eine Bewertung der Modifizierung durch die Benetzbarkeit der

halbseitig modifizierten Probe mit destilliertem Wasser. Die Dokumentation erfolgte
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fotografisch. In Abbildung 36 a und b zeigt sich, dass das aufgegebene Wasser auf der
eBeam-modifizierten Seite bei Volumenzugabe bis zur Grenzlinie der Modifizierung
fortschreitet und dort sehr exakt diese Linie zwischen unbehandeltem und
modifiziertem Bereich abbildet und diese Grenze nicht tiiberschreitet. Auch die
gleichzeitige Aufgabe sehr kleiner Wassermengen (1 pL) auf beiden Probenseiten zeigt
den Unterschied der Benetzbarkeit zwischen unbehandelter und modifizierter
Probenseite (Abbildung 36 c). Insgesamt zeigt sich, dass durch die hier genutzte
Vorgehensweise eine sehr klare Abgrenzung der unbehandelten von den modifizierten
Oberfldachenbereich moglich ist bzw. dass die eBeam-Modifizierung zur Ausbildung

einer exakt definierten Grenzlinie fiihrt.

a) b)

Unbehandelt

eBeam Unbehandelt eBeam

Unbehandelt

Abbildung 36: Benetzungsverhalten von halbseitig modifizierten DLC-Proben

Dargestellt ist das Benetzungsverhalten von halbseitig modifizierten DLC-Beschichtungen. Die Modifizierung
erfolgte mit 500 kGy wobei eine Hilfte der Probe mit einem halbierten Glasdeckglischen abgedeckt wurde. Die roten
Pfeile markieren die Grenzlinie zwischen unbehandelter (abgedeckter) und eBeam-modifizierter Oberfliche. Das
Voranschreiten eines Wassertropfens bei Aufgabe auf die modifizierte Probenhdlfte und weiterer Volumenerhéhung
findet bis zur Grenzlinie zischen unbehandelter und modifizierter Oberfliche statt. Der Wassertropfen bildet dort
sehr exakt die Grenzlinie ab (a + b). Die Aufgabe sehr kleiner Volumina (1 uL) auf beiden Probenseiten zeigt die
Unterschiede der Hydrophilie von unbehandelter und modifizierter Oberfliche anhand der Tropfenform(c).
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Feinstrukturierung

Weiterhin wurde untersucht, in welchem GroBenbereich durch die Modifizierung
alternierende Strukturen von unbehandelten und modifizierten Oberflichen abbildbar
sind. Dazu wurde zunéchst iiber die Dosimetrie gepriift, welche StrukturgroBen bei
eBeam-Behandlung durch Abschattung realisiert werden kdnnen. Zur Abschattung
wurden TEM-Netzchen mit verschiedenen Maschenweiten genutzt. Diese wurden auf
einem Dosimeterstreifen platziert. Fiir diesen Versuch war eine Behandlung mit 50 kGy
ausreichend. Der Dosimeterstreifen verfarbt sich durch die eBeam-Einwirkung. Die
Auswertung der Dosimeterstreifen erfolgte fotografisch. Abbildung 37 dokumentiert die
Belichtung des Dosimeters. Die dunklen Bereiche wurden durch den eBeam belichtet.
In den hellen Bereichen fand keine eBeam-Einwirkung statt. Es zeigt sich, dass sowohl
fiir die Maschenweite von 100 pm als auch fiir 70 um die eBeam-Einwirkung gut und

klar definiert abgebildet wird.

Abbildung 37: Belichtung eBeam-behandelter Dosimeter bei Abschattung mit TEM-Netzchen

Dargestellt ist die Belichtung eBeam-behandelter Dosimeter (50 kGy)bei Abschattung mit TEM-Netzchen von 100
um (a) und 70 um Maschenweite (b). Die dunklen Bereiche wurden durch den eBeam belichtet. In den hellen
Bereichen fand keine eBeam-Einwirkung statt.

Um die feine Strukturierung auch direkt auf den DLC-Oberflichen zu untersuchen
wurde eine Maske mit Linienstruktur zur Abschattung des eBeams wihrend der

Modifizierung genutzt. AnschlieBend wurden die so modifizierten Proben mittels
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Tropfenabrolltest analysiert. Dafiir wurden die Proben in einem 45 °-Winkel
positioniert. AnschlieBend wurden auf der Probenoberseite 25 pL bidestilliertes Wasser
appliziert, durch die schrige Position rollte der Wassertropfen iiber die modifizierte
Oberfliche. Es wurde per Videoanalyse die Zeit bestimmt, die der Tropfen fiir das
Zuriicklegen einer definierten Distanz benétigt. Die Messung wurde bei Eintreten der
Tropfenfront in den Bildbereich gestartet, gestoppt wurde, sobald die Tropfenfront das
untere Ende des Bildbereiches erreichte. Fiir den Tropfenabrolltest wurden die Proben
mit der linienartigen Strukturierung sowohl parallel als auch senkrecht zur
Abrollrichtung des Tropfens positioniert (Vergleich Abbildung 12). Als
Bewertungsgrundlage zum Vergleich der Messungen wurden die Messzeiten
herangezogen.

Rollt der Tropfen iiber die senkrecht zur Abrollrichtung ausgerichtete Strukturierung,
sind dafiir 7,28 s ndtig (Abbildung 38). Bei paralleler Ausrichtung der Strukturierung
wird fiir die gleiche Distanz eine Zeit von 1,28 s bendtigt (Abbildung 39). Damit ist die
Abrollzeit iiber eine senkrecht angeordnete Strukturierung knapp 6-fach lédnger als bei
paralleler Anordnung. Weiterhin ergibt sich bei paralleler Anordnung eine etwas
langere und dafiir flachere Tropfenform (Abbildung 39 c¢) im Vergleich zur senkrechten
Anordnung, bei der der Tropfen kompakter, d.h. kiirzer und dafiir hoher erscheint

(Abbildung 38 c).
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Frame Nr.: 1060; Zeit: 00:42:3670s
Differenz

182 Frames; 7,28s

Abbildung 38: Videoanalyse zum Tropfenabrolltest, Linienstruktur senkrecht zur Abrollrichtung

Dargestellt sind verschiedene Bildausschnitte (Frames) aus der Videoanalyse des Tropfenabrolitests. Die Probe
wurde im 45 ° Winkel positioniert, die linienartige Strukturierung wurde senkrecht zur Abrollrichtung des Tropfens
ausgerichtet (Vergleich Abbildung 12 b). Der erste Frame (a) stellt den Beginn der Messung dar, Frame-Nummer
und Beginn der Messzeit sind im unteren Bildrand (rote Markierung) abzulesen. Das Voranschreiten der
Tropfenfront ist in (b) dargestellt. Die Messzeit wurde gestoppt, wenn die Tropfenfront den unteren Bildrand
erreichte (c), auch hier sind Frame-Nummer und Messzeit im unteren Bildrand (rote Markierung) abzulesen. Die
Messstrecke wird durch die rote Linie und deren Start- und Endpunkte durch rote Pfeile markiert. Zur Auswertung
wurde die zeitliche Differenz zwischen Messbeginn und Ende berechnet. Diese Werte dienen zum Vergleich
verschiedener Messungen bzw. Probenoberflichen.
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Start (a):
Frame Nr.: 7740;  Zeit: 05:09:5890s

Ende (c):

Frame Nr.: 7772;  Zeit: 05:10:8680s
Differenz

32 Frames; 1,28s

Abbildung 39: Videoanalyse zum Tropfenabrolltest, Linienstruktur parallel zur Abrollrichtung

Dargestellt sind verschiedene Bildausschnitte (Frames) aus der Videoanalyse des Tropfenabrolltests. Die Probe
wurde im 45 ° Winkel positioniert, die linienartige Strukturierung wurde parallel zur Abrollrichtung des Tropfens
ausgerichtet (Vergleich Abbildung 12 a). Der erste Frame (a) stellt den Beginn der Messung dar, Frame-Nummer
und Beginn der Messzeit sind im unteren Bildrand (rote Markierung) abzulesen. Das Voranschreiten der
Tropfenfront ist in (b) dargestellt. Die Messzeit wurde gestoppt, wenn die Tropfenfront den unteren Bildrand
erreichte (c), auch hier sind Frame-Nummer und Messzeit im unteren Bildrand (rote Markierung) abzulesen. Die
Messstrecke wird durch die rote Linie und deren Start- und Endpunkte durch rote Pfeile markiert. Zur Auswertung
wurde die zeitliche Differenz zwischen Messbeginn und Ende berechnet. Diese Werte dienen zum Vergleich
verschiedener Messungen bzw. Probenoberflichen.

5.2.5. Stabilitdt der Elektronenstrahlmodifizierung

Fiir den Einsatz im medizintechnischen Bereich ist es wichtig Erkenntnisse iiber die
Stabilitdit der modifizierten DLC-Beschichtungen zu erhalten. Zum einen ist die
Langzeitstabilitit in verschiedenen Umgebungsmedien von Bedeutung zum anderen
muss die  Widerstandsfahigkeit  gegeniiber definierten  Reinigungs-  und

Sterilisationsverfahren untersucht werden.
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Langzeitstabilitit

Bereits im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die eBeam-
Modifizierung der DLC-Beschichtungen in einer Verringerung des Kontaktwinkels
resultiert (s. Kapitel 5.1.3). Daher wurde der Kontaktwinkel auch als Kenngrof3e fiir die

Untersuchungen zur Stabilitit herangezogen.

In Abbildung 40 ist der Kontaktwinkel im Ausgangszustand und nach Modifizierung
der DLC-Beschichtungen sowie anschlieBender Langzeitlagerung abgebildet. Durch die
Modifizierung wird der Kontaktwinkel von urspriinglich 73 © auf 48 © reduziert. Die
modifizierten Proben wurden an Luft gelagert und nach einer Woche, einem Monat
sowie zwel Monaten erneut gemessen. Die Messungen ergaben Kontaktwinkelwerte im
Bereich von 46 bis 49° und zeigten damit keine signifikanten Verdnderungen
vergleichen mit dem Wert direkt nach der Modifizierung. Damit zeigt die Verringerung
des Kontaktwinkels nach der eBeam-Modifizierung einen konstanten Wert bis zu zwei
Monate nach der Modifizierung und die zweimonatige Lagerung an Luft hat keinen

Einfluss auf den Kontaktwinkel der modifizierten DLC-Beschichtungen.
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Abbildung 40: Kontaktwinkel der modifizierten Schichten wihrend Langzeitlagerung an Luft

Dargestellt ist der Kontaktwinkel der unbehandelten und modifizierten DLC-Beschichtungen (Modifizierung mit
500 kGy). Direkt nach der Modifizierung wurde der Kontaktwinkel mit Wasser bestimmt, anschlieffend wurden die
Proben zwei Monate an Luft gelagert und es erfolgte nach einer Woche, einem Monat sowie zwei Monaten eine
erneute Bestimmung des Kontaktwinkels.
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Um die Auswirkung einer Langzeitlagerung auf eine Verdnderung der Stochiometrie
von sp> und sp’-Bindungsanteile der modifizierten DLC-Beschichtungen zu
untersuchen, wurden die Schichten mit 500 kGy modifiziert und anschlieBend mittels
Ramanspektroskopie analysiert, eine weitere ramanspektroskopische Analyse erfolgte
zwei Monate nach der Modifizierung bei Lagerung an Luft. Die Auswertung der
Ramanspektren erfolgt im Bereich der fiir DLC-Beschichtungen typischen Peaks: D-
Peak und G-Peak [190]. Diese befinden sich im Bereich von 1360 cm™ bzw. 1560 cm'!
[196]. In Abbildung 41 sind die Ramanspektren von DLC-Beschichtungen im
unbehandelten Zustand (,,PVD-Spu*) sowie direkt nach der Modifizierung (,,PVD-
Spu_ 500kGy*) und zwei Monate nach der Modifizierung (,,PVD-Spu 500kGy (2M))
dargestellt. D- und G-Peak wurden durch Peakentfaltung mittels Auswertesoftware
ermittelt. Zum Vergleich wurden die Hiillkurven der einzelnen Proben als
Stapeldarstellung ohne Peakentfaltung, jedoch mit Kennzeichnung der D- und G-
Peakposition zusammengefasst. Es zeigt sich, dass sich im Bereich von D- und G-Peak
weder direkt nach durchgefiihrter eBeam-Modifizierung noch zwei Monate nach der
Modifizierung Verdnderungen ergeben, die Peakpositionen sind in allen Fillen

identisch.

- ——PVD-Spu D-Peak G-Peak

{ - - - PVD-Spu_500kGy
- =--=PVD-Spu_500kGy (2M) /\
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Abbildung 41: Ramanspektren der modifizierten DLC-Schichten vor und nach Langzeitlagerung an Luft
Dargestellt sind die Ramanspektren von unbehandelten DLC-Beschichtungen (,,PVD-Spu*) sowie direkt nach
Modifizierung mit 500 kGy (,, PVD-Spu_500kGy“) bzw. nach zweimonatiger Lagerung an Luft (,, PVD-Spu_500kGy
(2M)*). Zum Vergleich wurden die Hiillkurven der einzelnen Proben als Stapeldarstellung mit Kennzeichnung der D-
und G-Peakposition zusammengefasst. Die Anregung erfolgte mit einem Laser der Wellenldnge 532 nm.
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Neben der Langzeitlagerung an Luft erfolgte eine zweimonatige Lagerung bei 37 °C in
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) unter den in Kapitel 4.9.1 angegebenen
Bedingungen. Als Kenngrofle zur Bewertung mdglicher Verdnderungen durch die
Lagerung diente aus o.g. Griinden auch hier der Kontaktwinkel. Abbildung 42 stellt den
Kontaktwinkel der DLC-Beschichtungen im Ausgangszustand und direkt nach der
eBeam-Modifizierung mit 500 kGy sowie nach zweimonatiger Lagerung in PBS dar. Im
Ausgangszustand betrdgt der Kontaktwinkel 69 °. Die Modifizierung fiihrt zu einer
Abnahme des Kontaktwinkels um 24 © auf 45 °. Nach zweimonatiger Lagerung in PBS
betragt der Kontaktwinkel 43 © und zeigt damit keinen signifikanten Unterschied zum
Wert direkt nach der durchgefiihrten Modifizierung. Die zweimonatige Lagerung in
PBS hat keinen FEinfluss auf den Kontaktwinkel der modifizierten DLC-

Beschichtungen.
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Abbildung 42: Kontaktwinkel der modifizierten Schichten nach Langzeitlagerung in PBS

Dargestellt ist der Kontaktwinkel der unbehandelten und modifizierten DLC-Beschichtungen (Modifizierung mit
500 kGy). Direkt nach der Modifizierung wurde der Kontaktwinkel mit Wasser bestimmt, anschlieffend wurden die
Proben zwei Monate bei 37 °C in PBS gelagert danach erfolgte eine erneute Bestimmung des Kontaktwinkels (,,2
Monate nach eBeam in PBS*).

Widerstandsfihigkeit bei chemisch-mechanischer Belastung

Die Stabilitidt der mittels PVD-Spu abgeschiedenen DLC-Beschichtungen gegeniiber
wiederholten Desinfektions- und Sterilisationszyklen wurde bereits in Kapitel 5.1.1
durch die Dokumentation der Schichtdefekte gezeigt. Dabei ergab sich im Rahmen von

80 Sterilisationszyklen keine signifikante Verdnderung der betrachteten Defektfliche
87



Ergebnisse

auf den Proben (Abbildung 18, Ergebnisse fiir PVD-Spu). Fiir diese Untersuchungen
wurden unbehandelte DLC-Beschichtungen genutzt. Die Stabilitit der eBeam-
Modifizierung auf diesen DLC-Beschichtungen soll im Folgenden in Zusammenhang
mit chemischer und mechanischer Belastung bewertet werden. Dazu wurde eine
Reinigungsprozedur bestehend aus mechanischer Belastung sowie dem Einsatz von
70 %igem Ethanol und anschlieBender Dampfsterilisation angewendet. Zur Bewertung
diente aus o.g. Griinden erneut der Kontaktwinkel. In Abbildung 43 ist der
Kontaktwinkel der DLC-Beschichtungen im Ausgangszustand und direkt nach der
durchgefiihrten eBeam-Modifizierung mit 500 kGy sowie nach anschlieBender
mechanischer Reinigung mit Ethanol und Sterilisation dargestellt. Im Ausgangszustand
betrdgt der Kontaktwinkel 73 °. Die Modifizierung fiihrt zu einer Abnahme des
Kontaktwinkels um 21 © auf 51 °©. Nach mechanischer Reinigung mit Ethanol und
Sterilisation betrdgt der Kontaktwinkel 50 © und zeigt damit keinen signifikanten
Unterschied zum Wert direkt nach der Modifizierung. Mechanische Belastung und
Sterilisation haben keinen Einfluss auf den Kontaktwinkel der modifizierten DLC-

Beschichtungen.
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Abbildung 43: Kontaktwinkel der modifizierten Schichten nach Desinfektion und Sterilisation

Dargestellt ist der Kontaktwinkel der unbehandelten und modifizierten DLC-Beschichtungen (Modifizierung mit
500 kGy). Direkt nach der Modifizierung wurde der Kontaktwinkel mit Wasser bestimmt. Anschlieffend wurden die
Proben einer mechanischen Reinigung mit 70 %igem Ethanol (Desinfektion) sowie anschliefSender
Dampfsterilisation unterzogen, danach wurde der Kontaktwinkel erneut bestimmt (,, EtOH + Sterilisation ).
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5.3. Untersuchungen zur Biokompatibilitit der modifizierten DLC-
Beschichtungen

Der Vergleich der Abscheidemethoden fiir die DLC-Beschichtungen in Kapitel 5.1
fiihrte zur Auswahl der Abscheidemethode PVD-Sputtern. Alle im Kapitel 5.3
dargestellten Untersuchungen wurden mit Beschichtungen dieser Abscheidemethode
durchgefiihrt. Demnach bezieht sich im Folgenden die Bezeichnung DLC ausschlieBlich

auf diese Beschichtungen.

Durch die eBeam-Modifizierung wird eine Verringerung der Zellzahl auf den DLC-
Beschichtungen erzielt (s. Kapitel 5.1.3). Im Folgenden wurde zunichst untersucht,
inwiefern auch dabei eine Dosisabhidngigkeit zu beobachten ist, um darauf basierend
mogliche Parallelen zu den in der Oberflichenanalytik beobachteten Ergebnissen
herstellen zu konnen. Um einen uneingeschriankten Einsatz der modifizierten Schichten
im medizintechnischen Bereich gewéhrleisten zu konnen, wurden Zellvitalitit,
Inflammationspotential und die Phasen des Zellzyklus untersucht, um Verdnderungen
dieser Parameter als mogliche Ursachen der verdnderten Zellzahl auszuschlieen.
Anschliefend wurde die Proteinadhdsion am Beispiel von Fibronektin als mdgliche

Ursache der verringerten Zellzahl auf den modifizierten DLC-Schichten untersucht.

5.3.1. Zellzahl bei Modifizierung mit variierender Dosis

Die Zellzahl pro Flidcheneinheit auf modifizierten DLC-Beschichtungen wurde bereits
in Kapitel 5.1.3 mit humanen Fibroblasten bestimmt, um eine Aussage iiber die
Biovertriglichkeit zu erhalten. Es zeigte sich eine deutliche Verringerung der Zellzahl
(Abbildung 27). Durch die Normierung der Gesamt-Stoffwechselaktivitdt pro Probe auf
die Gesamt-Zellzahl pro Probe konnte gezeigt werden, dass es jedoch zu keiner
Verdnderung der zelluldren Stoffwechselaktivitit auf den modifizierten Schichten
kommt (Abbildung 29).

Im Folgenden soll untersucht werden, inwiefern die Verringerung der Zellzahl auf den
modifizierten DLC-Beschichtungen einen dosisabhingigen Séttigungseffekt zeigt.
Grundlage dafiir sind die Ergebnisse aus Kapitel 5.2, bei denen mittels

Kontaktwinkelmessung ein dosisabhéngiger Séttigungseffekt ab 500 kGy beobachtet
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wurde (Abbildung 31). Diese Beobachtung soll nun zellbiologisch bewertet werden. Die
Zellzahl von humanen Fibroblasten wurde nach dreitigiger Inkubation auf
unbehandelten Schichten sowie auf 500 kGy- und 1000 kGy-modifizierten Proben
untersucht. In Kapitel 5.1.3 wurde gezeigt, dass die verringerte Zellzahl auf den
modifizierten DLC-Beschichtungen nicht durch eine Verdnderung der zelluldren
Stoffwechselaktivitit begriindet ist (Abbildung 29), daher wurde fiir die
Untersuchungen im Folgenden die Zellzahl ohne parallele Betrachtung der
Stoffwechselaktivitéit bestimmt.

Die Zellzahl wurde wie in Kapitel 4.9.3 beschrieben auf eine definierte Flacheneinheit
bezogen. Um die DLC-Beschichtungen im unbehandelten sowie im modifizierten
Zustand zu vergleichen, wurde der mitgefithrte Standard als Referenz auf 100 %
normiert und die Messwerte der Proben entsprechend in Relation dargestellt. Die

Zellzahl auf den verschiedenen DLC-Beschichtungen ist in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: Zellzahl auf modifizierten DLC-Beschichtungen bei variierender eBeam-Dosis

Dargestellt ist die Zellzahl pro Flicheneinheit von humanen Fibroblasten nach dreitdgiger Inkubation auf DLC-
Beschichtungen. Im Vergleich stehen DLC-Beschichtungen, welche unbehandelt sowie nach eBeam-Modifizierung
mit 500 kGy und 1000 kGy untersucht wurden. Die Ergebnisse sind in Relation zum Standard dargestellt, dieser ist
auf 100% normiert. Die Zellzahl wurde durch fluoreszenzmikroskopische Auszdhlung der Zellkerne in definierten
Probenbereichen bestimmt, dafiir wurden die Zellkerne mit DAPI angefdrbt.

Im Vergleich zum Standard ergibt sich fiir die Zellzahl auf den unbehandelten DLC-
Beschichtungen lediglich eine leichte Verringerung auf 89 %. Auf der mit 500 kGy

modifizierten DLC-Beschichtung ist die Zellzahl mit 25 % im Vergleich zum Standard
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signifikant reduziert. Auf 1000 kGy-modifizierten Proben ergibt sich eine Zellzahl von
33 % gemessen am Standard. Die Dosiserhohung flihrt zu keiner weiteren Veridnderung
der Zellzahl. Sowohl die Modifizierung mit 500 kGy als auch mit 1000 kGy zeigen
hinsichtlich der Zellzahl vergleichbare Ergebnisse.

5.3.2. Zellvitalitdt, Apoptose und Nekrose

Durch die Bewertung der zelluldren Stoffwechselaktivitét in Kapitel 5.1.3 wurde bereits
gezeigt, dass der reduzierten Zellzahl auf den modifizierten DLC-Beschichtungen keine
Verdnderung der metabolischen Aktivitdt zugrunde liegt. Eine vertiefende Betrachtung
zur Biokompatibilitit der eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen soll im Folgenden
anhand humaner Fibroblasten durch die Untersuchung der vitalen sowie
apoptotisch/nekrotischen Zellanteile erfolgen.

Die Firbung mittels Propidiumiodid (PI) diente zur Bestimmung als Anteil an der
Gesamtzellzahl. Fiir die Einordnung der vitalen Zellen diente entsprechend der
Definition in Kapitel 4.9.4 ein Standard. Fiir die Einordnung der
apoptotisch/nekrotischen Zellen wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Die gesamte
gemessene Zellpopulation wurde auf 100 % normiert. Entsprechend ergeben sich die
vitalen und apoptotisch/nekrotischen Zellanteile als Anteile der Gesamtpopulation. Bei
der Negativkontrolle wurden Apoptose und Nekrose induziert.

Abbildung 45a zeigt, dass sich im Vergleich zum Standard sowohl auf den
unbehandelten Schichten als auch auf den eBeam-modifizierten DLC-Schichten keine
signifikanten Unterschiede in den Anteilen vitaler Zellen ergeben. Auf dem Standard
betrigt der Vitalanteil der Fibroblasten 90 % der Gesamtpopulation. Auf unbehandelten
DLC-Beschichtungen und auf eBeam-modifizierten zeigen sich Vitalanteile von 91 %
bzw. 85 %. Diese bewegen sich in einem vergleichbaren Grofenbereich wie der
Standard. Die Negativkontrolle hingegen weist Vitalanteile von lediglich 1 % auf und
ist damit gemessen am Standard signifikant reduziert.

Die Anteile der apoptotisch/nekrotischen Zellen sind in Abbildung 45 b dargestellt. Der
Standard zeigt einen apoptotisch/nekrotischen Anteil von 10 %. Auf unbehandelten

DLC-Beschichtungen und auch auf eBeam-modifizierten zeigen sich die
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apoptotisch/nekrotischen Anteile mit 9 % bzw. 15 % im gleichen GroBenbereich. Die

Negativkontrolle hingegen weit 99 % apoptotisch/nekrotische Anteile auf.
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Abbildung 45: Anteile vitaler und apoptotisch/nekrotischer Fibroblasten auf unbehandelten und modifizierten
DLC-Beschichtungen
Dargestellt sind die Anteile vitaler (a) sowie apoptotisch/nekrotischer Fibroblasten (b) nach drei-tigiger Inkubation
auf unbehandelten und eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen (500 kGy) im Vergleich zum Standard sowie einer

Negativkontrolle. Die Analytik erfolgte durch Anfdrbung mit Propidiumiodid sowie durchflusszytometrischer
Auswertung. Bei den Proben der Negativkontrolle wurde Apoptose und Nekrose induziert.

Die unbehandelten DLC-Beschichtungen sowie die eBeam-modifizierten Proben zeigen
keinen FEinfluss auf die Verteilung der Gesamtzellpopulation humaner Fibroblasten

hinsichtlich Vitalanteile sowie apoptotisch/nekrotische Anteile.

5.3.3. Interleukinausschiittung

Durch die Untersuchung der Interleukinausschiittung sollte eine Abschitzung des
Inflammationspotentiales der modifizierten DLC-Beschichtungen erfolgen. Mittels
ELISA wurden die Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) -Ausschiittungen von
humanen Fibroblasten auf den Proben untersucht. Als Referenzen dienten der Standard
sowie eine mit Lipopolysaccharid (LPS) stimulierte Positivkontrolle. Da die Zellzahl
auf den Probenoberflichen aufgrund der eBeam-Modifizierung stark variiert, wurden
die Ergebnisse der Interleukinmessung auf die jeweils bestimmte Zellzahl normiert. Die
Zellzahl wurde entsprechend der Vorgehensweise in Kapitel 4.9.2 bestimmt. In
Abbildung 46 ist die zelluldre Interleukinausschiittung fiir IL-6 und IL-8 von humanen
Fibroblasten nach dreitdgiger Inkubation auf den Proben dargestellt. Die IL-6

Konzentration des Standards betrégt 16 fg. Zellen, die auf unbehandelten bzw. eBeam-
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modifizierten DLC-Beschichtungen inkubiert wurden, zeigten eine IL-6 Ausschiittung
von jeweils 15 fg und sind damit vergleichbar mit dem Standard (Abbildung 46 a). Die
Positivkontrolle zeigte eine IL-6 Ausschiittung von 200 fg und damit einen
signifikanten Unterschied sowohl zum Standard als auch zu den DLC-Proben. Ein
vergleichbares Bild ergibt sich bei der Betrachtung der IL-8 Ausschiittung in Abbildung
46b. Die IL-8 Konzentration beim Standard betrdgt 1,3 fg. Zellen, die auf
unbehandelten bzw. modifizierten DLC-Schichten inkubiert wurden, zeigen eine IL-8
Ausschiittung von 1,2 fg bzw. 1,1 fg und sind mit dem Standard vergleichbar. Die
Positivkontrolle zeigt mit 17,9 fg einen signifikant erhdhten Wert fiir IL-8. Insgesamt
sind die DLC-Proben hinsichtlich beider IL-Werte vergleichbar mit dem Standard,

wohingegen die Positivkontrollen einen um Faktor 15 erhhten Wert aufweisen.
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Abbildung 46: Interleukin-Ausschiittung humaner Fibroblasten auf unbehandelten und modifizierten DLC-

Beschichtungen

Dargestellt ist die Interleukin-Ausschiittung humaner Fibroblasten nach drei-tdgiger Inkubation auf unbehandelten
und eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen (500 kGy) fiir IL-6 (a) und IL-8 (b) im Vergleich zum Standard sowie
einer Positivkontrolle. Die Analytik erfolgte mittels ELISA. Die Proben der Positivkontrolle wurden mit LPS

stimuliert, um die IL-Ausschiittung zu triggern.

Sowohl die unbehandelten als auch die modifizierten Beschichtungen haben keinen

Einfluss auf die Interleukinausschiittung der humanen Fibroblasten.

5.3.4. Analyse der Zellzyklusphasen

Um zu untersuchen, ob durch die Zellinkubation auf den modifizierten Schichten eine
Verschiebung der Zellzyklusphasen stattfindet, wurde eine Zellzyklusanalyse

durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen entsprechend der Vorgehensweise in Kapitel
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4.9.5 mit Propidiumiodid angefirbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die
Einteilung der gemessenen Zellpopulationen in G1-, G2/M- und S-Phase erfolgte
anhand des mitgefiihrten Standards. Die gesamte Zellpopulation wurde auf 100 %
normiert. Entsprechend ergibt sich die anteilsméBige Verteilung auf G1-, G2/M- und S-
Phase. Abbildung 47 zeigt die Verteilung der Zellen auf die einzelnen

Zellzyklusphasen.
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Abbildung 47: Zellzyklusphasen humaner Fibroblasten auf unbehandelten und modifizierten DLC-Schichten
Dargestellt sind die Gesamtanteile von humanen Fibroblasten in den folgenden Zellzyklusphasen: GI-Phase (a),
G2/M-Phase (b) und S-Phase (c). Die Analyse erfolgte nach Anfirbung mittels Propidiumiodid mittels
Durchflusszytometrie nach dreitigiger Inkubation auf unbehandelten sowie eBeam-modifizierten DLC-
Beschichtungen (500 kGy) im Vergleich zum Standard. Die Einteilung der gemessenen Zellpopulationen in GlI-,
G2/M- und S-Phase erfolgte anhand der Grenzwerte des mitgefiihrten Standards.

Weder fiir unbehandelte noch fiir modifizierte DLC-Beschichtungen ergeben sich
signifikante Abweichungen im Vergleich zum Standard. Auf dem Standard befinden
sich 94 % der Zellen in der Gl-Phase (Abbildung 47 a). Nach Inkubation auf
unbehandelten bzw. eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen ergibt sich fiir die G1-
Phase ein Anteil von 94 % bzw. 93 %. Beim Standard befinden sich 2,4 % der Zellen in
der G2/M-Phase (Abbildung 47 b). Auf unbehandelten bzw. eBeam-modifizierten DLC-
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Beschichtungen befinden sich 2,3 % bzw. 3,1 % der Zellen in der G2/M-Phase. Auf die
S-Phase entfallen beim Standard 4,1 %, (Abbildung 47 c). Bei Inkubation auf
unbehandelten bzw. modifizierten DLC-Beschichtungen ergeben sich 4,0 % bzw.
4,2 %, die auf die S-Phase entfallen.

Insgesamt befindet sich auf allen Proben mit iiber 90 % der grofite Anteil der Zellen in
der G1-Phase. Die verbleibenden Anteile verteilen sich mit 2 % bis 4 % auf G2/M- und
S-Phase. Sowohl die unbehandelten als auch die eBeam-modifizierten DLC-
Beschichtungen zeigen verglichen mit dem Standard keinen Einfluss auf die Verteilung

der Zellpopulation auf die einzelnen Zellzyklusphasen.

5.3.5. Proteinadhésion

Eine mdogliche Ursache der verringerten Zellzahl auf den modifizierten Beschichtungen
kann in der Verdnderung der Proteinadhdsion auf diesen Oberflichen begriindet sein.
Daher wurde anhand des Beispiels Fibronektin die Proteinadhésion auf unbehandelten
und mit 500 kGy modifizierten DLC-Schichten untersucht. Als Referenzen dienten
antiadhdsive Plastikoberflichen bzw. adhisionsfordernde Plastikoberflichen der
Zellkultur. Als Blank wurden die jeweiligen Probensubstrate mitgefiihrt. Gemessen
wurde die Fluoreszenzintensitdt der Proben nach Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem
Fibronektin. Dabei steht die Fluoreszenzintensitit in direktem Verhéltnis zur
adsorbierten Proreinmenge. Fiir die Auswertung wurde der Blank des jeweiligen
Probensubstrates auf 100 % normiert. Die Messwerte der Proben sind in Abbildung 48
in Relation zu dem jeweiligen Blank dargestellt.
Auf den adhidsionsfordernden Proben (,,Proadhdsive Referenz“) ist die
Fluoreszenzintensitit gemessen am zugehdrigen Blank auf 150 % erhoht. Die
antiadhdsiven Oberflichen (,,Antiadhdsive Referenz*) weisen mit 330 % eine
signifikant hohere Fluoreszenzintensitdt auf. Die DLC-Beschichtungen zeigen im
unbehandelten Zustand eine Fluoreszenzintensitét von 160 % gemessen am zugehdrigen
Blank. Die modifizierten Beschichtungen hingegen weisen eine Fluoreszenzintensitit
von 310 % auf. Auch dies stellt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur
unbehandelten DLC-Oberflache dar. Signifikante Unterschiede der Messergebnisse aus
Abbildung 48 sind aufgrund vereinfachter Ubersichtlichkeit in Tabelle 15 angegeben.
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Abbildung 48: Proteinadhision auf unbehandelten und modifizierten DLC-Schichten

Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitit als Maf3 fiir die adsorbierte Proteinmenge an Fibronektin. Die
unbehandelten und die modifizierten DLC-Schichten (500 kGy) stehen im Vergleich zu adhdsionsfordernden
(,,proadhdsive Referenz ) und antiadhdsiven Kontrolloberflichen (, antiadhdsive Referenz ). Alle Proben wurde fiir
eine Stunde bei 37 °C mit Fibronektin (in PBS geldst) inkubiert. Die Auswertung erfolgte spektroskopisch (Anregung:
492 nm, Emission: 527 nm). Signifikante Unterschiede der Messergebnisse sind in Tabelle 15 angegeben.

Tabelle 15: Signifikanzen zu Abbildung 48
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Die Fluoreszenzintensitét dient als MaB fiir die adsorbierte Fibronektinmenge. Demnach
wird auf den antiadhdsiven Referenzoberflichen sowie den modifizierten DLC-
Beschichtungen eine etwa doppelt so hohe Proteinadsorption beobachtet wie auf den

adhisionsfordernden Referenzen und den unbehandelten Beschichtungen.
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5.4. Anwendungsbeispiel Hiiftimplantat

Der Vergleich der Abscheidemethoden fiir die DLC-Beschichtungen in Kapitel 5.1
filhrte zur Auswahl der Abscheidemethode PVD-Sputtern. Alle Untersuchungen in
Kapitel 5.4 wurden mit Beschichtungen dieser Abscheidemethode durchgefiihrt. Die
Bezeichnung DLC bezieht sich daher im Folgenden ausschlieBlich auf diese

Beschichtungen.

Als Anwendungsbeispiel werden wie in Kapitel 3.4 beschrieben Hiiftendoprothesen mit
Formgedéachtnisaktoren herangezogen. Diese sollen im Falle einer Lockerung der
Endoprothese eine Wiederverankerung im Knochen ohne &ufleren Eingriff ermdglichen.
Um dem avisierten Einsatzgebiet hinsichtlich zellbiologischer Untersuchungen zu
entsprechen, wurden fiir die hier dargestellten Versuche Osteoblasten sowie

mesenchymale Stammzellen (s. Tabelle 5) genutzt.

5.4.1. Osteogene Differenzierung

Um zu bewerten, inwiefern sich die DLC-Beschichtungen auf die osteogene
Differenzierung von Stammzellen auswirken, wurde der Gehalt an alkalischer
Phosphatase (ALP) und Calcium (Ca) untersucht. Dafiir wurden humane mesenchymale
Stammzellen auf den DLC-Beschichtungen inkubiert. ALP- und Calciumgehalt sind
anerkannte Marker zur Bewertung der osteogenen Differenzierung [10,197]. Die
Messung dieser zwei Parameter erfolgte nach 14-tdgiger Kultivierung der Zellen auf
den Proben. Als Referenz wurden dabei Standard-Zellkulturoberflichen (TCP) genutzt.
Die Zellen auf den Proben und der Referenz wurden einerseits ohne osteogene
Induktion kultiviert (=Kontrolle) und andererseits mit osteogener Induktion wie in
Kapitel 4.9.8 beschrieben. In vivo findet die osteogene Induktion im Rahmen der
Knochenneubildung durch korpereigene Botenstoffe statt. Innerhalb der Versuchsreihe
gibt die vergleichende Bewertung von Zellen ohne und mit Induktion Auskunft dariiber,
ob von den Proben in vitro bereits ein osteoinduktiver Stimulus, selbst ohne von auflen
getriggerte Induktion, ausgeht. Zur Vereinheitlichung und um eine zellbezogene
Aussage zu erhalten, wurden die Ergebnisse auf den jeweiligen DNA-Gehalt pro Probe
normiert. Abbildung 49 a zeigt, dass der ALP-Gehalt des Standards ohne osteogene
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Induktion bei 35 ng/ug DNA liegt. Bei osteogener Induktion kommt es zu einer
Erhohung auf 135 ng/ug DNA. Auch fiir die auf den DLC-Beschichtungen inkubierten
Zellen ergibt sich ein vergleichbares Bild. Ohne osteogene Induktion liegt der ALP-
Gehalt bei 22 ng/ug DNA, die osteogene Induktion fithrt zu einer Erhohung auf
140 ng/pug DNA. Die Untersuchung des Calciumgehaltes in Abbildung 49 b ergibt, dass
es bei den Kontrollen ohne osteogene Induktion weder auf dem Standard noch auf den
DLC-Beschichtungen zu einem nachweisbaren Calciumgehalt kommt. Erfolgt jedoch
eine osteogene Induktion, so ergibt sich auf dem Standard ein Calciumgehalt von
0,3 mg/pg DNA. Auf den DLC-Beschichtungen kommt es mit 8,0 mg/ug DNA im

Vergleich zum Standard durch die Induktion zur Entwicklung einer wesentlich hoheren

Calciumkonzentration.
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Abbildung 49: ALP- und Ca-Gehalt mesenchymaler Stammzellen auf DL.C-Beschichtungen

Dargestellt sind der ALP- (a) und Calciumgehalt (b) von humanen mesenchymalen Stammzellen nach 14-tdgiger
Inkubation auf DLC-Beschichtungen im Vergleich zum Standard. Die Zellen auf den Proben wurden ohne
(., Kontrolle”) und mit osteogener Induktion kultiviert. Als Standard dienten herkommliche TCP. Die Ergebnisse
wurden zur Vereinheitlichung auf den jeweiligen DNA-Gehalt pro Probe normiert.

Insgesamt wird der ALP-Gehalt der Stammzellen durch die Inkubation auf den DLC-
Beschichtungen nicht beeinflusst. Der Calciumgehalt hingegen wird bei gleichzeitiger

osteogener Induktion auf den Beschichtungen im Vergleich zum Standard stark erhoht.
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5.4.2. Barrierewirkung bei indirektem und direktem Kontakt

Extraktionsversuche zur Bewertung des indirekten Kontaktes

Die DLC-Beschichtungen sollen auf Formgedéchtnislegierungen (FGL) als
biokompatible Barriereschicht genutzt werden. Dabei soll der Austritt von Nickelionen
reduziert werden. Um die Barrierewirkung zu untersuchen, wurden vergleichende
Extraktionsversuche mit unbeschichteten FGL und DLC-beschichteten FGL
durchgefiihrt. Nach einer Extraktionsdauer von zwei Monaten wurden die Extrakte auf
vorkultivierte Osteoblasten gegeben und fiir einen definierten Zeitraum inkubiert.
AnschlieBend wurde die  Stoffwechselaktivitit der Osteoblasten  mittels
Resazurinumsatz bewertet. Anhand der Ergebnisse sollten Aussagen getroffen werden,
inwiefern es durch die Extrakte zu Verdnderungen der Stoffwechselaktivitit der
Osteoblasten kommt. Zuvor wurde die konzentrationsabhidngige Auswirkung von
nickelhaltigen Medien auf die Stoffwechselaktivitit von Osteoblasten untersucht. Durch
Korrelation dieser Ergebnisse mit den Ergebnissen der Extraktionsversuche, kdnne
Riickschliisse auf den Nickelgehalt der Extrakte gezogen werden. Die Versuche fanden
unter statischen Bedingen, d.h. ohne Verformung oder mechanische Beanspruchung der
Proben statt. Daher ist zundchst mit einem geringen Nickelaustritt zu rechen. In vivo
hingegen ist ein erhdhter Nickelaustritt zu erwarten, da es durch Mikrobewegungen
zwischen Knochen und Implantat zu einer dauerhaften mechanischen Belastung der
Oberflaiche kommt [165].

Fiir die Versuche wurde neben dem Standard-Osteoblastenzellkulturmedium auch PBS
verwendet. Diese zwei Fliissigkeiten wurden als Extraktionsmedien ausgewéhlt, da es
im PBS aufgrund der einfachen Zusammensetzung zu keiner Komplexierung® der
freigesetzten Nickelionen kommen kann und damit auch die Untersuchung der
Auswirkung geringer Nickelkonzentrationen moglich ist. Im Zellkulturmedium
hingegen kann es aufgrund der zahlreichen Bestandteile wie beispielsweise dem Serum-

Supplement zur Komplexierung von Nickelionen kommen, wodurch die zytotoxische

¢ Unter Komplexierung wird im vorliegenden Fall die Reaktion der Nickelionen mit Serumbestandteilen
verstanden. Es ist belegt, dass Nickelionen bevorzugt mit Serumalbumin reagieren, wobei vor allem
Histidin als hauptverantwortliche Aminosdure identifiziert ist [198]. Werden die Nickelionen durch diese
Reaktion abgefangen, so erfolgt bei geringen Konzentrationen noch keine zellschddigende Wirkung.
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Wirkung in einem gewissen Mall gepuffert werden kann. Somit sind bei der Nutzung
von Zellkulturmedium als Extraktionsmedium geringe Nickelkonzentrationen weniger
sensitiv detektierbar. Dennoch stellt Zellkulturmedium im Vergleich zum PBS eine
in vivo-ndhere Situation dar und wurde aus diesem Grund ebenfalls als
Extraktionsmedium gewéhlt.

Fiir die Inkubation der vorkultivierten Osteoblasten mit PBS-Extrakten wurde eine
Inkubationszeit von 16 h definiert, die Inkubation mit Medium-Extrakten erfolgte fiir
24 h. Die jeweiligen Inkubationszeiten wurden in Vorversuchen ermittelt. Die
mitgefilhrten Standards wurden fiir die Versuche mit reinem PBS bzw. reinem
Zellkulturmedium inkubiert und anschliefend als Referenz auf 100 % normiert. Die

Ergebnisse sind entsprechend in Relation zum Standard dargestellt.

Zunichst wurde die Verdnderungen der Stoffwechselaktivitit der Osteoblasten in
Abhidngigkeit verschiedener Nickelkonzentration in PBS und Zellkulturmedium
untersucht. Abbildung 50 a zeigt, dass sich bei Inkubation der Osteoblasten mit gering
nickelhaltigem PBS (1 ppm) keine Verdnderungen gemessen am Standard (Inkubation
mit reinem PBS) ergeben, die Stoffwechselaktivitét liegt bei 105 %. Die Inkubation der
Osteoblasten mit 10 ppm nickelhaltigem PBS fiihrt bereits zu einer signifikanten
Abnahme des Stoffwechsels der Osteoblasten auf 32%. Eine weitere
Konzentrationserh6hung auf 50 ppm bzw. 100 ppm duBert sich mit 25 % bzw. 23 %
ebenfalls in einer signifikant reduzierten Stoffwechselaktivitéit. Die analoge Betrachtung
mit Zellkulturmedium (Abbildung 50 b) zeigt, dass 1 ppm und 10 ppm nickelhaltige
Zellkulturmedien im  Vergleich zum  Standard (Inkubation mit reinem
Zellkulturmedium) mit 100 % und 101 % zu keiner signifikanten Verdnderung der
Stoffwechselaktivitét fiihren. Konzentrationen von 50 ppm Nickel im Zellkulturmedium
reduzieren die Stoffwechselaktivitét signifikant auf 32 %. Die Konzentrationserh6hung
auf 100 ppm Nickel filhrt zu einer weiteren Verringerung auf 5 % gemessen am
Standard. Auch dieses Ergebnis stellt eine signifikante Verdnderung dar. Die Nutzung
von PBS ermoglicht die Detektion von Nickelkonzentrationen ab 10 ppm durch
signifikante Verdnderungen der Stoffwechselaktivitidt. Wird Zellkulturmedium genutzt,

ist die Detektion von Nickelkonzentrationen ab 50 ppm moglich.
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Abbildung 50: Stoffwechselaktivitit humaner Osteoblasten bei Inkubation mit Ni-haltigem PBS bzw. Ni-
haltigem Osteoblastenmedium

Dargestellt ist der Resazurinumsatz als Maf} fiir die Stoffwechselaktivitit von Osteoblasten nach Inkubation mit
nickelhaltigem PBS (a) bzw. Zellkulturmedium (b) im Vergleich zum Standard (veines PBS bzw. Zellkulturmedium).
Es wurden Nickelkonzentrationen von 1, 10, 50 und 100 ppm in PBS bzw. Zellkulturmedium eingestellt. Die
Inkubationsdauer mit den nickelhaltigen Medien auf den vorkultivierten Osteoblasten (3d) wurde vorab ermittelt und
betrug 16 h fiir PBS bzw. 24 h fiir Zellkulturmedium. Signifikante Unterschiede der Messergebnisse sind in Tabelle
16 angegeben.

Signifikanten Unterschiede der Ergebnisse aus Abbildung 50 sind aufgrund
vereinfachter Ubersichtlichkeit in Tabelle 16 angegeben.

Tabelle 16: Signifikanzen zu Abbildung 50 (links: PBS; rechts: Osteoblastenmedium)

| Z| Z E el zZ| Z| EZ é
7] E
Probe 2 E| g £ S Probe £ £ S &
A~ S & 2 o gl = & 2
-l = g g = - =] g &
* * * * *
PBS / Medium / /
* * * * *
1 ppm Ni / 1 ppm Ni /
.| * / / .|| O
10 ppm Ni 10 ppm Ni
* * * * * *
50 ppm Ni / / 50 ppm Ni
* * * * * *
100 ppm Ni / / 100 ppm Ni

Im Folgenden wurden die PBS- und Mediumextrakte nach zweimonatiger Extraktion
der unbeschichteten und DLC-beschichteten FGL auf drei Tage vorkultivierte
Osteoblasten gegeben und fiir 16 h (PBS) bzw. 24 h (Zellkulturmedium) inkubiert.
Anschlieend wurde der Resazurinumsatz als MaBl fiir die Stoffwechselaktivitit
bestimmt. Als Referenz dienten dabei Osteoblasten, welche parallel mit reinem PBS

bzw. reinem Medium inkubiert wurden, welches ebenfalls fiir zwei Monate bei 37 °C
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gelagert wurde. Die Referenz wurde auf 100 % normiert und die Messwerte der Proben
entsprechend in Relation dargestellt. Die Ergebnisse unter Nutzung von PBS als
Extraktionsmedium sind in Abbildung 51a dargestellt. Die Extrakte der
unbeschichteten FGL filhren gemessen an der Referenz zu einem signifikanten
Riickgang der Stoffwechselaktivitit auf 37 %. Die Extrakte der DLC-beschichteten
FGL zeigen mit 85 % Stoffwechselaktivitit keine von der Referenz signifikant
abweichenden Verdnderungen. Wird Zellkulturmedium als Extraktionsmedium genutzt
(Abbildung 51 b), so zeigen sich nach Inkubation der Extrakte mit den Osteoblasten
keine signifikanten Verdnderungen. Die Extrakte der unbeschichteten und DLC-
beschichteten FGL zeigen eine Stoffwechselaktivitit von 104 % bzw. 100 % und sind

damit vergleichbar mit der Referenz.

a)  120% * b)  120%
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c =)
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Abbildung 51: Stoffwechselaktivitit humaner Osteoblasten bei Inkubation mit Extrakten

Dargestellt ist der Resazurinumsatz als Majs fiir die Stoffwechselaktivitit von Osteoblasten nach Inkubation mit PBS-
(a) bzw. Mediumextrakten (b) im Vergleich zum Standard (reines PBS bzw. Zellkulturmedium). Die Extrakte wurden
durch zweimonatige Extraktion von unbeschichteten und DLC-beschichteten FGL mit PBS bzw. Zellkulturmedium bei
37 °C gewonnen. Die Inkubationsdauer der Extrakte auf den vorkultivierten Osteoblasten (3d) wurde vorab ermittelt
und betrug 16 h fiir PBS bzw. 24 h fiir Zellkulturmedium.

Insgesamt konnen durch die PBS-Extrakte Auswirkungen auf die Stoffwechselaktivitit
der Osteoblasten beobachtet werden, fiir Extrakte mit Zellkulturmedium ist dies nicht zu

beobachten.

Analyse der Zellmorphologie zur Bewertung des Direktkontaktes
Neben den Extraktionsversuchen wurde die Zellmorphologie von Osteoblasten bei

Direktkontakt mit unbeschichteten und DLC-beschichteten FGL bewertet. Dafiir
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wurden die Zellen fiir 24 h auf den Oberflichen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Fluoreszenzfiarbung entsprechend der in Kapitel 4.9.2 beschriebenen Vorgehensweise.
Anhand vergleichender fluoreszenzmikroskopischer ~ Aufnahmen wurde die
Zellmorphologie der Osteoblasten bewertet. Eine stark abgerundete Morphologie der
Osteoblasten auf unbeschichteten FGL-Proben zeigt sich in Abbildung 52 a. Eine
Spreitung der Zellen ist nicht erkennbar. Zusétzlich entstand der Eindruck, dass die

Zelldichte auf den unbeschichteten FGL in den betrachteten Bereichen vergleichsweise

niedrig ist. Auf den DLC-beschichteten FGL hingegen entstand der Eindruck einer im
Vergleich deutlich hoheren Zellzahl.

Abbildung 52: Morphologie humaner Osteoblasten auf unbeschichteten und beschichteten FGL

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von humanen Osteoblasten auf unbeschichteten (a) und DLC-
beschichteten FGL (b) nach eintigiger Inkubation Angefirbt wurden das Zytoskelett (TRITC) und die Zellkerne
(DAPI). Die Aufnahmen erfolgten bei 100facher Vergrioferung.

Die Zellmorphologie der auf DLC-beschichteten FGL inkubierten Osteoblasten
(Abbildung 52 b) zeigte sich natiirlich ausgeprdgt mit einer gut erkennbaren

Zellspreitung. Zytoskelett und Zellkerne erscheinen in gesunder Morphologie.
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6. Diskussion

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Abschnitte untergegliedert. Ziel des ersten
Abschnittes ist die Auswahl einer geeigneten Abscheidemethode fiir eine Beschichtung
aus diamantdhnlichem Kohlenstoff (DLC), welche mittels Elektronenstrahl (eBeam)
modifiziert werden kann. Die Modifizierung soll eine gezielte Steuerung der

Zelladhésion fiir den biomedizinischen Einsatz der Beschichtungen ermdglichen.

Im zweiten Abschnitt werden vertiefenden Fragestellungen zur eBeam-Modifizierung
anhand der ausgewihlten DLC-Beschichtung untersucht. Die Mechanismen und
Grenzen der Modifizierung sowie deren Stabilitit werden bewertet. Die
Biokompatibilitdit und -funktionalitdit der modifizierten Schichten wird anhand
ausgewdhlter zellbiologischer Methoden sowie humaner Zellen und Zelllinien
analysiert. Anhand des Anwendungsbeispiels einer Hiiftendoprothese mit integrierten
Aktoren auf Basis von Formgedéchtnislegierungen (FGL) wird anschlieBend der

praktische Bezug hergestellt.

6.1. Auswahl einer Methode zur DLC-Abscheidung

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit werden vier Abscheidemethoden fiir DLC-
Beschichtungen verglichen. Dabei handelt es sich um Methoden, die auf der
Gasphasenabscheidung  basieren: die plasmaaktivierte chemische Gasphasen-
abscheidung (PA-CVD), das Magnetronsputtern (PVD-Spu) und die Lichtbogen-
verdampfung (PVD-Arc) bzw. die gefilterte Lichtbogenverdampfung (PVD-Arcfil).
Eine detaillierte Beschreibung der Methoden findet sich in Kapitel 3.1.1 bzw. 4.3. Ziel
ist die Auswahl einer Abscheidemethode anhand folgender Kriterien: Stabilitdt der
Beschichtung, Schichtmorphologie, Biokompatibilitit und Verdnderung der

Zelladhidsion durch die eBeam-Modifizierung

Im ersten Schritt wurde mittels Photoelektronenspektroskopie (XPS) {iberpriift, ob die
Zusammensetzung der verschiedenen DLC-Schichten hinsichtlich der Hybridisierung

der Kohlenstoffatome den avisierten Vorgaben aus Kapitel 4.3 entspricht. Abbildung 14
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stellt die Schichtzusammensetzung der verschiedenen Beschichtungen dar. Mittels PA-
CVD abgeschiedene DLC-Schichten weisen den hdchsten sp?-Gehalt auf, gefolgt von
PVD-Spu-Beschichtungen. Fiir PVD-Arc- und PVD-Arcfil-Schichten wurde der
geringste sp>-Gehalt ermittelt. Hingegen ist der sp’-Gehalt dieser Schichten am
hochsten. PVD-Spu- und PA-CVD-Beschichtungen liegen darunter und zeigen einen
vergleichbaren sp*-Gehlat.

Auch der Wasserstoffgehalt ist nach den Mallgaben aus Kapitel 4.3 ein Kriterium zur
Charakterisierung der verschiedenen DLC-Beschichtungen. Anhand eines deutlichen
Basislinienanstieges bei der Analyse von PA-CVD-Schichten im Ramanspektrum [189]
konnte gezeigt werden, dass die Photolumineszenz dieser Schichten erhoht ist. Dies ist
auf einen Wasserstoffgehalt von iiber 30 % zuriickzufiihren [199,200]. Somit ist belegt,
dass durch die unterschiedlichen Abscheidemethoden DLC-Beschichtungen
entsprechend den Vorgaben aus Kapitel 4.3 abgeschieden werden konnten. Auch die
Schichtdickenbestimmung bestdtigt, dass die angestrebte Schichtdicke von mindestens

einem Mikrometer erreicht wurde (Tabelle 12).

Als nédchster Schwerpunkt wurde die Oberflichenmorphologie analysiert. Mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM) erfolgte eine visuelle Bewertung. Dabei zeigte
sich, dass die PVD-Arc- und PVD-Arcfil-Oberflichen mit zahlreichen Droplets belegt
sind (Abbildung 26). Bei PA-CVD und PVD-Spu hingegen ist nach der Beschichtung
weiterhin die Grundstruktur des Edelstahlsubstrates erkennbar. Als objektive Messgrof3e
wurde anschlieBend der Mittenrauwert mittels WeiBlichtinterferometrie bestimmt. Das
Beschichtungssubstrat ist durch einen Mittenrauwert von 0,146 um gekennzeichnet,
dieser wird durch die Beschichtungen um ca. 0,010 um erhoht (Abbildung 25).
Gemessen an der Grundrauigkeit des Substrates ist dies eine sehr geringe Zunahme und
zeigt, dass alle Abscheidemethoden geeignet sind auch feine Substratstrukturen
detailgetreu abzubilden. Die Ursache fiir die leichte Erhohung des Wertes liegt in der
Art der Schichtabscheidung. Alle Methoden zdhlen zu den Source controlled
Abscheidemethoden. Dabei kommt es in tiefer liegenden Bereichen des Substrates
(Einkerbungen etc.) zur Abscheidung geringerer Schichtdicken aufgrund von
Abschattungseffekten [201]. Somit erhdht sich der Abstand zwischen Profilmaxima und

-minima. Der stark erhohte Mittenrauwert der PVD-Arcfil-Beschichtung, welcher auch
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mit einer deutlich groferen Standardabweichung verbunden ist, weist auf die bereits in

der REM-Analyse beobachtete hohe Dropletzahl hin.

Nachdem die Schichtzusammensetzung und -morphologie der verschiedenen DLC-
Beschichtungen verglichen wurde, stellt die Schichtstabilitit den néichsten
Vergleichsschwerpunkt dar.

Die Haftfestigkeit der Schichten konnte fiir alle Abscheidemethoden mit der
Haftfestigkeitsklasse 1 bewertet werden, d.h. die Beschichtungen weisen eine sehr gute
Haftfestigkeit auf. Dabei ist jedoch =zu beriicksichtigen, dass das weiche
Edelstahlsubstrat die Anforderungen der VDI 3198 zur Haftfestigkeitspriifung nicht
hinreichend erfiillt und die Messungen somit nur eingeschrankt aussagefihig sind.

Fir das medizintechnische Einsatzgebiet ist neben der Schichthaftung die
Sterilisationsfestigkeit vor allem aus Griinden der Biokompatibilitdit und des
Korrosionsschutzes von grundlegender Bedeutung [189]. Bereits Jones et al. zeigten,
dass chirurgische Instrumente, welche mit DLC-Schichten ausgestattet wurden dem
Praxisgebrauch samt mehrfachen Sterilisation stand halten koénnen [70]. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Sterilisationsfestigkeit anhand eines speziell
entwickelten Testregimes untersucht. Daflir mussten die Proben 80 alternierende Zyklen
von Desinfektion und HeiBdampfsterilisation durchlaufen. Anhand der kontinuierlichen
Dokumentation der Defekte in den Schichten erfolgte die Bewertung der
Sterilisationsfestigkeit. Bereits im Ausgangszustand weisen die PA-CVD-Schichten
eine etwa 10fach groBere Defektfliche als die anderen Beschichtungen auf (Abbildung
17). Die Defektgrofe dieser Schichten ist im Vergleich ebenfalls deutlich hoher. Im
Verlauf der Sterilisationszyklen setzt sich dieses Bild fort (Abbildung 18). Nach
80 Sterilisationszyklen liegt die Defektfliche von PA-CVD knapp zwei
Logarithmusstufen hoher als die Defektfliche der anderen Beschichtungen. Dies
verdeutlicht eine unzureichende Stabilitit dieser DLC-Beschichtungen fiir den
Praxisgebrauch. PVD-Spu-, PVD-Arc- und PVD-Arcfil-Schichten zeigen im Verlauf
der 80 Zyklen nur einen sehr geringen Anstieg der Defektfliche, was die

Praxistauglichkeit hinsichtlich Schichtstabilitit fiir diese Beschichtungen nachweist.
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AnschlieBend wurden die Reibeigenschaften der Beschichtungen mittels
Tribometermessung untersucht (Abbildung 16). Fiir das Anwendungsbeispiel der
Hiiftendoprothese kann es zu Mikrobewegungen zwischen Implantat und Knochen
kommen. In zahlreichen Studien wurde belegt, dass Bewegungen im Mikrobereich bis
zu einer GroBenordnung von 100 um die Osseointegration fordern [202,203]. Die
mechanische Belastung darf sich jedoch nicht negativ auf die Schichtstabilitéit
auswirken und sollte zudem durch einen moglichst geringen Reibwiderstand
gekennzeichnet sein, um Partikelabtrag und eine damit verbundene Irritation des
angrenzenden Gewebes zu vermeiden [204].

Die Reibungszahlen fiir die PA-CVD-, PVD-Spu- und PVD-Arc-Schichten nehmen in
der Einlaufphase der Messung kontinuierlich ab, dabei wird fiir PVD-Spu-Schichten die
geringste Reibungszahl beobachtet (Abbildung 16). Die Ergebnisse fiir PVD-Arcfil-
Beschichtungen spiegeln die in der Betrachtung der Schichtmorphologie beobachteten
Resultate wieder. Die dropletreichen Oberflachen dieser Schichten weisen im Vergleich
eine deutlich ldngere Einlaufphase sowie eine Erhohung der Reibungszahl zum
Messbeginn auf. Das verdeutlicht, dass diese Beschichtungen unter Belastung zur
Absonderung von Droplets neigen, was im biologischen Einsatzgebiet als duflerst
kritisch einzustufen ist. Mikropartikel konnen auf zelluldrer Ebene interagieren und
damit einen direkten Einfluss auf die Zellvitalitdt ausiiben. Santos et al. belegten dies
ebenfalls in ihren Untersuchungen, bei denen sich vor allem Partikelgroen unter 25 pym
als zytotoxisch erwiesen [205]. Weiterhin korreliert diese Tatsache mit den in der
vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen zur Biokompatibilitdt, bei denen PVD-

Arcfil-Schichten, d.h. die dropletreichsten Schichten, am schlechtesten abschneiden.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zum Vergleich der Biokompatibilitdt der
DLC-Beschichtungen wurden mit Fibroblasten durchgefiihrt. Die Fibroblasten zidhlen
zum grofiten Anteil der am Wundheilungsvorgang beteiligten Zellen und dienen als
Modell in zahlreichen Forschungstitigkeiten [114,134,141,206-208]. In der
vorliegenden Arbeit wurden Zellzahl, -morphologie und -stoffwechselaktivitit bewertet.
Abbildung 19 stellt die Zellzahl der Fibroblasten nach Inkubation auf den verschiedenen
DLC-Beschichtungen dar. Auf PVD-Spu-Schichten wird gefolgt von PA-CVD-

Schichten die hochste Zellzahl erreicht. Auf PVD-Arc- und PVD-Arcfil-Schichten wird
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gemessen am Standard lediglich 50 % der Zellzahl beobachtet, was darauf hinweist,
dass diese Beschichtungen eine geringe Biokompatibilitdt aufweisen.

Um hinsichtlich der Stoffwechselaktivitit eine zellbezogene Aussage zu erhalten, wurde
die gemessene Gesamt-Stoffwechselaktivitit pro Probe auf die jeweils bestimmt
Zellzahl bezogen und somit die zelluldre Stoffwechselaktivitit bestimmt (Abbildung
20). Die zelluldre Stoffwechselaktivitit von Zellen auf PA-CVD-, PVD-Spu- und PVD-
Arc-Schichten ist mit 80 % bis 100 % vergleichbar mit dem Standard. Die Zellen auf
PVD-Arcfil-Schichten zeigen eine deutlich reduzierte zelluldre Aktivitit. Eine Ursache
dafiir stellt die dropletreiche Oberfliche dieser Beschichtungen dar. Die Droplets der
PVD-Arcfil-Schichten bewegen sich mit 0,5 um bis 5,0 um in einem GroBenbereich,
der die Zelladhdsion hemmt [204,209]. Iwamoto et al. zeigten ebenfalls, dass
Rauigkeiten in Grofenbereichen ab 2 pum bis 3 um die Zelladhdsion muriner
Priaosteoblasten unterbinden konnen [210]. Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit in
den Untersuchungen der Reibeigenschaften dargelegt, dass die PVD-Arcfil-Schichten
zur Dropletabsonderung neigen (Abbildung 16). Wie bereits beschrieben, kdnnen
dadurch die Zellen und somit die Biokompatibilitit negativ beeinflusst werden
[205,211]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zusitzlich die Zellmorphologie
bestimmt, wodurch dieser Zusammenhang ebenfalls untermauert wird.

In Abbildung 21 ist die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Zellmorphologie von
Fibroblasten auf den unterschiedlichen Beschichtungen dargestellt. Auf PVD-Arcfil-
Beschichtungen weisen die Fibroblasten eine gering gespreitete, abgerundete Form auf
(Abbildung 21 e), was auf eine ungeniigende Vertraglichkeit des Untergrundes
schlieBen ldsst [3,127,147]. Im Vergleich dazu =zeigen die Zellen auf der
Standardoberfliche eine fiir Fibroblasten typische spindelartige Morphologie mit
ausgepragter Spreitung, scharfen Zellgrenzen und zipfelartigen Ausldufern sowie
intakte, runde Zellkerne (Abbildung 21 a) [212]. Auch auf PVD-Spu und PVD-Arc ist
diese Zellmorphologie zu beobachten (Abbildung 21 c, d). Auf PA-CVD hingegen
ergibt sich ebenfalls eine leicht verdnderte Morphologie. Dabei ist keine ausgeprégte
Spreitung erkennbar (Abbildung 21 b). Ursachen fiir die verdnderte Zellmorphologie
auf den PA-CVD- und PVD-Arcfil-Schichten sind in der unzureichenden
Schichthaftung (PA-CVD) bzw. der dropletreichen Oberfldche (PVD-Arcfil) begriindet.
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In beiden Fillen kommt es zum Ablésen von Schichtbestandteilen, welche mit den
Zellen wechselwirken und somit die Biokompatibilitit dieser Beschichtungen

herabsetzen.

Ein entscheidender Schwerpunkt fiir den Vergleich der Abscheidemethoden ist die
Moglichkeit, die DLC-Beschichtungen zu modifizieren, um dadurch biofunktionale
Oberflichen zu erzeugen. Zur Modifizierung soll die nicht-thermische
Elektronenstrahlbehandlung zur Anwendung kommen. Um Aussagen iiber die
Moglichkeit zur eBeam-Modifizierung der DLC-Oberfldchen zu treffen, wurde auf die
Proben eine Dosis von 500 kGy appliziert. Dafiir wurden wie in Kapitel 4.4 beschrieben
10 Einzeldosen mit je 50 kGy appliziert. Die Behandlung fand unter Atmosphéirendruck
und mit Luft als Prozessatmosphére statt.

Um Verdnderungen durch die Modifizierung zu bewerten, wurden die Proben mittels
Kontaktwinkelmessung sowohl vor als auch nach der Modifizierung analysiert. Die
Kontaktwinkelmessung gibt Auskunft {iber die Benetzbarkeit der Oberflichen und
diente im nichsten Schritt auch der Berechnung der Oberflichenenergie. Uber diese
Parameter konnen bereits erste Tendenzen hinsichtlich einer verdnderten Zellreaktion
auf den modifizierten Oberflichen abgeschétzt werden.

Die Kontaktwinkelmessung vor und nach der Modifizierung ergab, dass der
Kontaktwinkel auf den DLC-Schichten reduziert wird, womit eine Hydrophilierung der
Oberflache verbunden ist (Abbildung 22). Der stirkste Effekt ist auf PVD-Spu-
Beschichtungen zu beobachten. Auch Miksovsky et al. beobachteten eine
Hydrophilierung auf DLC-Oberfldchen nach Behandlung mit Stickstoffplasma [78]. Als
Ursache fiir die Verringerung des Kontaktwinkels kann in der vorliegenden Arbeit die
Verdnderung der Oberflichenenergie identifiziert werden. Diese liegt fiir die
verschiedenen Beschichtungen vor der Modifizierung in einem Bereich von 40 bis
45 mN/m. Durch die Modifizierung steigt der Wert um 5bis 10 mN/m an. Bei
Betrachtung der polaren und dispersen Anteile wird ersichtlich, dass bei allen
Beschichtungen durch die Modifizierung der polare Anteil der Oberflichenenergie
zunimmt und der disperse leicht sinkt (Abbildung 23). Die stirksten Verdnderungen
ergeben sich dabei fiir PA-CVD-, PVD-Spu- und PVD-Arc-Beschichtungen.
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Wohingegen der polare Anteil auf den PVD-Arcfil-Schichten nur geringe
Verianderungen aufweist.

Die Kontaktwinkelmessung wird auf PVD-Arcfil-beschichteten Oberflichen zusétzlich
durch die dropletbedingte Mikrorauheit beeinflusst. Dazu kommt, dass diese
Mikrorauheit durch die eBeam-Modifizierung ebenfalls verdndert wird. Sowohl bei der
REM-Analytik als auch bei der Bestimmung des Mittenrauwertes zeigte sich, dass es
nach durchgefiihrter Modifizierung im untersuchten Probenbereich zu einer
Verringerung der Dropletdichte und -groBBe kommt und der Mittenrauwert sinkt
(Abbildung 26 I-n; Abbildung 25). Diese Faktoren stellen somit eine zusitzliche
Einflussgrofe fiir die Kontaktwinkelmessung dar [142]. Damit kann die Abnahme des
Kontaktwinkels auf PVD-Arcfil-Schichten nicht eindeutig der Verdnderung der
Oberfliachenenergie bzw. der Rauigkeit zugeordnet werden.

Die Beschichtungen der anderen Abscheidemethoden zeigen keine Verdnderungen der
Oberflichenmorphologie nach der eBeam-Modifizierung (Abbildung 26 b-k), womit die
Hydrophilierung an dieser Stelle eindeutig auf die Steigerung der polaren Anteile der
Oberfldachenenergie zuriickgefiihrt werden kann. Die Verringerung der Dropletzahl und
-groBe auf PVD-Arcfil-Schichten kann durch einen Atzprozess durch die umgebenden
Spezies’ withrend der eBeam-Behandlung begriindet sein [104,213]. Dies wird durch
die Beobachtungen von Koval et al. untermauert. Diese Wissenschaftler stellten eine

Verringerung der Rauigkeit verschiedener Stihlen nach eBeam-Behandlung fest [113].

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen wurden an dieser Stelle zwei DLC-
Abscheidemethoden fiir die weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

Die oberflichenanalytischen Untersuchungen zeigen, dass die PA-CVD-Schichten
ungeniigende Ergebnisse hinsichtlich Schichtstabilitit und Sterilisationsfestigkeit
erbringen. Die PVD-Arcfil-Beschichtungen zeigen im Vergleich die schlechteste
Zellvertraglichkeit. Auch die Modifizierung mittels eBeam erbringt bei diesen
Schichten vergleichsweise geringe Effekte. Zusitzlich konnen diese Effekte nicht

eindeutig oberflichenenergetischen oder morphologischen Verdnderungen zugeordnet

7 Die eBeam-Modifizierung an Atmosphdrendruck fiihrt zur lonisierung bzw. Radikalbildung in der
umgebenden Prozessatmosphdre. Reaktivitit und Konzentration dieser Spezies sind abhdngig von der
Zusammensetzung der Prozessatmosphdre.
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werden. Diese Kritikpunkte fithren zum Ausschluss der beiden Abscheidemethoden.
Die eBeam-Modifizierung fiir die vergleichenden biologischen Untersuchungen wurde
daher nur an PVD-Spu- und PVD-Arc-Schichten durchgefiihrt.

Fiir die zellbiologische Bewertung kamen ebenfalls Fibroblasten zum Einsatz. Es
wurden die Zellzahl, -morphologie und -stoffwechselaktivitit als Vergleichskriterien
herangezogen. Neben der Referenz zur Standardoberflidche (Glas; s. Kapitel 4.9.1) ist
nun der Vergleich von unbehandelter und modifizierter Oberflichen von zentralem
Interesse. Abbildung 30 stellt die Morphologie der Fibroblasten auf den modifizierten
Proben und dem Standard dar. Fiir beide Beschichtungen (PVD-Spu und PVD-Arc)
zeigt sich eine mit dem Standard vergleichbare Zellmorphologie mit einer
spindelartigen Spreitung, zipfelartigen Ausldufern und scharfen Zellgrenzen sowie
intakten Zellkernen. Auch im Vergleich zu den Fibroblasten auf den unbehandelten
Beschichtungen ist keine phénotypische Verdnderung zu beobachten (Vergleich
Abbildung 21 ¢, d). Damit sind anhand des Kriteriums der Zellmorphologie zunichst
keine negativen Verdnderungen durch die eBeam-Modifizierung der Schichten zu
beobachten.

Die Zellzahl auf den unbehandelten Schichten ist im Vergleich zum Standard kaum
verdndert. Auf der modifizierten PVD-Spu-Beschichtung hingegen ist die Zellzahl
signifikant um ca. 75 % reduziert (Abbildung 27). Diese Tatsache ist auch in der
Darstellung der angefirbten Zellkerne auf den Probenoberflichen in Abbildung 28
deutlich erkennbar. Bei PVD-Arc zeigt sich keine Verdanderung der Zellzahl durch die
Modifizierung. Um zu iiberpriifen ob die reduzierte Zellzahl auf PVD-Spu-Schichten
mit einer Verdnderung des zelluldren Metabolismus einhergeht, wurde im Folgenden
die zelluldre Stoffwechselaktivitét tiberpriift. Dabei ergab sich fiir keine der Proben ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zum Standard (Abbildung 29). Anhand der
untersuchten Parameter kann durch die Modifizierung keine negative Auswirkung auf
die Biokompatibilitdt beobachtet werden. Auf PVD-Spu-Proben ist es moglich die
Zellzahl der adhirierenden Fibroblasten durch die eBeam-Modifizierung der Oberflidche
signifikant zu verringern. Damit ergibt sich die Mdglichkeit, die eBeam-Modifizierung
zur gezielten Steuerung der Zelladhdsion auf der Beschichtung zu nutzen, um

anwendungsspezifisch biofunktionale Oberflidche zu gestalten. Da nur auf modifizierten
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PVD-Spu-Beschichtungen eine verdnderte Zellzahl beobachtet wurde, fiihren diese
Ergebnisse zum Ausschluss der Abscheidemethode PVD-Arc fiir die weiterfiihrenden

Untersuchungen.

In Abbildung 53 sind zusammenfassend die Ausschlusskriterien fiir die untersuchten
Abscheidemethoden dargestellt. Fiir eine Anwendung im biomedizinischen Bereich sind
neben der Biokompatibilitdt eine gute Schichtstabilitit sowie eine geringe Dropletzahl
aus o.g. Griinden maBgebend. Die Moglichkeit zur Modifizierung mittels eBeam und
damit die Steuerung der Zelladhdsion stellt ein weiteres Auswahlkriterium hinsichtlich

Biofunktionalisierung dar.
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Abbildung 53: Kriterien fiir die Auswahl einer Abscheidemethode
Dargestellt sind die vier Auswahlkriterien, anhand derer im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit die
Eingrenzung auf eine Abscheidemethode fiir DLC-Beschichtungen erfolgte. Fiir biomedizinische Fragestellungen
sind Biokompatibilitit, zuverldssige Schichtstabilitit sowie eine geringe Dropletzahl und die Moglichkeit zur
Steuerung der Zelladhdsion mittels eBeam-Modifizierung mafigebend.

Die mittels PVD-Spu abgeschiedenen DLC-Beschichtungen erfiillen die gestellten

Anspriiche und werden daher fiir die folgenden Untersuchungen genutzt. Die

Abscheideparameter bleiben wie in Kapitel 4.3 beschrieben unverdndert.
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6.2. Elektronenstrahl-Modifizierung von DLC-Beschichtungen

Ein wichtiger Aspekt bei der Modifizierung der DLC-Beschichtungen ist die
zellbiologische Wechselwirkung mit diesen Oberfldchen. Diese kann sowohl durch
chemisch/energetische als auch morphologische Verdnderungen beeinflusst werden. Die
oberflichenanalytische Bewertung wurde daher auf diese zwei Schwerpunkte
ausgerichtet, um Aussagen iiber die Hintergriinde der Modifizierung mittels eBeam zu
erhalten. Zusitzlich wurde untersucht, ob eine partielle Modifizierung der DLC-
Oberflachen moglich ist und damit gegebenenfalls auch eine Feinstrukturierung erzielt
werden kann. AnschlieBend wurde die Langzeitstabilitit der Modifizierung in

verschiedenen Umgebungsmedien bewertet.

6.2.1. KenngrofBen und Wirkmechanismen

Die eBeam-Modifizierung der DLC-Schichten soll zur Steuerung der Zelladhédsion
genutzt werden. Die Wirkmechanismen der Modifizierung sowie zugehorige

KenngrdéBen und Grenzen der Methode werden im Folgenden Kapitel betrachtet.

Bereits im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
die eBeam-Behandlung zur Modifizierung von DLC-Schichten geeignet ist. Durch die
eBeam-Modifizierung kommt es zu einer Hydrophilierung der Oberfldche, d.h. der
Kontaktwinkel auf den Oberflichen wird verringert. Es sollte untersucht werden, ob
diesbeziiglich eine Dosisabhingigkeit vorliegt. Dazu wurden die Proben mit Dosen
zwischen 25 kGy und 1000 kGy behandelt. Abbildung 31 demonstriert, dass der
Kontaktwinkel bis zu einer Dosis von 500 kGy sukzessive abnimmt, wobei ab 50 kGy
signifikante Verdnderungen gemessen am Ausgangszustand auftreten. Zwischen einer
Behandlung mit 500 kGy und 1000 kGy ist dann wiederum keine signifikante Differenz
mehr erkennbar. Es ist also anzunehmen, dass ab 500 kGy eine Art Sattigungseffekt
eintritt, d.h. eine weitere Dosiserhohung fiihrt zu keiner weiteren Verdnderung des

Kontaktwinkels.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die eBeam-Behandlung sowohl eine Verdnderung

der Rauigkeit als auch der chemischen Eigenschaften einer Oberflache hervor rufen
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kann [214]. Beide Groflen beeinflussen den Kontaktwinkel auf einer Oberflache. Somit
ist zundchst die Frage zu beantworten, ob der verringerte Kontaktwinkel auf
morphologische oder chemische Verdnderungen zuriickzufiihren ist. Auch eine
Kombination beider Ursachen ist mdglich [104]. Um diese Fragestellung zu
beantworten, wurde sowohl die Rauigkeit als auch die chemische
Oberfliachenbeschaffenheit vor und nach der eBeam-Behandlung untersucht.

Anhand der REM-Aufnahmen wird belegt, dass auf den PVD-Spu-Schichten durch die
eBeam-Behandlung keine Verdnderung der Oberflichenmorphologie verursacht wird
(Abbildung 26 e bis g). Auch die Bestimmung des Mittenrauwertes von unbehandelten
und modifizierten DLC-Schichten untermauert dieses Ergebnis (Abbildung 25, PVD-
Spu Beschichtungen). Somit kénnen morphologische Verdnderungen als Ursache fiir
die Verringerung des Kontaktwinkels ausgeschlossen werden. Die Bestimmung der
Oberflichenenergie belegt eine Zunahme der polaren Anteile nach der eBeam-
Behandlung (Abbildung 23). Daher konnen Verdnderungen der Oberflichenchemie als
Ursache der Hydrophilierung identifiziert werden.

Wie in der Literatur beschrieben, kann eine Hydrophilierung von DLC-Beschichtungen
mit einer Verinderung der sp> und sp’-Bindungsanteile einhergehen [98,100,215].
Dabei werden hohe sp*-Anteile mit einer Oberflichenhydrophobie verbunden [215]. Es
ist belegt, dass es bei der Behandlung mit Photonen im MeV-Bereich und auch nach
Laserbehandlung zu einer Graphitisierung von DLC-Schichten kommt [105,216]. Der
gleiche Effekt wurde bei lonenbeschuss beobachtet [96]. Weiterhin wird in der Literatur
berichtet, dass die Elektronenbehandlung von DLC-Schichten zu einer Verdnderung der
sp*/sp3-Stochiometrie flihrt, wobei sowohl sp*- als auch sp?>-Umwandlung beobachtet
wurden und teilweise zusidtzliche Deckschichten zum Einsatz kamen [97,217]. Die
Verianderungen konnte in den genannten Untersuchungen auf thermische Vorginge
wihrende der Behandlung zuriickgefiihrt werden. Die Behandlung mit hohen
Temperaturen fiihrt zur Abspaltung von Wasserstoff aus DLC-Schichten, was mit einer
Graphitisierung einhergeht [218,219]. Diese Ergebnisse aus der Literatur belegen den
Einfluss der Temperatur wéahrend der DLC-Modifizierung. Ab circa 200 °C ist eine
temperaturbedingte Graphitisierung von DLC moglich [217].
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Die in der vorliegenden Arbeit genutzte eBeam-Technologie stellt demgegeniiber einen
grolen Vorteil dar, da sie zu den nicht-thermischen Verfahren zdhlt (s. Kapitel 3.2).
Hinzu kommt, dass diese Technologie im Gegensatz zu den in der Literatur
beschriebenen Verfahren, die im MeV-Bereich betrieben werden, lediglich mit
Beschleunigungsspannung im keV-Bereich auskommt. Folglich kann eine
Temperaturerh6hung als zusitzliche Einflussgroe der Modifizierung grundlegend
ausgeschlossen werden.

Doch auch eine temperaturunabhéngige Verdnderung der Hybridisierungszustinde von
Kohlenstoffverbindungen ist laut Literatur moglich [213]. Deshalb, wurden die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit modifizierten DLC-Schichten ramanspektroskopisch
untersucht, um Aussagen iiber die Stdchiometrie von sp>- und sp*-Bindungen zu
erhalten. Beim Vergleich der unbehandelten und modifizierten Oberflichen in
Abbildung 32 d ist erkennbar, dass sich im Bereich der fiir DLC-Beschichtungen
signifikanten Peaks (D- und G-Peak [190]) weder nach durchgefiihrter eBeam-
Modifizierung mit 100 kGy noch mit 500 kGy Verdnderungen nachweisen lassen. Die
eBeam-Behandlung hat daher keinen Einfluss auf die Stochiometrie der sp*- und sp’-
Bindungsanteile, da es laut Ferrari und Robertson ansonsten zu einer Peakverschiebung
im Ramanspektrum kommen miisste [190]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
stimmen mit den Untersuchungen von Aizawa et al. iiberein. Diese Wissenschaftler
stellten ebenfalls keine Unterschiede im Ramanspektrum einzelner ,,DLC-Sédulen* nach
einer eBeam-Behandlung fest. Lediglich im Bereich zwischen den Sédulen fand eine
intrakolumnare Graphitisierung, verbunden mit einer Erh6hung der Materialdichte statt
[220]. Basierend auf den Ergebnissen von Mikhailov et al. sowie Avasthi kann davon
ausgegangen werden, dass wesentlich hohere Beschleunigungsspannungen bei der
eBeam-Behandlung notwendig wiren, um Verdnderungen im Hybridisierungsverhéltnis
der DLC-Beschichtungen zu verursachen [36,107]. In den genannten Arbeiten wurden
fiir die DLC-Behandlung Spannungen im MeV-Bereich angewendet, wohingegen die
vorliegenden Untersuchungen mit einer eBeam-Beschleunigungsspannung im keV-
Bereich arbeiten. Damit ist ein wesentlich geringerer Energieeintrag in die Proben
verbunden. Gleichzeitig kann dadurch bei Behandlung an Atmosphire ein starker

Temperatureintrag in die Proben ausgeschlossen werden [104]. Damit stellt die in der
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vorliegenden Arbeit genutzte Art der Oberflichenmodifizierung gleichzeitig eine
duBerst materialschonende Behandlungsmethode dar und ermdglicht auch die
Modifizierung sensibler Substratmaterialien.

Prinzipiell kann auch durch die wéhrend der eBeam-Behandlung emittierte
Rontgenstrahlung eine Verdnderung der DLC-Schichten durch eine Verringerung des
Wasserstoffgehalts hervorgerufen werden [106]. Da die Dosis der emittierten
Rontgenstrahlung im genutzten eBeam-Prozess der vorliegenden Arbeit ca. zwei bis
drei Grofenordnungen unter der des eBeam liegt [104,221], kann die Rontgenstrahlung

jedoch als Ursache fiir die beobachteten Veranderungen ausgeschlossen werden.

Als weitere Ursache fiir die beobachtete Hydrophilierung kommt eine Verdanderung der
funktionellen Oberflichengruppen in Betracht. Beispielsweise beobachteten Mochizuki
et al. eine Verringerung des Kontaktwinkels bei Plasmabehandlung von DLC-Schichten
[13]. Damit wurde die Anlagerung positiv geladener, funktioneller Gruppen verbunden
(Stickstoffplasma). Weiterhin wurde die Anlagerung von Carboxylgruppen beobachtet
(Sauerstoffplasma) [13]. Ebenso wurde durch Bachmann et al. eine Hydrophilierung
von DLC-Oberfldchen bei Plasmabehandlung in Zusammenhang mit der Ausbildung
funktioneller Gruppen beobachtet [222]. Da funktionelle Gruppen sowohl durch die
direkte als auch die indirekte eBeam-Wirkung® beeinflusst werden konnen, wurde
zunéchst untersucht, welcher dieser Wirkmechanismen fiir die Modifizierung wéhrend
der eBeam-Behandlung der DLC-Beschichtungen verantwortlich ist.

Dafiir wurden die Proben mit 500 kGy behandelt und dabei die Expositionszeit und die
Elektronenmenge variiert, wobei jeweils einer der Parameter konstant gehalten wurde.
Die Elektronenmenge wurde dabei iiber die Dosisrate verdndert. Im Vergleich zur
Standardbehandlung (500 kGy) mit einfacher Expositionszeit und einfacher
Elektronenmenge fithrt eine Variation der Expositionszeigt zu signifikanten
Verdnderungen des Kontaktwinkels. Es zeigt sich, dass die Intensitit der
Hydrophilierung in direktem Zusammenhang mit der Expositionszeit steht. Im
Gegensatz zeigt die Variation der Elektronenmenge tiber die Dosisrate keine erkennbare

Verdnderung des Kontaktwinkels gemessen an der Standardbehandlung. Die

8 Erliuterungen zur direkten und indirekten eBeam-Wirkung in Kapitel 3.2
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Elektroneneinwirkung auf die Probe ist maligeblich von der applizierten
Elektronenmenge abhingig und trigt damit zur direkten eBeam-Wirkung bei. Die
Expositionszeit hingegen beeinflusst die indirekten Wirkmechanismen. Abbildung 33
belegt einen signifikanten Zusammenhang zwischen Expositionszeit und Intensitit der
Modifizierung. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Hydrophilierung durch die eBeam-
Modifizierung auf indirekte Wirkmechanismen zuriickzufiihren ist. Diese Erkenntnis
ermoglicht eine gezielte Optimierung der Prozessparamater, da in diesem Fall zur
Modifizierung keine komplette Durchstrahlung der Beschichtung notwendig ist. Daher
kann die Beschleunigungsspannung bei der eBeam-Behandlung so niedrig gewdhlt
werden, dass das beschichtete Substrat durch den eBeam nicht beeinflusst wird,
wodurch die urspriinglichen Substrateigenschaften, wie zum Beispiel Hérte oder E-
Modul unverindert bleiben.

An den indirekten Wirkmechanismen der eBeam-Behandlung sind reaktive Spezies’ der
Prozessatmosphire beteiligt. Daher wurde im Folgenden die Prozessatmosphére
variiert, um Aufschluss liber die fiir die Modifizierung verantwortlichen Spezies zu
erhalten. Die Modifizierung mittels eBeam wurde bis zu diesem Zeitpunkt
standardmidfig an Luft durchgefiihrt. Da Sauerstoff wund Stickstoff die
Hauptbestandteilen der Luft darstellen, wurde die Modifizierung im Folgenden zunéchst
unter Stickstoff- und Sauerstoffatmosphdre durchgefiihrt. Zusétzlich wurde die
Modifizierung unter 10 %iger Wasserstoffatmosphire untersucht. Es wurden jeweils
500 kGy appliziert und die Ergebnisse wurden mit der Standardbehandlung an Luft
verglichen. Im Vergleich zur Standardbehandlung kommt es zu einer deutlich stirkeren
Verdnderung des Kontaktwinkels bei Behandlung an  Sauerstoff- bzw.
Stickstoffatmosphidre. Die Behandlung an Wasserstoffatmosphére hingegen hat keinen
Effekt und filhrt zu keiner Verdnderung des Kontaktwinkels (Abbildung 34). Dies
belegt nochmals eindeutig, dass die widhrend der eBeam-Behandlung auftretenden
reaktiven Spezies maligeblich fiir die Modifizierung verantwortlich sind. Diese werden

bei Behandlung unter Wasserstoffatmosphére nicht gebildet, wodurch Wasserstoft als

? Die eBeam-Modifizierung an Atmosphirendruck fiihrt zur lonisierung bzw. Radikalbildung in der
umgebenden Prozessatmosphdre. Reaktivitit und Konzentration dieser Spezies sind abhdngig von der
Zusammensetzung der Prozessatmosphdre.
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beteiligter Reaktionspartner ausgeschlossen werden kann, wohingegen Sauerstoff und
Stickstoff als wichtige Reaktionspartner identifiziert sind. Der Einfluss von Sauerstoff
hebt sich dabei gegeniiber dem von Stickstoff hervor (Abbildung 34). Dieses Ergebnis
korreliert mit den Untersuchungen von Clem et al., die durch Behandlung mit
Sauerstoffplasma ebenfalls eine sehr starke Kontaktwinkelverringerung auf DLC-
Schichten beobachteten [10]. Gleichermaflen belegten Bachmann et al., dass die
Behandlung mit Sauerstoffplasma zu einer Ausbildung von Carboxylgruppen fiihrt, was
ebenfalls mit eine Hydrophilierung verbunden ist [222]. Weiterhin konnte in den
Untersuchungen von Bachmann et al. wie auch in der vorliegenden Arbeit keine
Verdanderung der Oberflachen durch Behandlung unter Wasserstoff beobachtet werden
[222].

Wiéhrend der eBeam-Modifizierung kommt es in der vorliegenden Arbeit zur
Verdnderung von Oberflachenfunktionalititen auf den Beschichtungen. Dabei miissen
basierend auf den oben genannten Ergebnissen sauerstoff- und stickstofthaltige
Gruppen im Vordergrund stehen. Fiir eine weitere Charakterisierung wurden die unter
den verschiedenen Prozessatmosphédren modifizierten Proben daher einer XPS-Analytik
unterzogen. Dadurch konnten Aussagen {lber die Elementverteilung auf den
modifizierten Oberflichen getroffen werden. Die unter Wasserstoffatmosphére
modifizierten Proben wurden dabei nicht analysiert, da bereits anhand der
Kontaktwinkelmessung fiir diese Proben keine Verdnderungen beobachtet wurden. Die
Spektren der XPS-Analyse wurden hinsichtlich Kohlenstoff-, Sauerstoff,- und
Stickstoffgehalt quantitativ analysiert. Insgesamt zeigten sich lediglich Verdnderungen
im Bereich weniger Prozent (Abbildung 35). Dies konnte in der Analysetiefe der XPS
begriindet sein. Mittels XPS kann die FElementzusammensetzung der obersten
Nanometer einer Oberfliche bestimmt werden [10]. Wird durch die eBeam-
Modifizierung eine Verdnderung im dullersten Randbereich der DLC-Schichten erzielt,
so konnte die dafiir relevante Analysetiefe durch die XPS iiberschritten werden und
Informationen aus tiefer liegenden Bereichen in hohem Mall zum Messergebnis
beitragen, wodurch die Relation der oberflichlichen Elementzusammensetzung
verfalscht wiirde. Ein Hinweis darauf ist beispielsweise der verhdltnisméfBig hohe

Kohlenstoffanteil auch nach der Modifizierung (Abbildung 35a). Mittels
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Kontaktwinkelmessung konnte bei Behandlung mit 500 kGy ein Séttigungsverhalten fiir
die Modifizierung beobachtet werden (Abbildung 31). Demnach wire zu erwarten, dass
auch die DLC-Oberfldchen gesittigt mit Sauerstoff- bzw. Stickstofffunktionalititen
vorliegen und die Anteile fiir Kohlenstoff entsprechend reduziert wéren. Prinzipiell ist
jedoch nur ein um wenige Prozent verringerter Kohlenstoffanteil nach der
Modifizierung auf den Proben zu beobachten. Gleichzeitig kommt es zu einer Zunahme
von Sauerstoff und Stickstoff im gleichen GrdéBenbereich (Abbildung 35 b, c). Die
Modifizierung an Luft und Sauerstoffatmosphire fiihrt zu einem vergleichbaren Anstieg
des Sauerstoffgehaltes der Oberflichen nach der Modifizierung. Diese Ergebnisse
korrelieren mit den Beobachtungen von Park et al., welche ebenfalls eine Steigerung
des Sauerstoffgehalts nach Behandlung von DLC-Schichten mit dem Elektronenstrahl
beobachteten [219]. Bei Clem et al. kam es durch die Oberflichenbehandlung mit
Sauerstoffplasma ebenfalls zur Steigerung der Sauerstoffanteile auf der Oberfliche, was
mit einer sehr starken Hydrophilierung einherging (Kontaktwinkel <2 ©) [10]. Es ist
anzunehmen, dass durch den Sauerstoff bei der Modifizierung auf den DLC-
Oberflichen Carboxylgruppen ausgebildet werden, da vor allem gebildete
Sauerstoffradikale eine hohe Affinitit zu Kohlenstoffatomen aufweisen [222]. Nach
Behandlung unter Stickstoffatmosphire wird in der vorliegenden Arbeit trotz
Sauerstoffausschluss ein geringer Anstieg des Sauerstoffgehaltes beobachtet (Abbildung
35b). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass aus versuchstechnischen Griinden in der
Prozessatmosphére ein geringer Rest-Sauerstoffanteil vorhanden ist. Sauerstoff ist
beispielweise oberflichlich in Form von Wasser gebunden und kann daher nie
vollstindig als Reaktionspartner ausgeschlossen werden [78]. Die Analyse des
Stickstoffanteiles auf den DLC-Schichten der vorliegenden Arbeit ergab, dass eine
deutliche Zunahme lediglich bei Modifizierung an Luft erkennbar ist (Abbildung 35 c).
Der im Vergleich zum Ausgangszustand nahezu konstante Stickstoffgehalt bei
Modifizierung unter Sauerstoffatmosphére ist auf den absoluten Stickstoffausschluss
zurlickzufiihren. Doch auch die Modifizierung direkt unter Stickstoffatmosphire fiihrt
im Vergleich zum Ausgangszustand lediglich zu einer geringen Zunahme des
Stickstoffgehaltes (Abbildung 35 c¢). Als Minimum wurde fiir diese Modifizierung eine

Steigerung des Stickstoffgehaltes im gleichen Gréfenbereich wie bei Modifizierung an
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Luft erwartet. Eine mdgliche Ursache, fiir die geringer ausfallende Verdanderung kann
darin begriindet sein, dass die Anlagerung von Stickstoff und Stickstofffunktionalititen
an die Gegenwart von Sauerstoff gekoppelt ist. Sauerstoff kann in diesem Fall als
Bindungsvermittler fungieren. Es liegt daher nahe, dass wihrend der Modifizierung auf
den DLC-Beschichtungen neben Carboxylgruppen auch Oberflichenfunktionalititen
gebildet werden, die Sauerstoff und Stickstoff enthalten. Auch in der Literatur wird eine
Hydrophilierung von DLC-Schichten mit der Zunahme von Stickstoff- und
Sauerstoffgehalt in Verbindung gebracht [10,78]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
findet die Modifizierung standardméfig unter Atmosphirendruck und an Luft statt,
wobei vor allem vermehrt Sauerstoffradikale und vergleichsweise weniger Ionen
gebildet werden [20]. Durch Sauerstoffradikale kann es wéhrend der Modifizierung
beispielsweise zum Aufbrechen bestehender Bindungen kommen An diesen Stellen ist
die Ausbildung von Stickstofffunktionalitdten mdglich. Auch diese Theorie unterstiitzt
die Annahme, dass eine Zunahme des Stickstoffgehaltes an die Gegenwart von

Sauerstoff wihrend der Modifizierung gekoppelt ist.

6.2.2. Partielle Modifizierung und Strukturierung

Um durch die eBeam-Modifizierung der DLC-Beschichtungen biofunktionale
Oberflichen zu generieren, wurde die Moglichkeit untersucht, eine partielle
Modifizierung mittels eBeam zu erzeugen. Damit sollten unterschiedliche
Oberfldacheneigenschaften auf einer geschlossenen Beschichtung generiert werden, um
beispielsweise variierenden Funktionsanspriichen hinsichtlich Zelladhdsion in
angrenzenden Bereichen gerecht zu werden. Zunédchst wurden die DLC-Proben
halbseitig abgedeckt und modifiziert (500 kGy). AnschlieBend wurde die Benetzbarkeit
dieser zwei Bereiche untersucht. Dafiir wurde kontinuierlich destilliertes Wasser auf der
modifizierten Seite aufgebracht. In Abbildung 36 a und b ist erkennbar, dass sich das
Wasser bis zur Grenze der Modifizierung ausbreitet und dort sehr exakt die Grenze
zwischen unbehandelter und modifizierter Oberfliche abbildet. Eine weitere
Wasserzugabe fiihrte zu keinem Uberschreiten der Grenze. Erst nach extremer
Volumenzugabe erfolgte die Benetzung der unbehandelten Oberfliche. Damit ist belegt,
dass die Moglichkeit besteht, mittels eBeam aneinander grenzende Bereiche mit
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unterschiedlichem Benetzungsverhalten zu generieren, d.h. die DLC-Schichten partiell
zu modifizieren. Diese Versuche demonstrieren zunichst die prinzipielle Moglichkeit

den eBeam zur Erzeugung verhéltnisméBig groBer Strukturen einzusetzen.

Fiir die Steuerung der Zelladhésion, -differenzierung und -migration sind vor allem
Strukturen im Mikrobereich von groBem Interessen [75]. Daher wurde im Folgenden
untersucht, inwiefern durch eBeam-Behandlung auch Strukturen in diesem
GroBenbereich generiert werden konnen. Dazu wurden feine Netzchen als Masken zur
Abschattung des eBeams wihrend der Modifizierung genutzt (sogenannte TEM-Grids,
s. Abbildung 11 a, b). Die Maschenweite der Netzchen betrug 70 bzw. 100 um. Die
Netzchen wurden auf einem Dosimeterstreifen befestigt und dieser anschlieBend
eBeam-behandelt. Anhand der Belichtung des Dosimeterstreifens wurde gepriift, ob die
feinen Strukturen abgebildet werden. Wie die Aufnahme der behandelten
Dosimeterstreifen in Abbildung 37 darstellt, kann bis zu einer Maschenweite von 70 pm
die eBeam-Einwirkung definiert abgebildet werden. Damit ist bewiesen, dass es
moglich ist mittels eBeam sehr feine Strukturen bis unter 100 um abzubilden.

Um diese Erkenntnis auch direkt auf den DLC-Schichten zu {iberpriifen, wurden die
Beschichtungen mit einer linienartigen Struktur modifiziert (500 kGy). Dafiir erfolgte
die eBeam-Abschattung mit einer Edelstahlmaske aus 25 mm langen Stegen, welche
eine Breite von 300 um und einen Abstand von 200 um hatten (Abbildung 11 c¢). Nach
der Modifizierung wurde ein sogenannter Tropfenabrolltest durchgefiihrt. Dafiir wurden
die Proben im 45 °-Winkel positioniert und ein Wassertropfen auf die Probenoberseite
aufgegeben. Anschliefend wurde die Zeit gemessen, die der Tropfen zum Zuriicklegen
einer definierten Strecke auf der Probe benétigte. Die linienartige Strukturierung wurde
dabei sowohl parallel als auch senkrecht zur Abrollrichtung des Tropfens positioniert
(Vergleich Abbildung 12). Die Videoanalyse in Abbildung 38 und Abbildung 39 ergibt,
dass bei paralleler Anordnung der Linienstruktur die benétigte Zeit flir die festgelegte
Messstrecke ca. 6-fach geringer ist als bei senkrechter Ausrichtung. Der Tropfen
passiert bei senkrechter Ausrichtung der Struktur abwechselnd Bereiche hoher und
geringer Hydrophilie. Die hydrophilen Bereiche sind durch den Wassertropfen gut
benetzbar, erreicht der Tropfen dann jedoch die Grenze zum nédchsten, weniger

hydrophilen Bereich, so wird das Abrollen des Tropfens durch die erschwerte
121



Diskussion

Benetzung in diesem Bereich verzogert. Bei paralleler Anordnung der Linienstruktur
tritt diese Verzogerung nicht in Erscheinung, da ein dauerhafter Kontakt des Tropfens
mit den hydrophilen Bereichen durch die parallele Positionierung gewéhrleistet ist. Das
Abrollen kann damit ungehindert und wesentlich schneller erfolgen. Der deutliche
Unterschied der Abrollzeiten bei paralleler bzw. senkrechter Ausrichtung bestitigt, dass
die eBeam-Modifizierung linienartig umgesetzt wurde. Die Nutzung des eBeams zur

Modifizierung auch sehr kleiner Strukturen ist demnach ebenfalls moglich.

6.2.3. Stabilitit der Elektronenstrahl-Modifizierung

Fiir den Einsatz im medizintechnischen Bereich ist es wichtig Erkenntnisse iiber die
Stabilitdit der eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen zu erhalten. Implantate
werden beispielsweise bereits bei der Produktion und damit zeitlich weit vor ihrem
Einsatz beschichtet und modifiziert.

Zum einen ist die Langzeitstabilitit in verschiedenen Umgebungsmedien von
Bedeutung zum anderen muss die Stabilitdt gegeniiber definierten Reinigungs- und
Sterilisationsverfahren belegt werden. Die Stabilitdt der Beschichtung selbst konnte
mittels Rockwelltest und speziell entwickeltem Testregime zur Priifung der
Sterilisationsfestigkeit in der vorliegenden Arbeit bereits belegt werden (s. Kapitel 6.1,
Ergebnisse PVD-Spu). Im Folgenden wird die Stabilitit der Modifizierung auf den
DLC-Beschichtungen betrachtet.

Zahlreiche Studien untersuchen die Moglichkeit der Modifizierung von DLC-Schichten
mittels verschiedener Plasmen [10,13,78,223]. Dabei kann bisher jedoch keine zeitlich
stabile Modifizierung erzeugt werden [20,78,222]. Auch eine Optimierung der
Lagerbedingungen durch verringerte Temperatur und Luftfeuchte (4 °C bzw. 30 %
relative Luftfeuchte) fiihrte nach Plasmabehandlung lediglich zu einer Verlangsamung
des beobachteten Riickbildungsprozesses [224].

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Bewertung der Stabilitit der Modifizierung die
Kontaktwinkelmessung genutzt. Die DLC-Schichten wurden mit 500 kGy modifiziert.
Der Kontaktwinkel wurde sowohl vor als auch nach der Modifizierung gemessen.

AnschlieBend erfolgte eine zweimonatige Lagerung an Luft. In diesem Zeitraum wurde
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der Kontaktwinkel mehrfach gemessen. Abbildung 40 demonstriert, dass der verringerte
Kontaktwinkel und damit die Modifizierung {iber diesen Zeitraum stabil sind.
Zusétzlich wurde die Ramananalytik genutzt, um mogliche zeitabhéngige
Verinderungen in der Stochiometrie von sp?- und sp>-Gehalt zu bewerten. Im Bereich
der fir DLC-Schichten signifikanten Peaks (D- und G-Peak [190]) ergeben sich weder
direkt nach durchgefiihrter eBeam-Modifizierung noch nach zweimonatiger Lagerung
Verdnderungen (Abbildung 41). Somit wird deutlich, dass die Modifizierung auch
keinen zeitlich versetzten Einfluss auf die Stochiometrie der sp>- und sp’-
Bindungsanteile in den DLC-Schichten ausiibt und iiber einen Zeitraum von mindestens
zwel Monaten stabil ist.

Die zeitliche Stabilitdt der modifizierten DLC-Schichten muss ebenfalls nach dem
Einsatz eines Implantates im Korper gewihrleistet sein. Daher erfolgte neben der
Langzeitlagerung an Luft eine zweimonatige Lagerung in phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS). Fiir diese Untersuchungen wurden die Proben ebenfalls mit 500 kGy
modifiziert. Der Kontaktwinkel wurde vor der Modifizierung und direkt danach
bestimmt. Anschlieend erfolgte eine zweimonatige Lagerung in PBS. Danach wurde
der Kontaktwinkel erneut gemessen. In Abbildung 42 sind die Ergebnisse dargestellt.
Der durch die eBeam-Modifizierung verringerte Kontaktwinkel ist nach zweimonatiger
Lagerung in PBS konstant. Somit ist bestétigt, dass die Modifizierung der DLC-
Beschichtung iiber einen Zeitraum von zwei Monaten sowohl an Luft als auch in PBS
stabil ist. Dieses Ergebnis stellt einen deutlichen Vorteil gegeniiber der
Oberflaichenmodifizierung mit Plasma dar, welche mit den oben genannten Problemen
der zeitlichen Instabilitdt behaftet ist. Eine Ursache fiir die wesentlich stabilere
Modifizierung ist in der Tatsache begriindet, dass bei Plasmabehandlung lediglich die
umgebende Atmosphdre in einen angeregten Zustand versetzt wird, wohingegen die
eBeam-Behandlung durch das Eindringen der Elektronen in das Behandlungsgut auch
im Randbereich der Substratoberfliche eine Aktivierung erzielt [104]. Weitere Vorteile
der eBeam-Modifizierung gegeniiber der Anwendung von Plasmabehandlungen ergeben
sich aus den Prozessparametern. Die Plasmabehandlung findet meist unter Vakuum und
bei erhohter Temperatur statt. Der Temperatureinfluss auf die Schichteigenschaften von

DLC ist stark umstritten und auch die Behandlungszeit ist bei der Plasmamodifizierung
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gegeniiber der eBeam-Behandlung deutlich ldnger. Vor allem durch die
Temperatureinwirkung kommt es bei der Plasmabehandlung zu Veridnderungen der
DLC-Beschichtungen hinsichtlich Schichtmorphologie und Hybridisierung [20,78,223].
Gezielt eingestellte Schichteigenschaften als auch die biologische Reaktion konnen
dadurch stark verdndert werden, was als weiterer Nachteil der Plasmabehandlung

gegeniiber der eBeam-Modifizierung zu werten ist.

Als weiterer Schwerpunkt hinsichtlich der Stabilitdt, wurde die Widerstandsfahigkeit
der modifizierten Proben gegeniiber einem praxisiiblichen Reinigungs- und
Sterilisationsregimen analysiert. Dafiir wurden die Proben einer mechanischen
Reinigung mit Ethanol sowie einer Dampfsterilisation unterzogen. Fiir das
Anwendungsbeispiel Implantat wird davon ausgegangen, dass es lediglich zur
einmaligen Sterilisation vor dem FEinsatz kommt. Als Bewertungskriterium wurde
ebenfalls die Kontaktwinkelmessung sowohl vor als auch nach Modifizierung sowie
nach durchgefiihrtem Reinigungsprozedere herangezogen. Abbildung 43 verdeutlicht,
dass die mechanische Reinigung der modifizierten DLC-Schichten mittels Ethanol mit
anschlieBender Dampfsterilisation zu keiner Verdnderung des Kontaktwinkels fiihrt.
Damit ist auch die Stabilitit der Modifizierung gegeniiber praxisiiblichen
Aufbereitungs- und Sterilisationsverfahren belegt. Die Modifizierung mittels eBeam
stellt somit eine fiir biologisch-medizintechnische Fragestellungen geeignete
Moglichkeit der Funktionalisierung von DLC-Oberfldchen dar.

Die herkdmmliche Sterilisation mittels Heildampf stellt fiir das spdter diskutierte
Anwendungsbeispiel der FGL-Bauteile aufgrund der thermischen Aktivierung des FGL-
Materials ein Problem dar. Andere, schonende Sterilisationsverfahren, wie
beispielsweise die Strahlensterilisation konnten hier eine Alternativlosung bieten.
Zudem wird in der Literatur berichtet, dass es durch die praxisiibliche Reinigung und
Sterilisation auf medizinischen Oberflichen zu ,nicht-biologischen Kontaminationen*
kommen kann, wodurch die Zellreaktion auf solchen Oberflichen negativ beeinflusst
wird [128]. Als weiterer Vorteil der Modifizierung mittels eBeam ist angesichts dieser
Problematik anzufiihren, dass auch die eBeam-modifizierten Proben zur Sterilisation
nicht zwingend autoklaviert werden miissten. Die eBeam-Behandlung selbst kann

ebenfalls zu Sterilisationszwecken genutzt werden. Es wurde bereits belegt, dass die
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Sterilisation mittels eBeam fiir Oberflichen wirkungsvoll und zuverldssig angewandt
werden kann [117,119-121]. Die Strahlensterilisation ist ein anerkanntes Verfahren, bei
dem nach DIN EN ISO 11137 eine Sterilisationsdosis von 25 kGy erforderlich ist. In
der vorliegenden Arbeit wird fiir die Modifizierung der DLC-Schichten eine Dosis von
500 kGy appliziert. Zusitzlich wurde anhand der Kontaktwinkelmessung gezeigt, dass
eine Behandlung mit 25 kGy noch keine Verdnderung auf den DLC-Proben hervorruft
(Abbildung 31). Daher wire eine eBeam-Sterilisation mit einer Dosis von 25 kGy
sowohl fiir unbehandelte als auch fiir modifizierte Oberflichen, d.h. auch fiir partiell
modifizierte  Schichten = moglich.  Aufgrund eines  deutlich  schnelleren
Sterilisationsprozesses (wenige Sekunden), stellt die eBeam-Sterilisation auch
gegeniiber der vielfach genutzten Gammabehandlung fiir sensible Materialien eine
vielversprechende Alternative sowohl fiir die medizinische Anwendung der

modifizierten DLC-Schichten als auch fiir das konkrete Anwendungsbeispiel dar.

6.3. DLC-Beschichtungen im Kontakt mit Zellen

Fiir die Anwendung als biofunktionale Implantatbeschichtung wurde untersucht, ob die
eBeam-Modifizierung der DLC-Schichten eine Moglichkeit zur Steuerung der
Zelladhédsion darstellt. Dabei wurden auch entziindliche Parameter wie die
Interleukinausschiittung sowie mogliche Verdanderungen der Zellvitalitit und der Phasen
des Zellzyklus betrachtet. Fiir das Anwendungsfeld der Hiiftimplantate wurde die
osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen auf den DLC-

Schichten analysiert.

6.3.1. Einfluss der Elektronenstrahl-Modifizierung auf die Zelladhésion

Die modifizierten DLC-Beschichtungen sollen im biomedizinischen Bereich,
beispielsweise als Implantatbeschichtung, eingesetzt werden. Daher ist die detaillierte
Betrachtung der Reaktion bei zellbiologischem Kontakt ein grundlegendes
Entscheidungskriterium, ob  die  modifizierten  Beschichtungen fiir den
medizintechnischen Einsatz geeignet sind. Die Oberfldchen sollen keine Verdnderungen

der Zellstoffwechselaktivitdt hervorrufen, zudem darf von den Schichten auch kein
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Entziindungspotential ausgehen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Steuerung der
Zelladhésion auf den DLC-Beschichtungen durch deren Modifizierung. Auch dadurch

darf die Biokompatibilitét der Oberflachen nicht negativ beeinflusst werden.

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit konnte bereits nachgewiesen werden, dass
es auf den DLC-Schichten durch die Modifizierung zu einer signifikanten Verringerung
der Zellzahl humaner Fibroblasten kommt (Abbildung 27, Ergebnisse PVD-Spu;
Abbildung 28). Dies fiihrt jedoch zu keiner signifikanten Verdnderung der zelluldren
Stoffwechselaktivitit (Abbildung 29, Ergebnisse PVD-Spu). Anhand dieser Ergebnisse
sind zundchst keine zytotoxischen Effekte durch die modifizierten Proben zu
beobachten. Auch die Zellmorphologie der Fibroblasten auf den Oberflichen belegt
diese Annahme, da sowohl auf den unbehandelten als auch auf den modifizierten
Proben keine Verdnderungen im Vergleich zur Standardoberfliche erkennbar sind

(Abbildung 21 (PVD-Spu) und Abbildung 30 (PVD-Spu)).

Die  Untersuchungen zur Dosisabhingigkeit der Modifizierung  mittels
Kontaktwinkelmessung ergaben, dass ab 500 kGy eine Art Sattigungseffekt eintritt
(Abbildung 31). Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Verringerung der Zellzahl
durch die Modifizierung ebenfalls dieser dosisabhidngigen Sittigung unterliegt. Dafiir
wurden die Proben mit Dosen bis 1000 kGy modifiziert und die Zellzahl humaner
Fibroblasten auf diesen Oberfldchen mit unbehandelten DLC-Schichten verglichen. Auf
den modifizierten Schichten ist die Zellzahl signifikant auf ca. 25 % im Vergleich zur
unbehandelten Oberfliche reduziert. Bei Dosiserhohung von 500 kGy auf 1000 kGy
zeigt sich mit einer Zellzahl von ca. 30 % ein vergleichbares Ergebnis (Abbildung 44).
Zwischen der Modifizierung mit 500 kGy und 1000 kGy kann kein signifikanter
Unterschied in der Zellzahl festgestellt werden. Somit ist auch fiir den zellbiologischen
Kontakt hinsichtlich der Zellzahl eine Art Séttigungsverhalten ab einer Dosis von
500 kGy nachgewiesen, was mit den Resultaten der Kontaktwinkelmessung korreliert.
Basierend auf diesem Zusammenhang kann in Betracht gezogen werden, dass die in
Kapitel 6.2 ermittelten Ursachen der eBeam-Modifizierung auch in direktem

Zusammenhang mit den zellbiologischen Reaktionen stehen.
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Die Hintergriinde der verringerten Zelladhédsion sollen mittels Zellvitalitatstest und
Zellzyklusanalyse nédher untersucht werden. Wie bereits erwidhnt, ist es fiir die
medizintechnische Anwendung grundlegend, dass durch die modifizierten Oberflaichen
keine Beeintrachtigungen der Zellvitalitit oder der Phasen des Zellzyklus hervorgerufen
werden. Daher miissen diese Zusammenhinge als Ursache der reduzierten Zellzahl
ausgeschlossen werden.

Die Beurteilung der Zellvitalitdt samt apoptotisch/nekrotischer Anteile erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Die Proben wurden sowohl in Referenz zum Standard als auch
im Vergleich unbehandelte/modifizierte Schichten bewertet. Gemessen am Standard
weisen sowohl die unbehandelten Beschichtungen als auch die modifizierten DLC-
Schichten vergleichbare Werte fiir die vitalen Zellanteile auf (Abbildung 45 a). Die
Negativkontrolle, bei welcher Apoptose/Nekrose induziert wurde, weist hingegen
signifikant verringerte Vitalanteile von lediglich 1 % auf. Mit 99 % entfdllt bei der
Negativkontrolle der Grofteil auf apoptotisch/nekrotische Zellen. Bei Betrachtung der
apoptotisch/nekrotischen Zellen ergeben sich auf dem Standard und den DLC-Schichten
(unbehandelt und modifiziert) sehr geringe Anteile von lediglich 10 % (Abbildung
45 b). Es ist iiblich, dass die Vitalanteile des Standards und auch der DLC-Proben nicht
vollstindig bei 100 % liegen. Diese Beobachtung ist darin begriindet, dass sich ein
geringer Anteil der Zellpopulation iiber die Versuchszeit in den apoptotischen Zelltod
bewegt. Zusitzlich wird durch das Ablosen der Zellen fiir die Messung Stress ausgelibt,
wodurch ebenfalls ein geringfiigiger Anstieg der nekrotischen Anteile verursacht wird
[147]. Mit dem Ergebnis kann eine Verdnderung der Zellvitalitit als Ursache fiir die
reduzierte Zellzahl auf den modifizierten DLC-Schichten ausgeschlossen werden. Die
Modifizierung der Proben hat keinen negativen Einfluss auf die relative Verteilung

vitaler und apoptotisch/nekrotischer Zellanteile auf diesen Oberflachen.

Nachdem zytotoxische Effekte als Ursache der reduzierten Zellzahl auf den
modifizierten Oberflachen ausgeschlossen werden konnten, wurde im Folgenden eine
weitere Moglichkeit analysiert. Als Ursache fiir die reduzierte Zellzahl konnen auch

starke Wechselwirkungen zwischen Zelle und Oberfliche in Betracht gezogen werden.
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Wie bereits in Kapitel 3.3 erldutert, kann ein Uberangebot an RGD-Motiven!? auf der
Oberfldache die Zellproliferation einschrianken. Unter nativen Bedingungen l6sen sich
die Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus von der Oberfliche ab, um ihre Teilung
durchzufithren [127,147]. Erfolgt kein Ablosen aufgrund zu starker Wechselwirkung
mit der Oberfldche, so wird die weitere Proliferation unterbunden. Im Zellzyklus erfolgt
dann ein G2/M-Arrest. Das bedeutet, dass die Zellen in der G2/M-Phase verweilen
[150]. Um dies als mdgliche Ursache fiir die reduzierte Zellzahl auf den modifizierten
DLC-Schichten auszuschlieBen, wurde eine Zellzyklusanalyse durchgefiihrt.

Uber die Anfirbung mit Propidiumiodid kann die Zellpopulation im Hinblick auf die
verschiedenen Zellzyklusphasen (G1, G2/M, S) anteilsméBig differenziert werden. In
Abbildung 47 ist die Verteilung der auf den verschiedenen Oberflichen kultivierten
Zellen auf die einzelnen Zellzyklusphasen dargestellt. Es zeigt sich, dass die Verteilung
der Zellen sowohl auf unbehandelten DLC-Schichten als auch auf den modifizierten
Schichten vergleichbar mit dem Standard ist. Erwartungsgemal befindet sich der grofite
Anteil der Zellen in der G1-Phase. Deutlich weniger Zellen befinden sich in der S-Phase
bzw. in der G2/M-Phase. Dies entspricht einer natiirlichen Verteilung auf die einzelnen
Zellzyklusphasen und ldsst keine Verdnderungen erkennen [127]. Wiirden die Zellen
auf den modifizierten Oberflachen so stark adhérieren, dass ein Ablosen zur Zellteilung
unterbunden wird, so wére eine Verschiebung der Anteile mit einer starken Zunahme
der Zellanteile in der G2/M-Phase zu beobachten [150]. Da weder die unbehandelten
noch die modifizierte Schichten Unterschiede im Vergleich zum Standard aufweisen,
konnen zu starke Zell-Substrat-Wechselwirkungen als Ursache fiir die verringerte
Zellzahl auf den modifizierten DLC-Beschichtungen ausgeschlossen werden.

Eine weitere Ursache der reduzierten Zellzahl kdnnte in einer primaturen Seneszenz'!
begriindet sein. Seneszente Zellen befinden sich in der sogenannten GO-Phase. Die
Zellzyklusanalyse beruht auf der Quantifizierung der DNA-Menge pro Zelle. Da der
DNA-Gehalt in der GO-Phase keinen quantitativen Unterschied zu dem DNA-Gehalt

19 RGD-Motiv, néiihere Erliuterungen dazu in Kapitel 3.3

' Die Zelluliire Seneszenz beschreibt den Zustand eines permanenten Zellzyklusarrestes. Die
entsprechende Zellzyklusphase wird als GO bezeichnet. Es wird zwischen replikativer (,, altersbedingter*)
Seneszenz und pramaturer Seneszenz differenziert. Die primature Seneszenz kann durch Stressfaktoren
oder DNA-Schidigung induziert werden [225]
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von Zellen in der G1-Phase aufweist, kann eine Differenzierung zwischen GO und G1
anhand der durchgefiihrten Zellzyklusanalyse nicht erfolgen. Nach Goldstein sind
seneszente Zellen durch ein weiteres Merkmal gekennzeichnet, da in diesem
Zusammenhang eine deutlichen Volumenzunahme sowie granuldose Strukturen
dokumentiert wurden [226]. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde
jedoch keine veridnderte Zellmorphologie bzw. -gro3e beobachtet (Vergleich Abbildung

30). Somit kann eine prdmature Seneszenz ebenfalls ausgeschlossen werden.

Neben zytotoxischen Effekten und zu starken Zell-Substrat-Wechselwirkungen miissen
auch entziindliche Reaktionen als Ursache der verringerten Zellzahl in Betracht gezogen
werden. Fiir den medizintechnischen Einsatz der modifizierten Beschichtungen sollten
von der Oberfliche ausgehende inflammatorische Einfliisse ausgeschlossen werden.
Daher wurde die Interleukinausschiittung von Fibroblasten fiir Interleukin-6 (IL-6) und
Interleukin-8 (IL-8) mittels ELISA analysiert.

IL-6 zéhlt zu den Zytokinen, die als Botenstoffe der Akute-Phase-Reaktion im Rahmen
einer unspezifischen Immunantwort fungieren. Damit stellt IL-6 einen ersten Marker fiir
eine Entziindungsreaktion dar [227]. IL-8 reprédsentiert einen chemotaktischen
Botenstoff zur Rekrutierung von Leukozyten. Diese orientieren sich anhand eines
IL-8-Konzentrationsgradienten und werden so zum Entziindungsherd geleitet [228].
Auch IL-8 ist damit ein Marker fiir entziindliche Reaktionen. In der vorliegenden Arbeit
wurde neben der Referenz zum Standard auch der Vergleich von unbehandelten und
modifizierten DLC-Schichten betrachtet. Zusétzlich wurden Positivkontrollen
mitgefiihrt, bei welchen die IL-Ausschiittung durch Stimulation mit Lipopolysaccharid
(LPS) induziert wurde. Die IL-Ausschiittung der Positivkontrollen zeigt sich folglich
sowohl fiir IL-6 als auch fiir IL-8 signifikant erhoht (Abbildung 46). Die
Messergebnisse auf dem Standard sowie den unbehandelten und modifizierten DLC-
Beschichtungen liegen in einem deutlich geringeren und untereinander vergleichbaren
GroBenbereich (Faktor 15 gemessen an der Positivkontrolle). Somit ist belegt, dass fiir
die untersuchten Interleukine weder auf den unbehandelten noch auf den modifizierten
Proben eine erhdhte Ausschiittung stattfindet. Die mit den untersuchten Interleukinen in
Verbindung stehenden Entziindungsreaktionen konnen damit als Ursache der

verringerten Zellzahl auf den modifizierten Oberflachen ausgeschlossen werden. Diese
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Erkenntnis ist grundlegend fiir den medizintechnischen Einsatz der DLC-Oberflichen

als Implantatbeschichtung,

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen konnen sowohl Verdanderungen der Phasen
des Zellzyklus, der Zellvitalitit und auch entziindliche Reaktionen als Ursache der
verringerten Zellzahl auf den modifizierten DLC-Oberfldchen ausgeschlossen werden.
Die eBeam-Modifizierung geht mit einer Hydrophilierung der Oberflichen einher,
womit auch eine Steigerung der polaren Anteile der Oberflachenenergie verbunden ist
(s. Kapitel 6.2). Die Untersuchungen zum dosisabhéngigen Sittigungsverhalten lassen
vermuten, dass die verringerte Zellzahl damit in direktem Zusammenhang steht. Aus der
Literatur ist bekannt, dass bei der eBeam-Behandlung von Polymeren ebenfalls eine
Verringerung des Kontaktwinkels sowie eine verringerte Zelladhdsion beobachtet
wurden. Diese Beobachtungen standen, wie in der vorliegenden Arbeit auch, mit der
Zunahme sauerstoffhaltiger Oberflichenfunktionalititen in Verbindung [114]. Im
Gegensatz dazu fiihrte eine Behandlung der gleichen Polymere mit Sauerstoffplasma
zur Steigerung der Zelladhdsion [114]. Auch Miksovsky et al. beschreiben, dass die
Plasmabehandlung von DLC-Oberfléchen die Zelladhision steigert [78].

Dowling et al. und Miksovsky et al. untersuchten die Abhéngigkeit zwischen
Zelladhision und dem Kontaktwinkel auf einer Oberflache. Dabei stellten sie fest, dass
es fiir einige Osteosarcoma-Zelllinien hinsichtlich der Zelladhdsion einen optimalen
Kontaktwinkel gibt [78,229]. Nimmt der Kontaktwinkel groBBere oder kleinere Werte an,
wird die Adhision aufgrund verdnderter Proteinadsorption eingeschrinkt [229]. Auch
Bergs Gesetz definiert einen Kontaktwinkel von etwa 65 © als kritischen Wert, um
hinsichtlich der Proteinadhédsion zwischen ,,hydrophoben® (>65 °) und ,,hydrophilen*
(<65 °) Oberflichen zu unterscheiden [230]. Demnach sind bei Werten unter 65 ° die
Proteine nicht in der Lage oberflachlich angelagertes Wasser zu verdrdngen und es
erfolgt keine Proteinadsorption. Diese These korreliert mit der Verdnderung des
Kontaktwinkels der untersuchten DLC-Schichten in der vorliegenden Arbeit. Durch die
Modifizierung (500 kGy) werden mit 40 ° bis 50 © Kontaktwinkelwerte unter 65 °
erreicht, im Ausgangszustand liegen die Werte hingegen iiber 65 °. Somit ergibt sich
eine erste These, die besagt, dass durch die Verdnderung der Nettoladung der DLC-

Oberflichen die Proteinadhdsion eingeschrinkt wird, wodurch auch die Zelladhdsion
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stark verringert wiirde. Diese erste Annahme bedingt also eine Verringerung bzw. ein
Unterbinden der Proteinadhdsion, wodurch im Anschluss auch keine Zelladhdsion
moglich wire. Dem gegentiber steht eine weitere Annahme, deren Basis eine qualitative
Verdnderung der Proteinadhdsion darstellt, wodurch die nachfolgende Zelladhédsion
ebenfalls eingeschriankt wiirde. Auf diese Moglichkeit soll im Weiteren eingegangen

werden.

Durch Liao et al. wurde gezeigt, dass die Stdchiometrie der sp? und sp>-Bindungen von
DLC-Beschichtungen ebenfalls Einfluss auf die zellbiologischen Wechselwirkungen
mit Oberflichen hat [231]. In deren Untersuchungen zeigten sich auf sp*-reichen
Oberflichen im Vergleich zu sp?-reichen deutlich bessere Ergebnisse hinsichtlich der
Biovertraglichkeit. Da die Verdnderung der sp>- und sp*-Anteile auch eine
Hydrophilierung von DLC-Schichten verursachen kann [98,100], mussten die
chemisch-physikalischen Ursachen der eBeam-Modifizierung eingehend untersucht
werden. Wie bereits in Kapitel 6.2 diskutiert, konnte belegt werden, dass durch die
eBeam-Modifizierung keine Verinderung der sp*/sp*-Verhiltnisse hervorgerufen wird.
Damit kann dieser Zusammenhang als Ursache fiir die verdnderte Zellzahl auf den

modifizierten DLC-Oberflichen ausgeschlossen werden.

Weiterhin wurde in Kapitel 6.2 bestdtigt, dass es durch die eBeam-Modifizierung zur
Verianderung der Oberflichenfunktionalititen der DLC-Schichten kommt. Dabei stehen
sauerstoff- und stickstoffhaltige Gruppen im Mittelpunkt. Derartige Verdnderungen
konnen einen Einfluss auf die Proteinadsorption haben (Vergleich Kapitel 3.3) und
stehen daher ebenfalls in direktem Zusammenhang mit der Zelladhédsion. So kdnnen
beispielsweise die Wechselwirkungen zwischen Zelle und Oberfliche so intensiv
werden, dass die Zellen nicht mehr in der Lage sind sich zur Zytokinese abzuldsen,
wodurch die zu Versuchsbeginn ausgebrachte Zellzahl konstant bliebe [127,147]. Diese
Vermutung konnte jedoch wie bereits im vorangegangenen Abschnitt erldutert anhand
der Zellzyklusanalyse ausgeschlossen werden.

Die XPS-Analytik der modifizierten Beschichtungen ergab ebenfalls, dass durch die
Modifizierung vor allem der Anteil sauerstoff- und stickstoffhaltiger Gruppen auf den
Oberfldchen zunimmt (s. Kapitel 6.2). Dies ist auch als Ursache fiir die Verdnderung
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der Zelladhésion auf den modifizierten Oberflichen anzunehmen. Clem et al. konnten
beispielsweise durch Behandlung mit Sauerstoffplasma eine Adhidsion von
mesenchymalen Stammzellen (MSC) auf DLC-Oberflichen vollstindig unterbinden.
Dabei beobachteten sie eine sehr starke Abnahme des Kontaktwinkels auf Werte unter
2 ° [10], wohingegen in der vorliegenden Arbeit eine weniger intensive Abnahme des
Kontaktwinkels auf 40 ° bis 50 ° beobachtet wurde. Miksovsky et al. belegten ebenfalls
eine Verringerung des Kontaktwinkels, dafiir wurden DLC-Beschichtungen mit
Stickstoffplasma behandelt. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit beobachteten sie
jedoch, dass dadurch das Anwachsverhalten von Osteosarcomazellen gefordert wurde
[78]. In der genannten Literatur wurde bei der Modifizierung Stickstoff oder Sauerstoff
als Umgebungsatmosphére wihrend der Modifizierung genutzt. Hingegen wird fiir die
Modifizierung mittels eBeam in der vorliegenden Arbeit Luft als Umgebungsmedium
genutzt, wodurch Stickstoff und Sauerstoff gleichzeitig vorliegen. Durch die
Untersuchung der eBeam-Modifizierung unter variierender Prozessatmosphére konnte
bereits in Kapitel 6.2 demonstriert werden, dass eine stirkere Hydrophilierung der
DLC-Schichten bei Modifizierung unter Sauerstoffatmosphére stattfindet. Diese
Ergebnisse korrelieren mit den o.g. Untersuchungen von Clemetal. [10]. Damit
konnten die durch die Modifizierung an Luft generierten sauerstoffhaltigen
Funktionalititen als Ursache fiir die verringerte Zellzahl auf modifizierten Schichten
betrachtet werden. Im Vergleich zu den Arbeiten von Clem et al. kommt es in der
vorliegenden Arbeit bei Modifizierung an Luft zu einer weniger intensiven
Verdanderung des Kontaktwinkels. Das spricht dafiir, dass die Oberflichen nicht
vollstindig mit sauerstoffhaltigen Funktionalititen belegt sind. In Bereichen der
modifizierten Oberfliche, die eine hohe Dichte an sauerstoffhaltigen Funktionalititen
aufweisen, findet keine Zelladhdsion statt. Bereichen, die weniger dicht mit
sauerstofthaltigen Funktionalititen belegt sind, und in denen dann beispielsweise
stickstoffhaltige Funktionalititen in hoherem Mal vorliegen, gestatten die Adhésion
einiger weniger Zellen. Diese Vermutung wird ebenfalls durch die Bestimmung der
Zellzahl in Abbildung 28 bestitigt. Dabei wird kein 100 %iger Ausschluss der
Zelladhdsion beobachtet, sondern lediglich eine starke Verringerung. Fiir eine

Bestitigung dieser Thesen sollten unter Sauerstoffatmosphdre modifizierte Proben der
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zellbiologischen Analytik unterzogen werden. Zeigt sich dann eine weitere
Verringerung oder sogar ein Ausschluss der Zelladhédsion, wird die o.g. Annahme

bestitigt.

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, ist die Zelladhédsion auf Oberflichen maBgeblich von
der zeitlich vorangeschalteten Proteinadhdsion abhéngig [128]. Daher muss davon
ausgegangen werde, dass der verringerten Zellzahl auf den modifizierten Oberflichen
eine verdnderte Proteinadsorption zu Grunde liegt. Dabei sind sowohl qualitative als
auch quantitative Verinderungen in Betracht zu ziehen [4,127,128]. Das heiBt ein Uber-
oder Unterangebot an Proteinen und auch eine verdnderte Proteinkonformation kdnnen
die Zelladhédsion ungiinstig beeinflussen oder sogar unterbinden. Aussagen dariiber
konnten durch die Untersuchung der Proteinadsorption mittels Fibronektin gewonnen
werden.

Fibronektin z&hlt zu den am héufigsten vorkommenden Proteinen der extrazelluldren
Matrix und stellt einen wichtigen Faktor fiir die Zelladhdsion dar [3,146,147].
Abbildung 48 demonstriert, dass auf den modifizierten DLC-Schichten eine deutlich
hohere Fibronektinadhésion stattfindet. Da durch die Modifizierung die Oberflichen
hydrophiler werden, steht diese Beobachtung zundchst im Gegensatz zu einigen
Angaben der Literatur, in denen auf hydrophoben Oberfldchen eine schnellere und
bessere Proteinadsorption, d.h. Adsorption im nativen Konformationszustand
beobachtet wird [3,4,130]. Durch die genutzte Analytik der vorliegenden Arbeit kann
jedoch keine Aussage zur Proteinkonformation getroffen werden. Weiterhin wird in der
Literatur berichtet, dass auch hydrophile Oberfldchen die Proteinadsorption begiinstigen
konnen, wobei die Wirkung einer zu starken Hydrophilie (Superhydrophilie) wiederum
eine negative Auswirkung auf die Adhésion zeigt [131].

Aufgrund der kontroversen Aussagen aus der Literatur ist an dieser Stelle noch keine
direkte Korrelation zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit moglich. Dennoch wird
die Annahme verfolgt, dass die reduzierte Zellzahl auf den modifizierten Schichten mit
einer verdnderten Proteinadhésion in Verbindung steht.

Aus der Literatur geht hervor, dass beispielsweise durch Stickstoff-Doping von DLC-
Schichten die Proteinadhdsion gezielt und konzentrationsabhingig beeinflusst werden

kann. Hohe Stickstoffgehalte reduzieren die Proteinadhision, wohingegen geringe
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Stickstoffgehalte die Adhdsion fordern [232,233]. Im neutralen pH-Bereich liegen die
Carboxyl- und Aminogruppen der Proteine ionisiert vor. Somit sind iiber beide
Funktionalitdten Wechselwirkungen zur Adhésion auf einer Oberfliche mdglich [234].
Eine weitere Moglichkeit der Proteinadhdsion basiert auf hydrophoben
Wechselwirkungen, bei denen die hydrophoben Kernsegmente des Proteins durch
Entfaltung exponiert werden, um mit der Oberfliche in Wechselwirkung zu treten
[128]. Da die Modifizierung mittels eBeam in der vorliegenden Arbeit jedoch zu einer
Hydrophilierung der DLC-Schichten fiihrt, kann dieser Mechanismus ausgeschlossen
werden.

Doch auch die Wechselwirkung mit stickstoff- und sauerstofthaltigen Gruppen kann zur
Veridnderung der Proteinkonformation fiihren [136]. Dies kann einerseits zu einem
Uberangebot von RGD-Motiven fiir die integrinvermittelte Zelladhésion fiihren,
andererseits aber auch eine sterische Behinderung verursachen, die zur Inaktivierung
der adhérierten Proteine und damit zur Verringerung der Zelladhésion fiihrt [128]. Wie
bereits erldutert, konnte ein Uberangebot von RGD-Motiven iiber die Zellzyklusanalyse
ausgeschlossen werden. Somit wird vermutet, dass durch die gebildete PAL' die
Zelladhésion nicht begiinstigt wird. Einerseits konnten Proteine adhédrieren, die nicht
adhésionsvermittelnd wirken, andererseits konnte eine Konformationsdnderung
wihrend der Proteinadhidsion stattfinden. So wird beispielsweise bei der Adsorption
groBBer Proteinkonzentrationen (Fibronektin und Vitronektin) eine
Konformationsédnderungen beobachtet, wohingegen geringere Proteinkonzentrationen
im nativen Zustand adhérieren konnen [128,142]. Diese Aussage zur
Konformationsédnderung bei hohen Proteinkonzentration korreliert mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit zur Fibronektin-Adhision. Uber die genutzte Analytik zur
Bewertung der Proteinadhision am Beispiel Fibronektin kann eine Aussage liber die
adhérierte Proteinmenge, jedoch nicht {iber deren Konformation gewonnen werden
[128]. In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit adhdrieren grofle Mengen
Fibronektin sowohl auf den antiadhdsiven Referenzoberflichen als auch auf den
eBeam-modifizierten DLC-Schichten. Auf den adhésionsfordernden Oberflichen und

den unbehandelten Beschichtungen hingegen adhérieren vergleichsweise geringe

2 PAL — protein adsorption layer, Erliuterungen dazu in Kapitel 3.3
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Mengen (Abbildung 48). Die antiadhédsiven Kontrolloberflichen werden standardméBig
zur Kultur von Suspensionszellen eingesetzt. Durch spezielle Oberflaichenbehandlung
unterbinden sie die Zelladhdsion. Dennoch konnten grofe Mengen adhérierten
Fibronektins auf diesen Oberflaichen nachgewiesen werden (Abbildung 48). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass flir die adhérierten Proteine aufgrund der hohen
Konzentrationen eine Konformationsianderung stattfindet, wodurch die anschlieende
Zelladhésion auf den Oberflachen unterbunden wird. Ein vergleichbarer Mechanismus
ist fiir die eBeam-modifizierten DLC-Beschichtungen anzunehmen, da auch bei diesen
im Versuch sehr hohe Fibronektinkonzentrationen detektiert wurden (Abbildung 48).
Dennoch weisen auch Wilson und Clegg et al. darauf hin, dass derartige
Untersuchungen zur Proteinadhdsion lediglich als Trend fiir das tatsdchliche in vivo
Verhalten zu bewerten sind. Unter den vereinfachten in vitro Bedingungen mit PBS als
Losungsmittel fehlen proteinaktivierende Gegenionen und weitere parallel agierende
Proteine [128].

Unter der Annahme, dass auf den modifizierten Beschichtungen im Rahmen der
zellbiologischen  Untersuchungen  prinzipiell zelladhédsionsfordernde  Proteine
adhérieren, jedoch in zu grofler Menge, kann davon ausgegangen werden, dass die
Proteinkonformation dabei verdndert wird. Dies erkldrt die signifikant reduzierte
Zellzahl auf den modifizierten Oberflachen und stiitzt zudem die in Kapitel 6.2.1 bereits
diskutierten These zur Rolle der sauerstoffhaltigen Funktionalititen auf den
modifizierten DLC-Schichten. Wie in Kapitel 6.2.1 beschrieben sind die modifizierten
Oberflachen zu einem groflen Teil mit sauerstoffhaltigen Funktionalititen belegt. In
diesen Bereichen ist die Proteinadhésion mit einer Konformationsinderung verbunden,
die basierend auf den Ergebnissen der Proteinadhdsionsversuche auf zu grofle Mengen
der adsorbierten Proteine zuriickzufithren ist. Dazwischen befinden sich wenige
Bereiche, die nur gering mit sauerstofthaltigen Funktionalitdten belegt sind, und iiber
stickstoffhaltige Funktionalitidten die Zelladhdsion gestatten. Es ist davon auszugehen,
dass genau an diesen Stellen die zelladhdsionsfordernden Proteine aufgrund der
stickstoffhaltigen Funktionalititen in nativer Konformation adhérieren konnen.
Befinden sich nativ adsorbierte Proteine in einem fiir die Zelladhdsion notwendigen

Mindestabstand [128], so findet vereinzelt Zelladhdsion, ohne Einschrdnkung der

135



Diskussion

Zellvitalitat statt. Die uneingeschriankte Zellvitalitdt konnte in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls belegt werden (Abbildung 45). Auf Basis dieser These zur Zelladhdsion auf
den modifizierten Beschichtungen ist es wichtig auszuschlieBen, dass durch die
Adsorption der denaturierten Proteine eine sogenannte fiustrierte Phagozytose'®
ausgelost wird, da dies zu einer ImplantatabstoBung fiihren kann [236]. Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen zum Entziindungspotential wurden jedoch fiir die dabei
betrachteten Interleukine keine gesteigerte Ausschiittung und damit keine entziindliche

Reaktion beobachtet.

Zusammenfassend wird festgestellt, dass die reduzierte Zellzahl auf den modifizierten
DLC-Schichten in Zusammenhang mit den durch die Modifizierung verdnderten
sauerstoff- und stickstofthaltigen Funktionalititen auf den Oberfldchen steht, wodurch
die Protein- und Zelladhésion verandert wird. Es bestehen zwei mogliche Thesen fiir die
verdnderte Proteinadhésion. Einerseits konnten die Schichten nach der durchgefiihrten
eBeam-Modifizierung durch Verinderungen der Oberfldchenladung proteinabweisend
wirken. Andererseits konnte es zu Konformationsdnderungen der adhirierten Proteine
kommen.

Angesichts der Ergebnisse der XPS-Analytik und der Kontaktwinkelmessung, wird in
Korrelation mit den Ergebnissen von Clem et al. die These der verdnderten
Proteinkonformation favorisiert [10]. Auch die vorliegenden Ergebnisse zur

Proteinadhésion am Beispiel Fibronektin stiitzen diese Annahme.

6.3.2. Osteogene Differenzierung auf DLC-Beschichtungen

Die Beschichtung von Hiiftimplantaten représentiert ein mogliches Einsatzgebiet fiir die
in der vorliegenden Arbeit untersuchten DLC-Beschichtungen. Moglichst geringe
Entziindungsreaktionen sowie eine Forderung der Knochenneubildung sind

Eigenschaften, die durch Beschichtungen in diesem FEinsatzfeld realisiert werden

B3 Phagozyten sind in der Lage Partikel, die vom Immunsystem als Pathogene erkannt werden
aufzunehmen, dieser Vorgang wird als Phagozytose bezeichnet. Bei der frustrierten Phagozytose
tibertrifft die Grofie des Partikels oder Gegenstandes die Aufnahmekapazitdt der Phagozyten. Es erfolgt
keine Aufnahme, sondern lediglich eine Anlagerung [235]. Dadurch kann es beispielsweise bei
Implantaten zur Implantatabstoffung kommen [236].
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miissen. [231]. Um ein optimales Einwachsen eines beschichteten Implantates
gewihrleisten zu konnen, ist beispielsweise die Adhdsion von Prd-Osteoblasten und
auch von mesenchymalen Stammzellen (MSC) sowie deren uneingeschrinkte osteogene
Differenzierung von grundlegender Bedeutung [128].

Daher wurde anhand von MSC untersucht, ob auf den DLC-Beschichtungen die
osteogene Differenzierung verdndert ist. Als Marker fiir die osteogene Differenzierung
wurde der Gehalt an Alkalischer Phosphatase (ALP) und Calcium bestimmt. Der
Calciumgehalt ist als spdter Marker einer der am héufigsten untersuchten Marker fiir
die Bewertung der osteogenen Differenzierung von Stammzellen. Vor allem um eine
Integration von Hiiftimplantaten gewdéhrleisten zu konnen, ist die Bildung der
mineralisierten Matrix von entscheidender Bedeutung [10]. Als friiher Marker fiir den
Beginn der Mineralisation der Knochenmatrix wird meist ALP genutzt [197].

Fiir die Untersuchungen wurden die DLC-Schichten in Referenz zu einer Zellkultur-
Standardoberflichen (Tissue Culture Plates (TCP) aus Polystyrol) betrachtet. Zusétzlich
wurde bei einem Teil der Proben durch die Zugabe von Differenzierungsmedium die
osteogene Differenzierung induziert. Damit konnten nicht nur die DLC-Schichten in
Referenz zum Standard, sondern auch die Proben ohne und mit osteogener Induktion
verglichen werden. Bei den Kontrollen (keine osteogene Induktion) zeigte sich eine
geringe ALP-Konzentration. Bei osteogener Induktion hingegen stieg die ALP-
Konzentration sowohl auf den Beschichtungen als auch auf der Standardoberfldche auf
vergleichbare Werte an (Abbildung 49 a). Die Bewertung des friihen Markers ALP
verdeutlicht, dass sich fiir DLC-Schichten bei osteogener Induktion keine erkennbaren
Unterschiede im Vergleich zu den Standardoberfldchen ergeben. Somit kann im in vitro
Versuch eine Beeintrichtigung der osteogenen Differenzierung durch die
Beschichtungen in der frithen Differenzierungsphase ausgeschlossen werden.

Beziiglich des Calciumgehaltes ergeben sich dhnliche VerhéltnisméaBigkeiten. Ohne
osteogene Stimulierung kam es weder auf den DLC-Schichten noch auf den
Standardoberflichen zu einer nachweisbaren Konzentration an Calcium, (Abbildung
49 b). Bei osteogener Induktion hingegen ist die Calciumkonzentration die auf den
Beschichtungen gegeniiber dem Standard deutlich erhoht (Abbildung 49 b). Somit kann

iiber die Bestimmung des Calciumgehaltes als spdten Differenzierungsmarker belegt
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werden, dass die Beschichtungen eine wesentliche Verbesserung im Vergleich zum
Standard erzielen. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass es unter in vivo Bedingungen zu
einer beschleunigten Osseointegration von DLC-beschichteten Oberflaichen kommt.
Somit kann der avisierte Einsatz der untersuchten DLC-Schichten fiir Hiiftimplantate
basierend auf den vorliegenden Ergebnissen als vorteilhaft bewertet werden.

Dennoch geben Wilson et al. zu bedenken, dass invitro Untersuchungen nur
eingeschriankte Auskunft {iber die in vivo Performance von Implantatoberflachen geben.
So geht beispielsweise der Osteoblastenadhésion die Bildung kleinerer Thromben und
die Aktivierung von Thrombozyten voraus, wodurch sich der urspriingliche Zustand der
Oberflache bis zum Eintreffen der Osteoblasten verdndern kann [128]. Folglich miissen
die positiven Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vor dem Einsatz der Beschichtungen

durch in vivo Untersuchungen bestétigt werden.

6.4. Barriereeigenschaften der DLC-Beschichtung

Zahlreiche Forschungsarbeiten beschéftigen sich mit der Nutzung von DLC-
Beschichtungen als Barriereschichten fiir medizintechnische Anwendungen, um
beispielsweise =~ den  Ausritt  zytotoxischer =~ Substanzen @ zu  verringern
[42,168,180,181,183,187].

So demonstrierte Bociaga am Beispiel von Schmuckedelstahl (316L), dass eine
unerwiinschte Immunreaktion auf dieses Material durch DLC-Schichten unterbunden
werden kann, wodurch die biologische Vertriglichkeit deutlich verbessert wird [69].
Die Barrierewirkung von DLC-Schichten auf Nickel-Titan-Legierungen wurde durch
Sui et al. untersucht [168]. Die Wissenschaftler belegten eine malgebliche
Verbesserung der Biokompatibilitidt, da die Korrosionsbestindigkeit des Substrates
erhoht und der Austritt von Nickel unterbunden wurde. Die Himokompatibilitit wurde
durch die DLC-Beschichtung ebenfalls verbessert. Die materialtechnische Bewertung
zeigte, dass durch die Beschichtung die Formgedichtniseigenschaft der Nickel-Titan-
Legierung nicht beeintrachtigt wurde [168]. Auch Gutensohn et al. beschiftigten sich
mit nickelhaltigen Substratmaterialien der Medizintechnik [71]. Sie zeigten, dass
unbeschichtete Stents aus Nickel bereits nach 24 h Inkubationszeit in humanem Plasma

eine hohe Menge an Nickelionen freisetzen (12,6 ng/mL), womit Thrombosen aber auch
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Entziindungsreaktionen einhergehen koénnen. In den Untersuchungen von Gutensohn et
al. konnte durch die DLC-Beschichtung eine deutliche Verringerung des Nickelaustritts

erzielt werden [71].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Barrierewirkung der DLC-Beschichtung
beziiglich des Nickel-Austritts aus FGL-Material untersucht. Aufgrund des avisierten
Einsatzfeldes zur Beschichtung von Hiiftimplantaten wurde eine Osteoblastenzelllinie
fir die biologische Bewertung genutzt. Die Barrierewirkung wurde mittels
Extraktionsversuchen untersucht.

Als Extraktionsmedium wurde Zellkulturmedium verwendet. Durch die darin
enthaltenen Proteine kann jedoch eine Pufferwirkung verursacht werden, was bedeutet,
dass Nickelionen zundchst ,,abgefangen werden indem sie mit Proteinen Komplexe
bilden [237]. Um diesen moglicherweise verfilschenden Effekt zu beriicksichtigen,
wurde neben der invivo-nahen Extraktion mit Medium auch PBS als
Extraktionsmedium genutzt. Da PBS keine Eiweile und Proteine enthédlt, kommt es zu
keiner Pufferwirkung. Freigesetzte Nickelionen wirken dann direkt auf die Zellen und
ermoOglichen eine genauere Aussage bzgl. der Konzentration an freigesetzten
Nickelionen.

Im ersten Schritt wurden vorkultivierte Osteoblasten (s. Kapitel 4.9.9) gezielt mit
nickelhaltigem PBS bzw. Zellkulturmedium iiber eine definierte Zeit inkubiert und
anschlieBend die Stoffwechselaktivitidt der Zellen bestimmt. Anhand der Ergebnisse
wurde abgeschdtzt, ab welcher Nickelkonzentration in PBS bzw. Medium eine
Auswirkung auf die Stoffwechselaktivitdt der Zellen zu beobachten ist. Es wurden
Nickelkonzentrationen von 1 ppm bis 100 ppm eingestellt. Diese Versuche ergaben,
dass bei Nutzung von PBS bereits ab 10 ppm Nickel eine signifikante Verringerung der
Stoffwechselaktivitit beobachtet wird (Abbildung 50 a). Wird Medium genutzt, so zeigt
sich erst ab 50 ppm Nickel eine Verringerung der Zellstoffwechselaktivitit (Abbildung
50 b).

AnschlieBend wurden die Extrakte von unbeschichteten und DLC-beschichteten FGL
untersucht. Diese wurden durch zweimonatige Extraktion mit PBS bzw.
Zellkulturmedium bei 37 °C gewonnen. Fiir die Analyse der gewonnen Extrakte wurden

ebenfalls Osteoblasten iiber drei Tage vorkultiviert. Dann wurden die Extrakte auf diese
139



Diskussion

Zellen gegeben, fiir eine definierte Zeit inkubiert und anschlieBend mittels Resazurintest
die Stoffwechselaktivitit bestimmt. Damit sollte {iiber die Bestimmung der
Stoffwechselaktivitidt bewertet werden, in welchem Konzentrationsbereich Nickelionen
in den Extrakten vorliegen.

Der PBS-Extrakt der unbeschichteten FGL-Proben fiihrte bei den Osteoblasten
gemessen an der Referenz zu einer signifikanten Verringerung der Stoffwechselaktivitét
(Abbildung 51 a). Hingegen verursachte der PBS-Extrakt der DLC-beschichteten
Proben keine Verdnderung der Stoffwechselaktivitit. Bei der Inkubation der
Osteoblasten mit den Medium-Extrakten kam es weder bei unbeschichteten noch bei
DLC-beschichteten FGL-Proben zu einer Verdnderung der Stoffwechselaktivitit
(Abbildung 51b). Da bei PBS als Extraktionsmedium eine Verringerung der
Stoffwechselaktivitit beobachtet wird, bei Medium als Extraktionsmedium hingegen
nicht, kann basierend auf den =zuvor durchgefiihrten Versuchen eine
Nickelkonzentration iiber 10 ppm und unter 50 ppm in den Extrakten abgeschétzt
werden. Diese Werte korrelieren mit den Ergebnissen von Messer et al., die ebenfalls
bei einer Nickelkonzentration von 50 ppm bereits massive Verdnderungen der
Zellmorphologie von Fibroblasten feststellten [238]. Basierend auf den vorliegenden
Ergebnissen ist anzunehmen, dass es flir unbeschichtete FGL-Materialien unter in vivo
Bedingungen zur lokalen Akkumulation von Nickelionen im Implantatbereich kommt,
wodurch der Zellstoffwechsel massiv beeintrachtigt wird [172,173]. Die untersuchten
DLC-beschichtungen konnen demgegeniiber eine Verringerung des Nickelaustritts
erzielen und somit die Biokompatibilitdt der FGL-Materialien maf3geblich verbessern.
Fiir die praktische Uberfiihrung der Ergebnisse muss beriicksichtigt werden, dass die in
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche zur Extraktion unter statischen
Bedingungen, d.h. ohne Verformung der FGL-Proben durchgefiihrt wurden. Die
Verformbarkeit der FGL-Bauteile stellt das Alleinstellungsmerkmal dieses Materials
dar und ist daher die Grundlage fiir dessen Anwendung. Bei der Verformung wird die
schiitzende Oxidschicht'* der Oberfliche zerstort. Dann ist damit zu rechnen, dass lokal
erhohte Nickelkonzentrationen freigesetzte werden [165,175]. Dies verdeutlicht den

Nutzen einer stabilen und flexiblen Barriereschicht fiir die Anwendung im

" Niihere Erliuterungen zur Oxidschicht auf FGL in Kapitel 3.5
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Implantatbereich, um eine hinreichende Biokompatibilitit von FGL-Materialien zu
gewihrleisten. Bereits Gerke demonstrierte, dass die tolerierbare Schichtdehnung bei
Erhalt der Schichtintegritit in direktem Zusammenhang mit dem Wasserstoffgehalt der
Beschichtung steht [165]. In diesem Zusammenhang konnte bei der Raman-Analyse der
DLC-Schichten ein starker Basislinienanstieg beobachtet werden, was auf einen hohen
Wasserstoffgehalt sowie langkettige Kohlenstoffketten hinweist, wodurch eine sehr gute
Dehnungstoleranz fiir diese Beschichtungen erwartet werden kann [200].

Die Extraktionsversuche stellen eine indirekte Methode zur Bewertung des
Nickelaustritts aus den FGL dar. Um einen Eindruck iiber die Auswirkung bei
Direktkontakt zu erhalten, wurden Osteoblasten direkt auf unbeschichteten und DLC-
beschichteten FGL-Proben kultiviert. AnschlieBend wurde die Zellmorphologie als
Bewertungskriterium fiir die Barrierewirkung herangezogen. Die Zellen wurden dafiir
mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und mikroskopisch analysiert. Die Morphologie der
Osteoblasten auf den unbeschichteten FGL-Proben ist stark abgekugelt mit zum Teil
abgeflachten oder ausgefransten Zellkernen. Es ist nahezu keine Spreitung erkennbar
(Abbildung 52 a). Auch die Zelldichte auf diesen Proben erschien vergleichsweise
niedrig. Hingegen zeigen die Osteoblasten auf den beschichteten FGL eine
vergleichsweise hohe Zellzahl, sowie eine fiir Osteoblasten natlirlich ausgeprigte
Zellspreitung (Abbildung 52 b). Die Grundform der Zellen erscheint grdéBtenteils
kubisch mit einer spindelartigen Verldngerung. Die Zellkerne sind sphérisch ausgepragt.
Damit wird eine gute Vertraglichkeit der DLC-beschichteten FGL bestitigt,
wohingegen die unzureichende Spreitung der Zellen auf den unbeschichteten FGL
bereits auf eine ungeniigende Gewebeintegration solch einer Oberfldche hinweist [127].
Eine geringe Spreitung sowie fehlende fokale Kontakte konnen zu Apoptose fiihren.
Sowohl die Vitalitdt als auch die Proliferationsrate von gut gespreiteten Zellen ist
deutlich besser und bildet damit die Basis fiir eine erfolgreiche Implantatintegration
[127]. Durch den direkten Kontakt der Zellen mit der unbeschichteten FGL-Oberflachen
ist anzunehmen, dass die unnatiirlich verdnderte Zellmorphologie auf den Austritt von
Nickelionen zuriick zu fiihren ist [238]. Die DLC-Beschichtung fungiert demgegeniiber
als wirksame Barriere und stellt damit eine vielversprechende Moglichkeit zur

Steigerung der Biokompatibilitidt des FGL-Materials dar.
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7. Zusammenfassung und Reflexion der Ergebnisse auf das

Anwendungsbeispiel Hiiftendoprothese mit FGL-Aktor

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Modifizierung von Beschichtungen auf
Basis von diamantdhnlichem Kohlenstoff (DLC). Die Modifizierung erfolgte mittels
Elektronenstrahl (eBeam) und sollte der Oberflaichenfunktionalisierung durch die
Steuerung der Zelladhdsion dienen. Das Anwendungsfeld der modifizierten DLC-
Schichten findet sich im biomedizinischen Bereich. Als Anwendungsbeispiel wurden
Aktoren aus Formgedichtnislegierung (FGL) herangezogen. Diese sollen in
Hiiftendoprothesen genutzt werden. Thre Aufgabe ist es, bei Implantatlockerung eine
Wiederverankerung im Knochen, ohne dufleren Eingriff zu ermdglichen. Die Aktoren
stellen an eine Beschichtung besondere Herausforderungen hinsichtlich Schichtstabilitét
und -flexibilitdt, Zelladhdsion sowie Barrierefunktion. Im Folgenden werden die
untersuchten ~ Schwerpunkte mit Bezug auf dieses Anwendungsbeispiel

zusammenfassend dargestellt.

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurden vier Abscheidemethoden fiir DLC-
Beschichtungen verglichen: die plasmaaktivierte chemische Gasphasenabscheidung
(PA-CVD), das Magnetronsputtern (PVD-Spu), und die Lichtbogenverdampfung
-ungefiltert und -gefiltert (PVD-Arc bzw. PVD-Arcfil). Aus diesen Abscheidemethoden
sollte eine fiir das medizintechnische Einsatzgebiet geeignete Methode zur DLC-
Abscheidung ausgewidhlt werden. Dafiir wurden folgende Kriterien untersucht:
Schichtmorphologie und -stabilitit, Biokompatibilitit und die Moglichkeit zur
Modifizierung mittels eBeam.

Es zeigte sich, dass mittels Magnetronsputtern homogene DLC-Schichten abgeschieden
werden konnen. Diese Beschichtungen zeigen im Vergleich zu den Beschichtungen der
anderen Abscheideverfahren die beste Biokompatibilitit. Die Modifizierung der
Schichten mittels eBeam ermdoglicht eine gezielte Verringerung der Zelladhdsion auf
den Oberflachen, ohne zelltoxische Nebenwirkungen. Mit diesem Resultat wird die

ausgewdhlte Beschichtung den Funktionsanspriichen des Anwendungsbeispiels gerecht.
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Als Anwendungsbeispiel wurden Aktoren einer intelligenten Hiiftendoprothese
herangezogen. Die Aktoren bestehen aus FGL-Material und sollen im Anwendungsfall
eine intrakorporale Verformung durchfiihren. Die DLC-Beschichtung soll den Austritt
von toxischen Nickelionen aus diesem Material verringern. Daher ist die Stabilitdt der
DLC-Schichten auf den Aktoren fiir den zielgerechten Einsatz von grundlegender
Bedeutung. Die Formflexibilitit von DLC-Schichten ist aus der Literatur bekannt,
womit sie eine geeignete Barrierebeschichtung fiir verformbare Bauteile darstellen,
ohne dabei die Funktion des Substratmaterials zu beeintriachtigen. Grundlage fiir diese
Formflexibilitit stellen eine gute Schichthaftung und Langzeitstabilitdt dar. Auch an
dieser Stelle zeigten die mittels Magnetronsputtern abgeschiedenen DLC-Schichten sehr
gute Ergebnisse. Selbst die Beanspruchung durch wiederholte Desinfektion und
Sterilisation fiihrte bei dieser Beschichtung zu keiner Verdnderung.

Im Anwendungsbeispiel Hiiftendoprothese kann es an der Implantat-Knochen-
Schnittstelle zu Mikrobewegungen kommen. Durch die im Vergleich zu den anderen
Beschichtungen sehr guten Ergebnisse der PVD-Spu-Schichten bei der tribologischen
Charakterisierung, stellen diese Schichten eine fiir das Anwendungsbeispiel geeignete
Beschichtung dar. Ein geringer Reibwert gewihrleistet dabei eine ungestorte
Gewebsintegration

Das Magnetronsputtern wurde basierend auf diesen Ergebnissen als geeignete

Abscheidemethode fiir die DLC-Beschichtung von Implantatmaterialien ausgewahlt.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit wurden die Modifizierung der Beschichtung, die
Reaktion im biologischen Kontakt und die Barrierefunktion der Schichten bewertet.

Durch die eBeam-Modifizierung der DLC-Beschichtung wird eine Hydrophilierung
erzielt, die mit einer signifikanten Verringerung der Zellzahl auf der Oberfliche
verbunden ist. Nach Beurteilung der Schichtmorphologie von unbehandelten und
modifizierten DLC-Oberflichen konnte ausgeschlossen werden, dass die
Hydrophilierung auf Verdanderungen der Oberflichenmorphologie zuriick zu fiihren ist.
Vielmehr wurden chemisch-energetische Verdnderungen als Ursache identifiziert,
wobei die indirekte eBeam-Wirkung wihrend der Modifizierung zum Tragen kommt.
Die Intensitit der Hydrophilierung ist dosisabhéngig und zeigt eine Art

Sattigungsverhalten ab 500 kGy. Es konnte gezeigt werden, dass durch die
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Modifizierung der Anteil stickstoff- und sauerstofthaltiger Funktionalititen auf der
DLC-Oberfliche zunimmt. Die Verringerung der Zellzahl, welche ebenfalls eine Art
Séttigung bei 500 kGy zeigt, steht iiber die Proteinadhésion mit diesen Verdnderungen
in direktem Zusammenhang. In Korrelation mit der Literatur scheint es durch die
Zunahme der sauerstofthaltigen Funktionalititen zu einer verdnderten Proteinadhésion
zu kommen. Dabei wird die Proteinkonformation verdndert, was die anschlieBende
Zelladhédsion verringert.

Mittels eBeam konnen sehr feine Strukturen bis in den Mikrometerbereich modifiziert
werden, was bedeutet, dass damit die Zelladhédsion in den aneinander angrenzenden
Bereichen des Aktors gezielt eingestellt werden kann. Damit wird die DLC-
Beschichtung mit dieser Modifizierung den Funktionsanspriichen des Aktorbauteiles

gerecht.

Die Analyse der Langzeitstabilitit zeigte, dass die Modifizierung sowohl an Luft als
auch in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) iiber einen Zeitraum von mindestens
zwel Monaten stabil ist. Somit kann fiir das Anwendungsbeispiel die Modifizierung
bereits langfristig vor dem Einsatz eines Implantates erfolgen.

Bisher wurden derartige Modifizierungen hauptséchlich mittels Plasmabehandlung
durchgefiihrt. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit konnen damit jedoch keine zeitlich
stabilen Effekte erzielt werden. Weitere Nachteile der Plasmamethoden ergeben sich
durch Materialverdnderungen und verhiltnisméBig lange Prozesszeiten. Weiterhin wird
laut Literatur bei der Plasmabehandlung von DLC-Oberflichen eine Steigerung der
Zelladhdsion erzielt. In der vorliegenden Arbeit besteht das Ziel jedoch in der
Verringerung der Zelladhdsion, wodurch sich auch unter diesem Aspekt die eBeam-
Modifizierung gegeniiber der Plasmamodifizierung als vorteilhaft erweist.

Zusétzlich wurde neben der Langzeitstabilitdt fiir die eBeam-modifizierten DLC-
Beschichtungen auch eine Stabilitdt gegeniliber chemisch-mechanischer Reinigung mit
anschlieBender Dampfsterilisation belegt. Da jedoch die FGL-Aktoren im
Anwendungsbeispiel durch thermischen Energieeintrag aktiviert werden, konnte die
herkdmmliche Anwendung der Dampfsterilisation ein Problem darstellen. Auch dafiir
bietet die eBeam-Behandlung als alternative Sterilisationsmethode einen

Losungsansatz. Mit einer Sterilisationsdosis von lediglich 25 kGy ist die Anwendung
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des eBeams sowohl zur Sterilisation von unbehandelten als auch modifizierten DLC-
Oberflachen moglich, ohne deren Eigenschaften oder die des beschichteten Substrates

zu beeinflussen.

Die eBeam-Modifizierung der DLC-Oberflichen bietet basierend auf den vorliegenden
Ergebnissen eine Mdoglichkeit zur Steuerung der Zelladhédsion, da in den modifizierten
Bereichen eine signifikante Verringerung der Zellzahl erzielt wird. Eine Verringerung
der Zellzahl ist fiir die beweglichen Bereiche der FGL-Aktoren besonders wichtig, um
deren Funktion zu gewihrleisten (s. Abbildung 1). Fiir die modifizierten Schichten
werden dabei keine Beeintridchtigung der Zellvitalitit oder Verdnderungen der Phasen
des Zellzyklus festgestellt. Weiterhin ist belegt, dass von diesen Beschichtungen kein
erhohtes Entziindungspotential ausgeht, was den uneingeschriankten FEinsatz der
modifizierten DLC-Beschichtungen im biomedizinischen Bereich ermoglicht.

Die unbehandelten DLC-Oberflichen hingegen sollen im Anwendungsbeispiel eine
schnelle Implantatintegration gewdhrleisten. Auch diesem Anspruch wird die
Beschichtung gerecht, da die osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler
Stammzellen auf diesen Oberflichen uneingeschriankt verlduft. Die Analyse des
Calciumgehaltes als spéten Differenzierungsmarker ldsst sogar auf einen stimulierenden
Effekt durch die Schichten schlieBen. Folglich kann fiir den Anwendungsfall der

Hiiftendoprothese eine beschleunigte Osseointegration erwartet werden.

Die groBite Herausforderung fiir die DLC-Beschichtungen bestand in der Verringerung
des Nickelaustrittes aus dem FGL-Material. Die Ergebnisse der Extraktionsversuche
belegen, dass aus unbeschichteten FGL Nickelionen austreten und die
Stoffwechselaktivitit von Osteoblasten beeinflussen. Auf DLC-beschichteten Proben
hingegen kann kein messbarer Austritt von Nickelionen festgestellt werden. Im
Direktkontakt mit humanen Osteoblasten zeigt sich auf den unbeschichteten FGL eine
unnatiirliche Zellmorphologie, was auf den Nickelaustritt zuriickgefiihrt werden kann.
Dahingegen erscheinen die Zellen auf den DLC-beschichteten Oberfldchen in vitaler
Morphologie. Diese Ergebnisse demonstrieren die Wirksamkeit der DLC-Beschichtung

als Barriere gegeniiber dem Austritt von Nickelionen.
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Zusammenfassend wird festgestellt, dass das Magnetronsputtern die Abscheidung von
DLC-Schichten ermdglicht, die dem Anwendungsbeispiel Hiiftendoprothese mit FGL-
Aktor sowohl hinsichtlich Barrierefunktion als auch Biokompatibilitét gerecht werden.
Die Modifizierung mittels eBeam gewéhrleistet dabei die gezielte Steuerung der
Zellzahl, wodurch die DLC-Beschichtungen auch die biofunktionalen Anspriiche des
Anwendungsbeispiels bedienen.

DLC-Beschichtungen weisen aufgrund ihrer grofen Variabilitdt hinsichtlich
Materialeigenschaften und der sehr guten Biokompatibilitit ein breites Spektrum fiir
biomedizinische Anwendungen auf. Die eBeam-Modifizierung der Beschichtungen
eroffnet aufgrund ihrer Langzeitstabilitdt dariiber hinaus weitere Einsatzfelder. Vor
allem die Option einer partiellen Oberflichenmodifizierung ermdglicht es, variierenden
Funktionsanspriichen zahlreicher Anwendungen gerecht zu werden und die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse auf weitere Einsatzfelder zu

iibertragen.
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8. Ausblick

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Oberflichenmodifizierung von
Beschichtungen aus diamantdahnlichem Kohlenstoff (DLC). Zur Modifizierung wurde
die Behandlung mittels nicht-thermischem Elektronenstrahl (eBeam) genutzt. Als
anwendungsnahes Beispiel wurde die Beschichtung von Formgedichtnislegierungen
(FGL) herangezogen. Es ergeben sich basierend auf den vorliegenden Ergebnissen zwei
Hauptaspekte fiir weiterfiihrende Arbeiten.

Der Prozess der Oberflichenmodifizierung von DLC-Schichten mittels eBeam kann
weiter optimiert werden. Im Rahmen der Untersuchungen wurde festgestellt, dass die
Modifizierung auf indirekte Wirkmechanismen bei der eBeam-Behandlung zuriick zu
filhren ist. Daher ist eine komplette Durchstrahlung der DLC-Beschichtungen nicht
notwendig. Folglich konnte fiir eine Optimierung des Modifizierungsprozesses die
Beschleunigungsspannung des eBeams so weit reduziert werden, dass die
Elektronenstrahlung nur noch oberfldchlich in die DLC-Schichten eindringt. Dadurch
kann das unterliegende Substrat geschont und die bendtigte Prozessenergie auf ein
Minimum reduziert werden. Somit konnten negative Substratverdnderungen, wie sie
Meisner et al. beobachteten, ausgeschlossen werden [239]. Weiterhin kann die eBeam-
Behandlung auch zur Steigerung der Dehnbarkeit der DLC-Beschichtungen genutzt
werden. Bereits Aizawa et al. konnten die Grundlagen dafiir nachweisen [220]. Daraus
resultierend ergibt sich der zweite Aspekt fiir weiterfiilhrende Arbeiten. Die DLC-
Beschichtung dient beim Anwendungsbeispiel der FGL als Barriereschicht. Die
Funktion der FGL besteht in deren Verformung, wobei die Schichtintegritidt der DLC-
Oberfldche fiir die Barrierefunktion gewahrleistet sein muss. Prinzipiell tolerieren die
Beschichtungen eine gewisse Dehnungsbeanspruchung. Kann die Dehnbarkeit der
DLC-Schichten jedoch durch eBeam-Behandlung wie oben beschrieben weiter
gesteigert werden, so konnen fiir die FGL-Bauteile gréfere Verformungen und damit
ein grofBeres Einsatzspektrum erdffnet werden. Weiterhin sollte die Barrierefunktion der
ausgewdhlten DLC-Beschichtung unter mechanischer Beanspruchung untersucht
werden, um in vivo auftretende Mikrobewegungen im Anwendungsfall beriicksichtigen

zu konnen. Eine zusitzliche Optimierungsmoglichkeit bei der DLC-Abscheidung auf
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den FGL-Materialien findet sich in der Anpassung der Schichtdicke. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine definierte Schichtdicke von 1 pm genutzt. Es ist aus der
Literatur bekannt, dass diinne Schichten aufgrund geringerer Eigenspannungen stirkere
Verformungen tolerieren als dicke Schichten. Fiir den Anwendungsfall muss bei der
Abscheidung geringerer Schichtdicken gepriift werden, bis zu welcher Schichtdicke

dann die Barrierefunktion uneingeschréankt erhalten bleibt.

Uber die oben genannten Aspekte der Optimierungsmdglichkeiten hinaus, ergeben sich
fir die Zukunft weitere Finsatzgebiete fiir die eBeam-modifizierten DLC-
Beschichtungen. Diese liegen im Bereich der antibakteriellen Oberflichen, da DLC-
Oberflichen auch eine keimabweisende Wirkung aufweisen. Jones et al. belegten dies
bereits gegeniiber der Adhédsion von Escherichia coli, wobei auch in diesem Beispiel die
Reduktion der Schichtdicke einen positiven Effekt auf die Wirksamkeit zeigt [87].
Dariliber hinaus ist bekannt, dass die Bakterienadhdsion durch hydrophobe
Wechselwirkungen bestimmt ist und eine Oberfldchenhydrophilierung, wie sie mittels
eBeam-Modifizierung moglich ist, eine weitere Verringerung der Bakterienadhésion
hervorrufen kann [240,241].

Durch die Nutzung der keimabweisenden Wirkung von DLC-Schichten und der
moglichen Steigerung dieser durch die eBeam-Modifizierung, er6ffnen sich angefangen
von der dentalen Implantologie bis hin zu der Beschichtung von Kontaktlinsen tiber das
betrachtete Anwendungsbeispiel hinaus zahlreiche neue Applikationsfelder fiir eBeam-

modifizierte DLC-Beschichtungen [242-244].
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AG01522D Humane Fibroblasten (Primirzellen)

Al

ALD
ALP
AuCd
BSA

C

Ca

Co

Cr

Crb
CuAlIN;i
CuZnAl
CvD
DAPI
DLC
DMEM
DNA
DPBS
eBeam
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Wailzlagerstahl nach EN ISO 683-17

Kupfer-Aluminium-Nickel
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Chemical Vapour Deposition (dt. Chemische Gasphasenabscheidung)
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol

Diamon Like Carbon (dt. Diamantdhnlicher Kohlenstoft)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (dt. Eagle's medium modifiziert nach Dulbecco)
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Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (dt. gepufferte Salzlosung nach Dulbecco)
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Europ Coating GmbH

extra cellular matrix (dt.: extrazelluldre Matrix)
Ethylendiamintetraessigséure
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Electron Spectroscopy for Chemical Analysis (Vergl. XPS)
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Human adult low calcium high temperature keratinocytes

Hank's Balanced Salt Solution (dt. gepufferte Salzlosung nach Hank)
human mesenchymal stem cells (humane mesenchymale Stammzellen)
Interleukin 6

Interleukin 8

Lipopolysaccharid

Minimal Eagle's Medium (dt. Basismedium nach Eagle)
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Minimal Invasive Chirurgie

Molybdin

Mesenchymal Stem Cells (dt. Mesenchymale Stammzellen)
Stickstoff
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Methode zur Berechnung der Oberflichenenergie nach Owens, Wendt, Rable und Kaelbel
Plasma Assisted Chemical Vapour Deposition (dt. Plasmaunterstiitze chemische
Gasphasenabscheidung)

Protein Adsorption Layer (adsorbierte Proteinschicht)

Phosphate Buffered Saline (dt. Phosphatgepufferte Salzlosung)
Propidiumiodid

Physical Vapour Deposition (dt. Physikalische Gasphasenabscheidung)
Cathodic Arc Deposition (dt. Lichtbogenverdampfung)

Filtered Cathodic Arc Deposition (dt. Gefilterte Lichtbogenverdampfung)
Magnetronsputterbeschichtung

Einbuchstabencode fiir: Arginin, Glycin und Asparaginsdure

Ribonucleic Acid (dt. RNS bzw. Ribonukleinséure)

Osteosarcomazellinie

Surface Tension (dt. Oberflichenspannung bzw. freie Oberflichenenergie)
disperser Anteil der SFT

polarer Anteil der SFT

Systéme international d’unités (dt. Internationale Einheitensystem )
Silizium

Siliciumdioxid

Sachsisches Staatsministerium fiir Wissenschaft und Kunst
Hybridisierungszustand des C, bei dem die Bindungen um das C-Atom trigonal planar im
Raum angeordnet sind

Hybridisierungszustand des C, bei dem die Bindungen um das C-Atom tetraedrisch im Raum
angeordnet sind

Tissue Culture Plate (dt. hier: Zellkulturoberflache)
Transmissionselektronenmikroskopie

Titan

Tetramethylrhodamineisothiocyanate

Ultraviolett

Vanadium
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Alpha
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Randwinkel
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