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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Motivation

Der Einsatz kiinstlicher Implantate in der klinischen Praxis ist heutzutage unerlésslich und
in Zeiten steigender Lebenserwartung und damit einhergehenden zunehmenden
Anforderungen an die Medizin von stetig wachsender Bedeutung.

Sind Organe, Organteile oder Korperstrukturen durch Krankheit, Verletzung oder
Alterungsprozesse in ihrer Funktion eingeschrinkt oder funktionsunfihig geworden, so
iibernehmen Implantate deren temporéren oder permanenten Ersatz und ermoglichen so die
Aufrechterhaltung der Korperfunktionen und damit den Erhalt der Lebensqualitit der
Patienten. Die Akzeptanz und Einheilung von Implantaten wird dabei mageblich von der
Qualitdt der Zell-Implantat-Interaktion bestimmt, welche wiederum von den physiko-
chemischen Eigenschaften des Biomaterials abhéngig ist.

Trotz  zahlreicher Studien wund stetig zunehmenden Innovationen in der
Implantattechnologie sind die komplexen Zusammenhinge dieser Wechselwirkungen an
der Grenzflache zwischen Zelle und Biomaterial jedoch bis heute noch nicht vollstindig
verstanden und Korrelationen individueller Zellreaktionen mit spezifischen
Materialcharakteristika ungeniigend. Dies macht es erforderlich, die grundlegenden
Mechanismen detailliert zu analysieren und aufzukldren, um so zukiinftig zu einer
Optimierung von Implantaten mit dem Ziel einer verbesserten Integration und

Funktionalitit beizutragen.

1.2 Anatomie und Funktion des menschlichen Knochens

Der Knochen ist ein hochorganisiertes, metabolisch aktives Gewebe, welches als hartes
Stiitzgewebe das Skelett von Wirbeltieren bildet. Er entwickelt sich aus dem embryonalen
Bindegewebe, dem Mesenchym, und dient hauptsichlich dem Schutz der inneren Organe
sowie der mechanischen Stiitzung von Korperstrukturen. Uberdies ermoglicht er die
Verankerung von Muskeln, welches die Beweglichkeit gewihrleistet und ist im Bereich
des Knochenmarks Ort der Hamatopoiese [1]. Durch den hohen Anteil an anorganischem
Material ist das Knochengewebe ein bedeutendes Reservoir fiir mineralische Néhrstoffe

und spielt so eine wichtige Rolle in der Kalzium- und Phosphathomdoostase [2].
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Der Knochen setzt sich aus Knochenzellen und Knochenmatrix zusammen. Die
Knochenmatrix besteht dabei zu 70 % aus anorganischen Komponenten, zu 20 % aus
organischen Komponenten und zu 10 % aus Wasser. Der anorganische Anteil beinhaltet
hauptsidchlich ~ Kalziumphosphatverbindungen, v. a. Hydroxylapatit (HA), ein
hydroxyliertes Kalziumphosphatsalz mit der chemischen Formel Cas(PO4);(OH). Der
organische Teil der Knochenmatrix besteht zu 90 % aus kollagenen Proteinen
(97 % Kollagen-I, 3 % Kollagen-V) sowie zu weiteren 10 % aus nicht-kollagenen
Proteinen und Proteoglykanen (glykosylierte Glykoproteine, welche aus einem Protein und
kovalent gebundenen Glykosaminoglykanen (GAG) bestehen) [1]. Das Kollagen im
Knochen ist iiberwiegend vom Typ-I und bildet in Form eines fibrilldaren Netzwerkes von
Kollagenfasern, mit einer Periodizitit von 67 nm und 35-40 nm Liicken zwischen den
Enden der einzelnen Kollagenfibrillen, das strukturelle Geriist fiir die Einlagerung der
Hydroxylapatit-Kristalle [3]. Dies gewdhrleistet die Druck- und Zugfestigkeit (Rigiditit)
des Knochens unter gleichzeitiger Beibehaltung einer gewissen Elastizitit des Gewebes.
Zu den nicht-kollagenen Proteinen gehoren hauptsidchlich Osteopontin, Osteonectin,
Osteocalcin und Bone Sialo Protein (BSP). Sie gehoren zu den Glykoproteinen und werden
wihrend des osteoblastiren Reifungsprozesses von Osteoblasten und/oder Osteozyten
gebildet und konnen teilweise auf Grund ihres spezifischen Expressionsmusters als
funktionelle Marker in der Osteogenese angesehen werden. Sie besitzen multiple
Funktionen hinsichtlich Zellproliferation, Differenzierung und Mineralisierung [4]. Einige
dieser nicht-kollagenen Proteine, u. a. BSP und Osteopontin, besitzen die RGD-Sequenz,
ein spezifisches Aminosiduremotiv aus Arginin, Glycin und Asparagin, welches sie
befdhigt an Integrinrezeptoren zu binden und somit Einfluss auf die Zelladhision in Zell-
Matrix-Interaktionen zu nehmen [5]. Osteocalcin wird ausschlieBlich von Osteoblasten
sezerniert und ein erhohter Osteocalcin-Spiegel geht beispielsweise mit einem gesteigerten
Knochenaufbau bzw. -umbau einher [4]. Osteopontin wird sowohl von Osteoblasten als
auch Osteozyten in deren frithen Differenzierungsstadien gebildet und besitzt eine
regulatorische Funktion in der Osteoklastogenese [6]. Das Bone Sialo Protein und
Osteonectin - werden ebenfalls von Osteoblasten sezerniert und fungieren als
Kristallisationskeim fiir die Anlagerung von Hydroxylapatitkristallen und somit als
Initiator fiir die Mineralisierung. Bedingt durch ihre Fihigkeit zur Bindung von
Hydroxylapatit und Kalziumionen, werden sie als typische Marker fiir den Knochenumbau

angesehen [7].
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1.2.1 Knochenzellen

Die Knochenzellen werden in drei verschiedene Zelltypen eingeteilt: Osteoblasten,
Osteoklasten und Osteozyten.

Die Osteoblasten entwickeln sich aus multipotenten, mesenchymalen Stammzellen und
sind neben der Regulation des Knochenstoffwechsels und der Osteoklastengenese, vor
allem fiir den Knochenaufbau verantwortlich. Sie synthetisieren und sezernieren
knochenspezifische Matrixproteine, wie Kollagen-I, Alkalische Phosphatase (ALP),
Osteonectin, Osteocalcin, Osteopontin und Bone Sialo Protein, welche die Grundlage der
organischen Knochenmatrix, dem Osteoid, bilden [1][8]. Durch die nachfolgende
Einlagerung von Kalziumphosphatverbindungen, v. a. Hydroxylapatit, kommt es dann zur
Mineralisierung des Osteoids. Sind Osteoblasten vollstindig in die Knochenmatrix
eingebettet und folglich im Knochen integriert, so werden sie als Osteozyten bezeichnet
Osteozyten machen den groften Anteil der Knochenzellen aus. Sie liegen in kleinen
Knochenzellhohlen (Lacunae osseae), welche von Interzellularsubstanz umgeben sind und
besitzen allseitige Fortsidtze, welche in die Knochenkanidlchen (Canaliculi ossei)
hineinragen und iiber deren Lumen mit dem Gefdsystem zum Zwecke des
Stoffaustausches in Verbindung stehen [9]. Auch untereinander stehen die einzelnen
Fortsétze iiber spezifische Zell-Zell-Kanéle (Gap Junctions) miteinander in Kontakt, was
die interzelluldre Signaliibermittlung und somit den Informationssaustausch gewihrleistet
[9]. Funktionell betrachtet haben Osteozyten jedoch die meisten ihrer urspriinglich
osteoblastdren Eigenschaften verloren. Dies wird besonders an der stark reduzierten
Syntheseleistung in Bezug auf die Matrixproteinproduktion deutlich. Fiir den Erhalt des
Knochens sind sie jedoch unabdingbar [4].

Im Gegensatz zu Osteoblasten und Osteozyten bauen Osteoklasten den Knochen ab. Sie
sind polykaryotische Zellen, welche sich aus hidmatopoetischen Stammzellen
differenzieren. Osteoklasten besitzen eine spezifische Zellform mit charakteristischen
Einfaltungen in der Zellmembran (ruffled border), mit welcher sie durch hier befindliche
Vakuolen und Lysosomen, gefiillt mit sdurehaltigen Substanzen und proteolytischen
Enzymen (Milchséure, Zitronensdure, saure Phosphatase, saure Hydroxylase), fihig sind,

mineralisierten Knochen zu resorbieren und so alte Knochensubstanz abzubauen

[11[2](10].

-10 -



Einleitung

1.2.2 Der Prozess des Knochenumbaus

Der Prozess des Knochenumbaus (Bone Remodelling) ist ein iiber die gesamte
Lebensdauer stindig stattfindender, dynamischer Vorgang. Er erméglicht die Reparatur
kleinerer Knochendefekte und gewdhrleistet somit die mechanische und strukturelle
Integritit der skelettalen Komponenten, als auch die Steuerung und Regulation der
Freisetzung von Kalzium und Phosphaten aus dem Knochengewebe [11]. Die raumlich-
zeitliche Interaktion zwischen Knochenaufbau durch Osteoblasten und Knochenabbau
durch Osteoklasten steht in einem empfindlichen physiologischen Gleichgewicht, in
welchem sich Osteoblasten und Osteoklasten gegenseitig steuern und regulieren [12].

Der Knochenumbau lduft in vier Hauptphasen in spezifischer zeitlicher Abfolge ab:
Resorption, Umwandlung, Knochenformation und Mineralisierung (siehe Abb. 1). Die
Initiation der Knochenresorption erfolgt durch Rekrutierung von Pria-Osteoklasten an der
Knochenoberflache, welche dort als aktive Osteoklasten ihre Funktion aufnehmen. Sie
adhérieren an der Oberfliche und induzieren durch Sekretion sdurehaltiger Stoffe die
Resorption des anorganischen Materials. Die organischen Matrixbestandteile werden durch
zusitzliche Abgabe proteolytischer Enzyme abgebaut. In den so entstandenen
Resorptionslakunen lagern sich anschliefend - nach erfolgter Oberflichenaufbereitung
durch mononukleare, makrophagenartige Zellen - Prd-Osteoblasten an, welche dann als
Osteoblasten mit der Synthese und Sekretion von Matrixproteinen und somit mit der
Formation neuer Knochensubstanz beginnen. Mit der abschlieBenden Einlagerung
anorganischer Komponenten und der so induzierten Mineralisierung ist die
Knochenregeneration abgeschlossen [11].

Der komplette Prozess des Knochenumbaus, beginnend mit der Aktivierung von
Osteoklasten und endend mit der osteoblastiren Knochenneubildung, erstreckt sich iiber
einen Zeitraum von insgesamt drei bis vier Monate. So werden bei einem gesunden
Menschen pro Jahr durchschnittlich 5-10 % der Knochensubstanz ersetzt.

Die Formation und Resorption von Knochen unterliegt der Regulation durch zahlreiche
autokrine und parakrine Faktoren, z.B. Parathormon oder Ostrogen. Ist die Balance
zwischen Knochenaufbau und -abbau gestort, konnen sich pathologische Veridnderungen
ausbilden. Als ein Beispiel dafiir ist die Osteoporose zu nennen, bei welcher auf Grund der
Dysbalance im Knochen-Remodelling ein beschleunigter Knochenabbau stattfindet,

welcher in einer pathologischen Mikrostruktur des Knochens mit einer verminderten

-11 -
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Knochendichte und damit einhergehender gesteigerten Frakturanfélligkeit resultiert

[2][12].

Prozess des Knochenumbaus

Pri-
Osteoklasten Aktive Pra-
Osteoklasten Mononukleiire Osteoblasten Osteoblasten
Zellen Osteozyten
» e )

i e B : - = & ¢lolgleln
Knochen- . -

oberfliche Resorption Umwandlung Knochenformation Mineralisierung

-y =

Abb. 1: Prozess des Knochenumbaus. Aktive Osteoklasten resorbieren den Knochen. Durch nachfolgende
Anlagerung von Osteoblasten wird der Knochen wieder aufgebaut und somit regeneriert.
(http://www.ns.umich.edu/Releases/2005/Feb05/img/bone.jpg)

1.3 Biomaterialien
1.3.1 Definition

Der Begriff Biomaterial wurde erstmalig im Jahre 1982 vom National Institute of Health
definiert. Demnach sind Biomaterialien jede von einem Arzneimittel zu unterscheidende
Substanz oder Kombination von Substanzen natiirlichen oder synthetischen Ursprungs, die
fiir unlimitierte Zeit als Ganzes oder als Teil des menschlichen Korpers verwendet werden
kann, um ein Gewebe, ein Organ oder eine Funktion des menschlichen Koérpers zu
behandeln, zu vermehren oder zu ersetzen [13]. In Anbetracht der =zahlreichen
Innovationen auf diesem Gebiet hinsichtlich der Neu- und Weiterentwicklungen von
medizinischen Verfahren und Technologien, z. B. Tissue Engineering, pharmakologische
Wirkstofffreisetzungssysteme (drug delivery) oder Mikrosystemtechnik (micro-electro-
mechanical systems, MEMS) sowie von biomedizinischen Werkstoffen, siehe
Biopolymere oder Nanopartikel, ist eine Anpassung bzw. Erweiterung dieser

urspriinglichen Begriffsdefinition unerldsslich geworden. Daher wird der Begriff
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Biomaterial laut D. F. Williams von 2009 [14] seither wie folgt formuliert: ,,A biomaterial
is a substance that has been engineered to take a form which, alone or as part of a
complex system, is used to direct, by control of interactions with components of living
systems, the course of any therapeutic or diagnostic procedure, in human or veterinary
medicine.”, d. h. also als ein Material bzw. eine Substanz, welche allein oder als Teil eines
komplexen Systems gezielt mit dem biologischen System hinsichtlich jeglichen
therapeutischen oder diagnostischen Zweckes interagiert. Hier wird also speziell auch der
Bereich der medizinischen Diagnostik, inklusive tempordrer Substitute oder medizinischer
Messinstrumente, involviert. Uberdies wird die Begrifflichkeit des Biomaterials neben
Anwendungen im humanmedizinischen Bereich um das Gebiet der Veterindrmedizin

erweitert.

1.3.2 Anforderungen an Biomaterialien

Biomaterialien stehen in direktem Kontakt mit dem Korper und somit in chemischer,
physikalischer und biologischer Wechselwirkung mit dem umgebenden Biosystem. Dies
stellt besondere Anforderungen an das Biomaterial und macht es erforderlich, dass
grundlegende Kriterien erfiillt sein miissen, um die Biofunktionalitit eines Biomaterials zu
gewihrleisten und iiber den gewiinschten bzw. erforderlichen Zeitraum zu erhalten. Die
Grundvoraussetzung ist dabei die Biokompatibilitdt, d. h. das Biomaterial muss vom
Korper toleriert bzw. akzeptiert werden und darf keine unerwiinschte immunologische
Antwort induzieren, welche zu einem Funktionsverlust oder gar zu einer
AbstoBungsreaktion fiihren konnte [14]. Dariiber hinaus muss ein Biomaterial bzw.
Implantat - je nach medizinischer Applikation - weiteren spezifischen Anforderungen
geniigen, um das funktionsgeschidigte Gewebe, Organ oder Korperteil bestmoglich zu
ersetzen. Dies wird als technische Funktionsfdhigkeit bezeichnet. Bei einem Einsatz im
Hartgewebebereich, wie z. B. Hiift- oder Knieprothesen, sind vor allem mechanische
Eigenschaften, wie hohe mechanische Belastbarkeit, Hirte und Beweglichkeit erforderlich,
welche die funktionale Kompatibilitit zum zu ersetzenden Gewebe/Organ gewihrleistet.
Bei Biomaterialien zum Ersatz von Weichgewebe, wie z. B. bei Gefidlien, ist wiederum
eine gewisse Durchlédssigkeit von essentieller Bedeutung um den Stoffaustausch zwischen

dem artifiziellen Gefdll mit dem umgebenden Gewebe weiterhin garantiert.
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Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die Verweildauer von Implantaten im Korper.
Permanente Implantate, welche dem Langzeitersatz dienen, sollen eine Langlebigkeit
besitzen, so dass sie fiir mehrere Jahre - optimal fiir die Restlebensdauer - im Patienten
verbleiben konnen und ihre Funktion gleichbleibend aufrechterhalten wird (Biostabilitit).
So konnen unndtige Folgeoperationen und Revisionen, welche zu neuen Defekten fithren
und daher oftmals mit Problemen behaftet sind, vermieden werden. Implantate, welche
lediglich dem tempordren Ersatz dienen und zur Heilung kleinerer Knochendefekte
eingesetzt werden, wie beispielsweise Schrauben, Nigel oder Pins, sollten wiederum
resorbierbar sein, d. h. nach erfolgter Knochneubildung vollstindig vom Korper degradiert
werden. Dies bedeutet einen entsprechenden Entwicklungsbedarf von bioaktiven
Implantaten, welche gezielt mit der biologischen Umgebung interagieren und so
spezifische zellbiologische Reaktionen, wie z. B. eine Stimulation der Zellproliferation zur
Optimierung der Osteogenese, induzieren sollen, um die Regeneration des Gewebes aktiv
zu fordern. Somit wird neben der bloBen Ersatzfunktion (bioinerte Implantate) zusitzlich

eine Biofunktionalisierung von Implantaten (bioaktive Implantate) angestrebt.

1.3.3 Klassifizierung

Durch den stetig wachsenden Bedarf an Implantaten fiir unterschiedlichste medizinische
Applikationen sowie die zahlreichen Innovationen auf dem Gebiet der
Implantatentwicklung, ist ein breites Spektrum verschiedenster Biomaterialien vorhanden.
Dabei sind die entsprechenden technischen Anforderungen je nach Funktion und Einsatzort
sehr verschieden, weshalb Materialien aus verschiedenen Stoffklassen verwendet werden.
Biomaterialien konnen entweder synthetischen oder natiirlichen Ursprungs sein und in eine

der folgenden Klassen eingeteilt werden [14][15][16]:

- Metalle, Metalllegierungen (z. B. Titan, Nickel)

- Keramiken (z. B. Kalziumphosphat- und Oxidkeramiken)
- Polymere (z. B. Polyethylen (PE), Silikon)

- Komposite (z. B. Hydroxylapatit-Titan)

- Biologische Materialien (z. B. dezellularisierte Matrix)
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In der Gruppe der Metalle und Metalllegierungen, welche zu den am héufigsten
verwendeten Biomaterialien im klinischen Bereich zédhlen, gehort Titan zu den priferiert
eingesetzten Werkstoffen. Durch seine Biokompatibilitit und weitere positive
physikalische  Eigenschaften, = wie  mechanische  Stabilitit, Elastizitdit und
Korrosionsresistenz, ist Titan ein bereits langjdhrig etabliertes Biomaterial, welches in
einem breiten klinischen Anwendungsspektrum im Bereich des Hartgewebeersatzes zum
Einsatz kommt [17]. Hier werden Titan und Titanlegierungen vor allem fiir die Herstellung
von Knochersatzmaterialien im orthopddischen Bereich (Hiift-, Knie- oder
Gelenkprothesen) oder der Zahnchirurgie verwendet (siehe Abb. 2). Uberdies dienen sie in
Form von Schrauben, Drihten oder Marknédgeln als Hilfsmittel zur Fixation von

Strukturen.

=

W

Abb. 2: Endoprothetische Implantate. (A) Kniegelenkprothese (© DePuy Orthopidie GmbH), (B)
Hiiftschaftprothese (© Smith & Nephew), (C) Schraubenimplantate aus Titan (© 2007-2011 Dr. Markus
Schulte)

1.3.4 Funktionalisierung von Biomaterialoberflichen

Galt es vor einigen Jahrzehnten noch primédr das geschiadigte Gewebe, Organ oder
Korperteil durch ein Implantat rein mechanisch (bioinert) zu ersetzen, so sind in der
heutigen Zeit wachsender Innovationen und zunehmender Applikationen in der

Implantattechnologie die qualitativen und funktionellen Anforderungen an ein Implantat
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stetig steigend. Die derzeit in der klinischen Praxis eingesetzten Biomaterialien weisen im
Allgemeinen eine gute Biokompatibilitidt auf und erfiillen die gewiinschten mechanischen
Anforderungen hinsichtlich der entsprechenden medizinischen Applikation. Neben der
Verwendung von rein passiven bzw. bioinerten Biomaterialien liegt der Fokus jedoch
zunehmend in der Entwicklung und Herstellung von funktionalisierten Biomaterialien,
welche das angrenzende Biosystem aktiv beeinflussen sollen, um die Regeneration des
Gewebes zu fordern und eine bessere Gewebekonduktivitit und -induktivitit zu erzielen.

Eine Vielzahl wissenschaftlicher Studien zeigen, dass die Zellphysiologie sowohl durch
chemische als auch topographische Eigenschaften eines Biomaterials beeinflusst wird und
es in Abhingigkeit dessen sowohl zu phénotypischen als auch funktionellen
Verinderungen der Zellphysiologie kommt [7][18][19]. Folglich kann die
Biofunktionalisierung von Oberflichen entweder durch chemische oder topographische

Oberflachenmodifikationen erreicht werden.

1.3.4.1 Chemische Oberflichenfunktionalisierung

Chemische Oberflichenfunktionalisierungen von Implantaten konnen entweder von
biologischer oder nicht-biologischer Art sein. Untersuchungen zu chemischen
Funktionalisierungen biologischer Art beschiftigen sich hauptsidchlich mit Applikationen
im Bereich der Proteinadsorption. Dazu zdhlen z.B. Beschichtungen mit
Wachstumsfaktoren oder Adhésionsproteinen. Unter den Wachstumsfaktoren werden v. a.
Mitglieder aus der Transforming Growth Factor-B-Familie, wie TGF-f1 oder Bone
Morphogenetic  Protein (BMP) verwendet, welche in ihrer Funktion als
wachstumsstimulierende ~ Substanzen, die  Knochenregeneration foérdern  sollen
[20](21][22][23]. Hinsichtlich der Oberflichenmodifikation mit Adhisionsproteinen
kommen RGD-Peptide oder extrazelluldre Matrixproteine, wie Kollagen oder Fibronektin,
zum Einsatz [24][25][26]. Die vorhandene RGD-Sequenz vermittelt die Bindung an
Membranproteine, speziell an die Integrine, und soll so die rezeptorvermittelte
Zelladhdsion fordern und dadurch die mechanische Integration des Biomaterials
verbessern. Zu den chemischen Oberflichenmodifikationen nicht-biologischer Art zdhlen
z. B. Oberfldachenbeschichtungen mit Hydroxylapatit, welches als natiirlich in der
Knochenmatrix vorkommendes Kalziumphosphat die Knochenregeneration nach erfolgter

Implantation erleichtern soll [27][28]. Weiterhin kénnen auch verschiedene physikalische
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Plasmen fiir die Oberflichenfunktionalisierung von Implantaten verwendet werden. Hier
zeigten Untersuchungen beispielsweise eine verstirkte Adhdsion von MG-63 Osteoblasten
auf plasma-polymerisiertem Allylamin (PPAAm)-beschichteten Titanoberflichen [29]
bzw. ein erhohtes Spreading von MG-63 Zellen auf entsprechend mit Argon-Sauerstoff-
Plasma-behandelten Oberflichen [30]. Auch die Beschichtung mit antimikrobiellen
Substanzen, wie Antibiotika oder Kupfer, welche eine Besiedlung mit Bakterien und eine
postoperative Inflammation reduzieren bzw. vermeiden soll, stellt eine vielversprechende

Methode zur Funktionalisierung von Biomaterialien dar [31].

1.3.4.2 Topographische Oberflachenfunktionalisierung

Zellen sind dazu fihig, Strukturen im Mikrometer- bis hin zum Nanometerbereich zu
erkennen und entsprechend darauf mit einer Anpassung ihrer Zellphysiologie zu reagieren
[32][33][34]. Zahlreiche Studien belegen, dass die Topographie von Oberflichen diverse
zelluldre Prozesse, wie z. B. die Zellanhaftung und -adhésion sowie die sich anschlie3ende
Zellausbreitung (Spreading) und Migration beeinflusst [35][36][37][38]. Die Qualitit
dieser initialen Phase der Zell-Material-Interaktion bestimmt nachfolgende zellbiologische
Vorginge, wie die Regulation von Proliferation und Zelldifferenzierung und ist somit
fundamental fiir das Wachstum und das Uberleben der Zellen [7][39]. Die dabei zugrunde
liegenden zelluldren Prozesse sind wiederum von der Organisation intrazelluldrer
Strukturen, wie dem Aktinzytoskelett, der Expression von Adhésionsrezeptoren, den
Integrinen, intrazelluldr assoziierten Adapterproteinen, wie z. B. Vinkulin sowie von der
Sekretion und Komposition von Proteinen der extrazelluldren Matrix abhédngig, deren
Expression in Antwort auf die externen biophysikalischen Stimuli modifiziert ist
[39][40][41][42]. Die topographische Modifikation von Biomaterialoberfldchen stellt eine
etablierte Methode zur Optimierung von Implantatdesigns dar und bietet groes Potential
fiir zukiinftige Implantatentwicklungen. Folglich ist die Analyse topographisch-induzierter
Effekte auf die Zellphysiologie Gegenstand einer Vielzahl von biologischen und klinischen
Untersuchungen [43][44][45].

Die topographische Modifikation von Titanoberflaichen wirkt forderlich auf die
Osseointegration von Implantaten und folgende Regenerationsprozesse des

Knochengewebes [46][47]. Bedingt durch die Art des technischen Herstellungsprozesses
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(Lithographie, Atzprozesse, etc.) konnen verschiedene Oberflichenstrukturierungen
fabriziert werden. Stochastische Oberflichenprofile, d.h. mit zuféllig angeordneter
Strukturierung, beinhalten meist Oberflichen mit unterschiedlichen Rauigkeitsprofilen,
wie beispielsweise polierte, sandgestrahlte oder korundgestrahlte Oberflichen. Mit
zunehmenden technischen Innovationen, konnen iiberdies auch Oberflichen hergestellt
werden, welche regelmiBig geordnete Topographien im Mikro- bis hin zum
Nanometerbereich aufweisen.

Der Grof3teil der wissenschaftlichen Studien, welche sich mit der Analyse des Einflusses
der Oberfldchentopographie von Biomaterialien auf die Zellfunktion beschiftigen, wurde
auf stochastisch strukturierten Oberflichen durchgefiihrt. Dies basiert auf der Tatsache,
dass im Vergleich zu glatten Oberflachen auf rauen Oberflichen eine bessere Knochen-
Implantat-Interaktion sowie eine erhohte Osseointegration sattfinden [17][46]. Dies ldsst
sich dadurch erkldren, dass raue Oberfldchen bereits rein mechanisch betrachtet zu einer
besseren Verankerung des Implantats im Knochenbereich fiihren. Des Weiteren wird
davon ausgegangen, dass raue Oberflichen auf Grund struktureller Ahnlichkeiten zur
natiirlichen Knochenstruktur (mit einer anorganischen Korngrofle von 10-50 nm) eine
Osseointegration begiinstigen.

In-vitro Studien haben gezeigt, dass das Zellverhalten von Osteoblasten auf
Titanoberflachen mit unterschiedlichen Rauigkeitsprofilen, d. h. poliert, korundgestrahlt
oder sandgestrahlt, hinsichtlich verschiedener zellbiologischer Funktionen, wie
Zellanhaftung, Zelladhision, Zellproliferation oder auch die Differenzierung der Zellen,
rauigkeitsabhingig beeinflusst ist [48][49][S0][51][52].

Dabei konnten bereits einzelne Korrelationen zwischen der Rauigkeit stochastisch
strukturierter Titanoberflichen und spezifischen Zellfunktionen von MG-63 Osteoblasten,
wie Zellwachstum und Expression spezifischer Rezeptoren (Integrine) nachgewiesen
werden [48]. Uberdies belegen numerische Kalkulationen eine bevorzugte
Proteinadsorption an Strukturkanten und -spitzen, hervorgerufen durch das dortige lokale
elektrische Feld [53], welches wiederum nachfolgende zellulire Prozesse, wie die
Zelladhision, beeinflussen kann.

Neben der Verwendung von Oberfldchen mit stochastischen Rauigkeitsprofilen konnen
definierte Oberflichengeometrien zu einer gerichteten Zellausbreitung und -migration
fiihren [54][55]. Untersuchungen auf definiert mikrostrukturierten dentalen Implantaten
haben gezeigt, dass die definierte Mikrogeometrie zu einem verminderten Uberwachsen

mit Ephitelzellen und zu einer erhdhten AusreiB3kraft (pull-out strength) des Implantats
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fiihren [45]. Dies verdeutlicht das Potential von geometrisch definiert mikrostrukturierten
Biomaterialien fiir klinische Applikationen. Zudem kann der Einsatz definierter
Oberflachenstrukturen dazu  beitragen  Kausalititen zwischen topographischen
Eigenschaften auf individuelle zellulire Funktionsparameter herzustellen und somit zu
einer Vereinfachung entsprechender Korrelationen im Zell-Material-Dialog fiihren. Dies
basiert auf der Tatsache, dass im Gegensatz zu stochastischer Strukturierung, Strukturen
mit reguldren Oberflichengeometrien sehr gut durch ein limitiertes Set an
charakteristischen Parametern (z. B. Lange, Breite, Hohe) beschrieben werden konnen.

Zusitzlich ist es dabei moglich, eine systematische und schrittweise Anderung der
strukturellen Parameter vorzunehmen und so entsprechende Korrelationen zwischen
einzelnen physiko-chemischen Eigenschaften und ausgewdihlten zellbiologischen Aspekten
durchzufiihren, wie es bereits durch aktuelle Studien belegt wird, in welchen
beispielsweise nanostrukturierte Grabenstrukturen fiir entsprechende Korrelationen
verwendet werden [56]. Somit stellt die definierte Strukturierung von Biomaterialien eine
potentielle Methode zur Oberflichenfunktionalisierung dar, welche nicht nur die Studie
und das Verstehen von Zell-Material-Interaktionen vereinfachen kann sondern auch

applikabel fiir den klinischem Bereich ist.

1.4 Zellulare Mechanismen in der Zell-Biomaterial-Interaktion

Im biologischen System sind Zellen Bestandteil eines Verbandes und stehen in einer
spezifischen Mikroumgebung untereinander und mit Komponenten der sie umgebenden
extrazelluldren Matrix in struktureller und funktioneller Verbindung.

Beim Kontakt des Biosystems mit einem Implantat ist die Qualitdt der Interaktion fiir
dessen Akzeptanz, Integration und Langzeitstabilitit von entscheidender Bedeutung.

Die Zellanhaftung bzw. Zelladhision stellt dabei das initiale Ereignis dar und ist elementar
fir das Uberleben der Zellen und somit Grundlage fiir den Ablauf aller nachfolgenden
Prozesse, wie Spreading, Proliferation oder Differenzierung [57][58]. Der
Adhésionsprozess von Zellen ist ein komplexer Vorgang, welcher eine Vielzahl
biologischer Komponenten involviert. Dazu gehdren extrazelluldre Matrixproteine,
Zellmembranproteine sowie zytoskelettale Proteine, welche in einer funktionellen Einheit
miteinander verbunden sind und zusammen interagieren [39] (siehe folgende Abschnitte

1.4.1-1.4.3).

-19-



Einleitung

So wird die Zelle befihigt, externe Signale aufzunehmen, diese in das Zellinnere bis hin
zum Zellkern zu transduzieren und so durch Anderungen in der Genexpression ihre

Physiologie in Antwort auf die duBleren Einflussfaktoren anzupassen.

1.4.1 Extrazellulire Matrixproteine

Die extrazellulare Matrix (EZM) ist ein dynamisches Netzwerk aus Polysacchariden sowie
fibrosen und adhidsiven Proteinen, welche von eukaryotischen Zellen synthetisiert und
sezerniert wird. Sie weist, je nach Gewebetyp, eine charakteristische Zusammensetzung
auf und besitzt eine Vielzahl von Funktionen, wie beispielsweise Formgebung von Gewebe
und Organen, Gewdhrleistung von Gewebeelastizitiat oder -zugfestigkeit, Reservoir fiir
Signalstoffe, wie z. B. Zytokine sowie - basierend auf der bilateralen Interaktion mit
Zellen - in der Signaltransduktion und beeinflusst so diverse zellphysiologische Prozesse,
wie z.B. Adhidsion, Migration oder Proliferation und die Expression einzelner Gene
[59][60].

Der organische Teil der extrazelluliren Knochenmatrix besteht hauptséchlich aus Kollagen
und nicht-kollagenen Proteinen (z. B. Fibronektin, Osteonectin, Osteopontin, Bone Sialo
Protein, Proteoglykane) (siehe Abschnitt 1.2). All diese Matrixproteine werden von
Osteoblasten synthetisiert und sind an der Vermittlung des Adhésionsprozesses zwischen
Zelle und Implantat beiteiligt. Die Adhédsion der Osteoblasten erfolgt dabei vorrangig an
Fibronektin und Kollagen, auch an Vitronektin, jedoch weniger an Laminin [61]. Die
adhisive Wirkung der Matrixproteine basiert dabei auf dem Vorhandensein der RGD-
Sequenz bei einigen dieser Proteine (u. a. bei Fibronektin, Kollagen, Bone Sialo Protein,
Ostopontin), welche diese zur Bindung an die spezifischen Adhésionsrezeptoren der
Zellmembran - den Integrinen - befdhigt und durch diese rezeptorvermittelte Zelladhédsion
die Fixation der Zellen am Biomaterial bewirkt [62][63]. Auch das lineare, negativ
geladene Proteoglykan Hyaluronsédure, welches nachweislich von Osteoblasten exprimiert
wird, vermittelt v. a. in der initialen Phase des Zell-Biomaterial Kontaktes die Anlagerung
und Adhésion der Zellen an der Materialoberfliche [64]. Glykosaminoglykane konnen
tiberdies auch chemotaktische Wirkung besitzen, indem sie Wachstumsfaktoren oder
Zytokine binden konnen und dadurch nachfolgende Prozesse, wie Proliferation und

Differenzierung der Zellen, beeinflussen [63].
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1.4.2 Adhisionsrezeptoren und Fokaler Adhédsionskomplex

Adhisionsrezeptoren sind membrangebundene Rezeptoren, welche mit spezifischen
Liganden der extrazelluliren Matrix oder membranstidndigen Molekiilen von benachbarten
Zellen interagieren konnen. Die Einteilung der Adhédsionsrezeptoren erfolgt in vier
Hauptklassen: Selektine, Immunglobuline, Cadherine und Integrine. Diese kommen je
nach Zelltyp in unterschiedlicher Zusammensetzung vor. In Osteoblasten konnte bisher
lediglich die Expression von Cadherinen und Integrinen nachgewiesen werden [39].

Die Integrine gehoren zu den wichtigsten Adhédsionsmolekiilen in Osteoblasten. Integrine
sind heterodimere, transmembrane Rezeptoren, welche aus einer o- und einer [-
Untereinheit zusammengesetzt sind. Derzeit sind 18 unterschiedliche o- und 8
unterschiedliche B-Untereinheiten bekannt, welche mindestens 24 Heterodimere bilden
konnen [65]. Beide Untereinheiten bestehen aus einer langen extrazelluldren, einer
membranstindigen sowie einer kurzen zytoplasmatischen Doméne. Mit ihrer
extrazelluliren Domine konnen sie verschiedene Matrixproteine, wie Kollagen-I v. a.
durch alf1- oder a2B1- Heterodimer oder Bone Sialo Protein durch aVp3-Heterodimer,
binden [65].

Durch die strukturelle und funktionelle Verbindung zwischen der extrazelluldren Matrix
und zytoskelettalen Adapterproteinen, welche sich innerhalb der Zelle befinden, besitzen
die Integrine eine elementare Bedeutung in der bilateralen ,,outside-in* Signaliibertragung
der Zellen [66][67]. Integrine fungieren so als Mechanotransduktoren von extrazelluldren
Signalen, welche nachfolgende Prozesse, wie Adhision, Zellausbreitung oder Migration
dynamisch regulieren und in Folge dessen Zellwachstum und Differenzierung dynamisch
beeinflussen konnen [60][68][69].

Bei der Integrin-vermittelten Adhision in Osteoblasten sind die Integrine, zusammen mit
weiteren Proteinen, in einem funktionellen Komplex, dem fokalen Adhdsionskomplex
(Fokalkontakt), organisiert (siehe Abb. 3). Die Fokalkontakte sind die Adhédsionspunkte
zwischen Zelle und Substrat und bestehen aus einer Vielzahl von Proteinen. Die
zytosolische Seite der Fokalkontakte wird durch die Integrinrezeptoren reprisentiert, die
zytoplasmatische Seite durch diverse assoziierte Adapterproteine, wie u.a. die
Strukturproteine Talin, Paxillin oder Vinkulin [70][71]. Daneben sind die Adapterproteine
mit weiteren Signalmolekiilen, wie Proteinkinasen - z. B. der fokalen Adhéasionskinase
(FAK) - und Phosphatasen ko-lokalisiert und vermitteln die Signaltransduktion bis hin zum

Zellkern und induzieren so nachfolgend die Regulation der Genexpression [71][72].
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Abb. 3: Fokaler Adhisionskomplex. Uber Fokaladhisionen ist die Zelle mit ihrer Umgebung verbunden.
Dabei vermitteln Integrinrezeptoren iiber assoziierte Adapterproteine, wie z.B. Vinkulin oder fokale
Adhisionskinase (FAK), welche wiederum mit intrazelluldren Strukturen - wie dem Aktinzytoskelett - in
Verbindung stehen, die Transduktion extrazelluldrer Signale ins Zellinnere (Abbildung aus Mitra et al. [73]).

Vinkulin ist eines der Hauptstrukturproteine in Fokaladhédsionen. Es ist ein
membranstindiges zytoskelettales Protein, welches die Verbindung integraler Proteine der
Zellmembran, wie z.B. den Integrinen, mit den intrazelluldren Aktinfilamenten des
Zytoskeletts vermittelt [70][74]. Auf Grund dieser Funktion und des prominenten
Vorkommens in fokalen Adhédsionskomplexen, kann es als repridsentatives Protein fiir die
qualitative und quantitative Beurteilung der Ausbildung von Fokalkontakten dienen.
Zusammen mit Talin und a-Aktinin verbindet es das F-Aktin mit der Plasmamembran der
Zelle und beeinflusst so die Organisation von Aktinfilamenten, welches nachfolgend

funktionelle Auswirkungen auf die Zellphysiologie hat [71][72][42].

1.4.3 Intrazelluldre Strukturen - Aktinzytoskelett

Das Aktinzytoskelett ist Bestandteil aller eukaryotischen Zellen und das Aktin zudem das
dort am héufigsten vorkommende Strukturprotein. Aktinfilamente (filamentoses Aktin, F-
Aktin) entstehen durch die Polymerisation einzelner, jeweils 43 KDa groBer, globuldrer
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Monomere (G-Aktin) zu einer verdrillten Helix [75]. Die so entstandenen Aktinfilamente
bilden als Mikrofilamente den Hauptbestandteil des intrazelluldren Zytoskeletts. Die
Regulation der Kinetik der F-Aktin Formation sowie der rdumlichen Organisation der
Aktinfilamente unterliegt einer strikten intrazelluliren Kontrolle, wobei bei diesem
dynamischen Prozess mehr als hundert aktinbindende Proteine (ABP) beteiligt sind
[76][77].

Das Aktinzytoskelett iibernimmt in der Zelle zahlreiche wichtige Funktionen: es ist
bestimmend fiir den GroBteil der mechanischen Eigenschaften der Zellen und dient der
Aufrechterhaltung und Stabilisierung der Zellform [77]. Die dynamische Regulation des
Aktinzytoskeletts ist essentiell fiir die Adhision von Zellen untereinander als auch zum
extrazelluliren Substrat sowie von zentraler Bedeutung fiir Zellausbreitungs- und
Migrationsprozesse,  Zellteilung,  endozytotische = Vorgidnge sowie  Apoptose
[78]1[79][80][81][82]. Die Aktinfilamente in der Zelle sind Orte des intrazelluldren Stoff-
und Organellentransportes und stehen iiber die Kernmembranen in Verbindung zum
Zellkern und konnen so iiber dynamische Verdnderungen deren Organisation zu
Anderungen in der Genexpression und somit zu einer modifizierten Zellphysiologie
beitragen. Durch die Verbindung mit den fokalen Adhésionskomplexen der Zelle wird iiber
das Aktinzytoskelett die Transduktion extrazelluldrer Signale und mechanischer Krifte ins
Zellinnere vermittelt [83]. Diese Vielzahl an elementaren Funktionen macht das Aktin
bzw. die Aktinfilamentnetzwerk zu einer funktionell hoch bedeutsamen und zentralen
Schliisselkomponente in zellphysiologischen Prozessen. Beziiglich des Einflusses
extrazelluldrer Stimuli auf die dynamische Regulation des Aktinzytoskeletts zeigen
Studien, dass eine mechanische Stimulation, beispielsweise verursacht durch
hydrostatische Kompression, sowohl zu einer erhohten Aktinexpression als auch zur einer
vermehrten Ausbildung von Aktinfilamenten hinsichtlich Anzahl und Durchmesser fiihrt
[84]. Eine andere Studie zeigt, dass die Ausiibung eines hohen mechanischen Druckes in
einer Distorsion bzw. zu einem Abbau kortikaler Aktinfilamente fiihrt, was jedoch nach
Verminderung des Druckes wieder reversibel ist [85]. Auch hinsichtlich der
Oberfldchentopographie von Biomaterialien als externer Stimulus konnte gezeigt werden,
dass es zu phinotypischen Veridnderungen des Aktinzytoskeletts kommt, welche wiederum
funktionelle Veridnderungen in der Zelle nach sich ziehen [86][87]. Somit kommt dem
Aktinzytoskelett und insbesondere dessen struktureller Organisation eine wesentliche Rolle
in der Vermittlung externer Signale, wie beispielsweise induziert durch die Interaktion

zwischen Zelle und Biomaterial, zu.
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1.5 Ziel der experimentellen Arbeit

Die Qualitét der Interaktion zwischen Zellen und einem Implantat ist fiir dessen Integration
in den Korper von entscheidender Bedeutung. Diese Wechselwirkungen werden dabei
mafgeblich durch die spezifischen physiko-chemischen Eigenschaften des Biomaterials
bestimmt. Obwohl diverse Studien zeigen, dass die Mikro- und Nanotopographie von
Implantatoberflichen einen wesentlichen Einfluss auf die Zellphysiologie des
angrenzenden Biosystems besitzt, sind die genauen molekularen Mechanismen die dieser
Interaktion zugrunde liegen, noch weitgehend unklar und quantitative Korrelationen
individueller Zellfunktion mit ausgewéhlten Materialcharakteristika bis heute ungeniigend.
Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es daher, die komplexen Zellfunktionen von
humanen MG-63 Osteoblasten in Abhingigkeit physikalischer, chemischer und
elektrischer  Eigenschaften  definiert — mikrostrukturierter — Titanoberflichen, als
exemplarische Modelloberflichen, zu untersuchen. Der Einsatz von Oberflichen mit
reguldren Oberflichengeometrien soll dabei der Vereinfachung des Auffindens von
Zusammenhiéngen in der Zell-Material-Interaktion dienen und ist somit als fortschrittlicher
Ansatz zu bestehenden Studien mit stochastisch strukturierten Oberfldachen anzusehen.
Dabei soll ein umfassendes Spektrum zelluldrer Aspekte in Abhingigkeit definiert
mikrostrukturierter Titanoberflichen analysiert werden, wobei sowohl phénotypische als
auch funktionelle Aspekte untersucht werden sollen.

Diese zellbiologischen Untersuchungen beinhalten die Betrachtung initialer
Zellfunktionen, wie Zelladhdsion und Zellausbreitung (Spreading), gefolgt von der
Auswertung weiterer morphometrischer Parameter, speziell des zelluliren Phénotyps und
der Ausrichtung der Zellen. Ein wesentliches Kriterium zur Beurteilung der
Wechselwirkungen zwischen Zellen und Biomaterial ist die Ausbildung von
Fokalkontakten, welche nicht nur als Verankerungspunkte der Zellen mit der
Extrazelluldren Matrix dienen sondern auch die Transduktion mechanischer Signale
vermitteln. Um die Auspriagung von Fokaladhidsionen zu untersuchen, wird sowohl das
Adapterprotein Vinkulin als auch die Expression von Integrinen, als wichtige Rezeptoren
in der Zell-Material-vermittelten Signaltransduktion, analysiert. Die Organisation
intrazelluldarer Strukturen, speziell des Aktinzytoskeletts, ist essentiell fiir viele
zellphysiologische Funktionen, wie Zellmigration, Zellteilung oder endozytotische
Vorginge. Auf Grund dieser zentralen Funktion des Aktinzytoskeletts wird eine

eingehende qualitative als auch quantitative Bestimmung der Ausbildung des
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Aktinfilamente in  Abhéngigkeit der Mikrotopographie der Titanoberfldchen
vorgenommen. Die quantitative Betrachtung erfolgt mit Hilfe einer eigens dafiir erstellten
Software, welche wihrend der Arbeit innerhalb des Graduiertenkollegs durch Dr. rer. nat.
H. Birkholz entwickelt wurde und so umfassende Daten zur Bewertung der
Aktinfilamentformation liefert. Die Fidhigkeit von Zellen sich zu vermehren und
zellspezifische Proteine zu exprimieren und sekretieren stellt die Grundvoraussetzung fiir
eine erfolgreiches Zusammenspiel zwischen Biomaterial und Biosystem dar. Daher sollen
funktionelle Parameter, speziell die Proliferationsaktivitit und die Expression der
knochenspezifischen Matrixproteine Kollagen und Bone Sialo Protein (BSP) in
Abhingigkeit der Oberfldchentopographie quantitativ bestimmt werden.

Die zusitzliche Durchfiihrung einer elektrochemischen Oberflichencharakterisierung der
Titanoberflachen zur Gewinnung spezifischer physiko-chemischer Materialparameter, wie
Benetzbarkeit und Oberflichenenergie, ermdglicht zusammen mit den ermittelten
zellbiologischen Daten die iibergreifende Betrachtung und nachfolgende Bewertung
einzelner Aspekte der Zell-Material-Interaktion.  Dadurch  sollen = mogliche
Zusammenhinge zwischen der Zellfunktion von MG-63 Osteoblasten auf definiert
mikrostrukturierten Titanoberflichen mit spezifischen Materialparametern aufgedeckt
werden. Das Auffinden etwaiger Korrelationen leistet einen wichtigen Beitrag um
Vorginge an der Grenzfliche zwischen Biomaterial und Zellen aufzukliren und kann
somit zu zukiinftigen Optimierungen von Implantatoberfldchen fiir eine bessere Integration

im Korper beitragen.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien / Reagenzien

Tab. 1: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien / Reagenzien Hersteller

Accutase PAA Laboratories GmbH

Aqua dest. Baxter S.A.

Azeton J.T. Baker

B-Mercaptoethanol Merck KGaA

Bovines Serum Albumin (BSA) Serva

Calciumchlorid-Dihydrat Merck KGaA

CDP-Star Detektionslosung Roche Deutschland Holding GmbH
Cellfix™ Becton Dickinson

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck KGaA

DMEM Life Technologies GmbH
DMSO Merck

Ethanol 70 % Universitdatsmedizin Rostock, Zentralapotheke
FACS Flow Becton Dickinson

Fotales Kilberserum (FKS) PAA Laboratories GmbH
Gentamicin Ratiopharm

Glutaraldehyd Merck KGaA

Glyzerol Merck KGaA

Glyzin Carl Roth GmbH & Co. KG
Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA
Kaliumhydrogenphosphat Merck KGaA
Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG
Magnesiumchlorid-Hexahydrat AppliChem GmbH
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Tab. 1: Chemikalien und Reagenzien (Fortsetzung)

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Phosphat
Paraformaldehyd (PFA) (95%)
Phenol

PBS

PBS (inkl. Ca** und Mg*")
Polyvinylalkohol
Propidiumjodid

RNase

SDS

Tris

Triton® X-100

Trypsin / EDTA (0,05 % / 0,02 %)

Tween-20

Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

PAA Laboratories GmbH
Universitidtsmedizin Rostock, Zentralapotheke
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Life Technologies GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
PAA Laboratories GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

2.2 Kits und Assays

Tab. 2: Kits und Assays

Kit / Assay

Hersteller

Cell Titer 96 Aqueous Non-radioactive

Cell Proliferation Assay

Cell Lysis Kit

PKH-26 Red Fluorescent General Cell

Linker Kit

Promega Corporation

Bio-Rad Laboratories GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
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2.3 Antikorper

Tab. 3: Primére Antikorper

Antikorper Hersteller Methode' Verdiinnung Spezies2
Phalloidin-TRITC  Sigma Aldrich-Chemie IFM 1:10

GmbH
3-Aktin Santa Cruz

Biotechnology Inc. WEB 1:1000 M
BSP-2 Acris Antibodies GmbH ~ WB 1:1000 K
IgG1 BD Biosciences FACS 1:6 M
CD49b Immunotech FACS 1:6 M
CD49c Immunotech FACS 1:6 M
CD29 Immunotech FACS 1:6 M
CD29 Beckman Coulter GmbH IFM 1:20 M
CDo6l1 Immunotech FACS 1:6 M
Kollagen-I Rockland WB 1:3000 K
Vinkulin Sigma Aldrich-Chemie WB 1:1000 M

GmbH
Vinkulin Sigma Aldrich-Chemie IFM 1:100 M

GmbH

'IFM. = Immunfluoreszenzmikroskopie, FACS = Durchflusszytometrie, WB = Western Blot

X = Kaninchen, M = Maus
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Tab. 4: Sekunddre Antikorper

Antikorper Hersteller Methode® Verdiinnung Spezies4

Maus-IgG1 (Fab2)  Sigma Aldrich-Chemie FACS 1:16 S
GmbH

Maus-IgG-Alexa Molecular Probes IFM 1:300 Z

Fluor 488

Maus-IgG-AP- DAKO WB 1:10000 Z

konjugiert

Kaninchen-IgG- DAKO WB 1:10000 Sw

AP-konjugiert

Maus-IgG-Cy3 Jackson Immuno IFM 1:300 K
Research

IFM. = Immunfluoreszenzmikroskopie, FACS = Durchflusszytometrie, WB = Western Blot
K = Kaninchen, S = Schaf, Sw = Schwein, Z = Ziege

2.4 Medien, Losungen, Puffer

Trypsin-EDTA: 0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA (w/v) in PBS (PAA Laboratories GmbH

PBS mit Ca®* und Mg** (Universitit Rostock, Klinikum-Zentralapotheke):
4,335 g NaCl
0,1 g KCI
0,575 g Na,HPO4 x 2 H,O
0,1 ¢ KH,PO,
0,05 g CaCl, x 2 H,O
Aqua dest. ad 0,5 1

Einbettmedium: 30 g Glyzerin
12 g Polyvinylalkohol
30 ml Aqua dest.
0,5 g Phenol
Substanzen mischen und 12 h bei 40-45 °C inkubieren
60 ml Tris 0,1 M pH 8,5
Lagerung bei 4 °C

-29



Materialien

Limmlipuffer:

Puffer fiir Western Blot

Waschpuffer pH 7,4 (TBS):

Blockpuffer:

Laufpuffer pH 8,3:

Assaypuffer:

Transferpuffer:

62,5 g Tris-HCI (pH 6,8)
5 mm EDTA

10 % Glyzerol

2 % SDS

2 % B-Mercaptoethanol

4,84 g Tris (10 mM)
2,32 g NaCl (10 mM)
4 ml Tween 20 (0,1 %)
Aqua dest. ad 4 1

285 ml Waschpuffer (TBS)
15 g Magermilchpulver

27,27 g Tris (75 mM)
126,9 g Glyzin

9 ¢ SDS (10 mM)
Aquadest. ad 31

1,21 g Tris (10 mM)

0,584 g NaCl (10 mM)

2,03 g MgCl, x 6 H,O (20 mM)
Aquadest. ad 11

9 g Tris
43,5 g Glyzin
Aqua dest. ad 3 1
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2.5 Verbrauchsmaterialien

Tab. 5: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

0,5 ml Reaktionsgefifle Eppendorf AG
1,5 ml Reaktionsgefille Eppendorf AG
2,0 ml Reaktionsgefille Eppendorf AG

2 ml Pipetten (serologisch)

5 ml Pipetten (serologisch)

10 ml Pipetten (serologisch)

15 ml Reaktionsgefil3e

25 ml Pipetten (serologisch)

50 ml Reaktionsgefilie

BD Falcon 5 ml Polystyrene Tubes
Cellstar 24-Wellplatte

Deckgladser (20 x 20 mm)
flexiPERM Zellkultureinsatz (¢ 12 mm)
Fotofilm

Nunc 4-Wellplatte

Objekttrager (76 x 26 mm)
Pasteurpipetten

PVDF.Membran

T 25-Zellkulturflaschen

T 75-Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
Eppendorf AG

Greiner Bio-One GmbH
Eppendorf AG

BD Biosciences

Greiner Bio-One GmbH
Gerhard Menzel GmbH
Sarstedt AG & Co.
Agfa Gaevert

Nunc GmbH & Co. KG
Gerhard Menzel GmbH
Thermo Fisher Scientific, Inc.
Roche

Greiner Bio-One GmbH

Greiner Bio-One GmbH
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2.6 Geriite
Tab. 6: Gerite
Geriit Hersteller
Axiovert-Mikroskop 40C Carl Zeiss AG
BD FACSCalibur Flow Cytometer BD Biosciences
CASY Cell Counter Roche Deutschland Holding GmbH
CO,-Begasungsbrutschrank CB 150 Binder GmbH
DIGIDROP Goniometer GBX Instrumentation Scientifique
LSM 410 Carl Zeiss AG

Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS Bio-Rad Laboratories GmbH
Pipetboy Comfort Integra Biosciences GmbH
Sicherheitswerkbank Safeflow 1.2 Nunc GmbH & Co. KG
Ultraschallreinigungsgerit Sonorex Digitec Bandelin

Vacusafe Comfort Integra Biosciences GmbH

Zentrifuge 5810 R Eppendorf AG

2.7 Titanoberflichen

Fir die Experimente wurden definiert mikrostrukturierte Titanoberflichen, welche
regulére, periodisch wiederholende Oberflichengeometrien aufwiesen, verwendet.

Im Speziellen waren dies (i) Oberflichen mit einer Pfostenstrukturierung in den
Dimensionierungen: 3x3x5 um (SU-8 3x3) und 5x5x5 um (SU-8 5x5)
(Lange x Breite x Hohe pro Pfosten) mit einem entsprechenden Pfostenabstand von 3 pm
und Sum sowie (ii) eine Grabenstruktur in der Dimensionierung: 2-2 um
(Grabenbreite x Grabentiefe) mit einem Grabenabstand von jeweils 2 um (G-2-2).

Die Fabrikation der Oberflichen mit der Pfostenstruktur erfolgte durch die Universitét
Tiibingen. Die  Grabenstrukturen wurden kommerziell vom  Zentrum  fiir
Mikrotechnologie ZFM, Chemnitz bezogen.

Alle Proben wurden durch Mikrostrukturierung von Siliziumwafern (@ 150 mm)
hergestellt. Der technische Herstellungsprozess ist den Kapiteln 2.7.1 und 2.7.2 zu
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entnehmen. Nach abschlieBender Beschichtung mit Titan (Schichtdicke: 100 nm) wurden
die Siliziumwafer geschnitten, so dass gleich gro8e Proben mit einer jeweiligen Grof3e von
10 x 10 mm erhalten wurden (siehe Abb. 4).

Die qualitative Kontrolle der Proben wurde mit Hilfe der Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskopie (FEI XL-30 FEG, FEI; FE-SEM Supra 25, Carl Zeiss AG)
durchgefiihrt. Als Referenz fiir die zellbiologischen Untersuchungen dienten
unstrukturierte, planare Titanoberflichen (Ti-Ref), welche analog zum Herstellungsprozess
fabriziert wurden. Vor der Kultivierung mit Zellen wurden die Titanoberflichen in

70% Ethanol gereinigt und fiir 15 min in PBS (PAA Laboratories GmbH) gewaschen.

Abb. 4: GroBe und Dimensionierung der fabrizierten Titanoberflédchen. (A) Wafer @150 mm mit Einzelchips
von 10x10 mm, (B) Einzelchip 10x10 mm mit Mikrostruktur.

2.7.1 Herstellung der Pfostenstrukturen

Die technische Herstellung der Pfostenoberflichen erfolgte in einem photolithografischen
Prozess mit Hilfe des Photolackes SU-8 (MicroChem, Newton, MA, USA) [86]. SU-8 ist
ein chemisch amplifizierter, negativ-geladener Photolack, welcher biokompatibel ist [88].
Vollstindig quervernetztes SU-8 weist eine hohe mechanische, thermische sowie
chemische Stabilitit auf, welches besonders bei der hier verwendeten Applikation hilfreich
ist [89][90]. Als Basis fiir die Probenherstellung wurden Siliziumwafer verwendet; diese
wurden in einem ersten Schritt mit einem Sauerstoffplasma gereinigt. AnschlieBend wurde
Ammoniumfluorid aufgebracht, welches zur Entfernung der nativen Siliziumoxidschicht
und somit einer verbesserten Adhision des SU-8 Photolacks auf dem Substrat dienen sollte
[91]. Das Aufbringen des Photolacks auf den Siliziumwafer erfolgte mittels des Spin-
Coating-Verfahrens von SU-8 (100-fach verdiinnt in 1-Methoxy 2-Propylacetat (MPA), im
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Verhiiltnis 1,6: 1 bei 4000 rpm fiir 30 s) und resultierte in einer finalen SU-8-Schichtdicke
von 5 um. Danach erfolgte ein Backprozess bei 95°C fiir 1,5 min, nach welchem die
Proben langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Losungsmittel entfernt wurde.
Abschliefend wurden die Siliziumwafer in Einzelproben mit einer jeweiligen Grofle von
10 x 10 mm gebrochen. So wurden Kantenartefakte verhindert und eine uniforme
Mikrostrukturierung jeder Probe gewihrleistet.

Die fabrizierten Oberflichen wiesen nun eine definierte Geometrie von kubischen Pfosten
mit vertikalen Seitenwidnden auf. Diese Pfosten besaflen folgende Dimensionierungen
(Lange x Breite x Hohe pro Pfosten): 3x3x5 um in einem Abstand von 3 um (SU-8 3x3)
und 5x5x5 pm, Abstand 5 um (SU-8 5x5). In einem abschlieBenden Schritt wurden diese
mikrostrukturierten Proben in einer Kathodenzerstiubungsanlage (Sputter Coater)
gleichméfig mit einer 100 nm dicken Titanschicht iiberzogen. Als Kontrolloberflichen
wurden planare Siliziumwafer, welche in gleicher Verfahrensweise mit 100 nm Titan

beschichtet wurden, verwendet.

2.7.2 Herstellung der Grabenstrukturen

Die Grabenstrukturen wurden kommerziell vom Zentrum fiir Mikrotechnologie ZFM;
Chemnitz erworben. Die Herstellung der Grabenprofile erfolgte durch Reaktives
Ionentiefenitzen (engl.: deep reactive ion etching; DRIE) von Siliziumwafern, welche
einen Durchmesser von 150 mm und eine Dicke von 500 um aufwiesen [54][92]. Die so
mikrostrukturierten Proben besalen eine finale Grofle von jeweils 10 x 10 mm und wiesen
eine definierte Grabenstrukturierung von 2-2 um (Grabenbreite x Grabentiefe) mit einem
Abstand von jeweils 2 um auf. Als Referenz wurden planare Siliziumoberflichen
verwendet. AbschlieBend wurden die Proben in einer Kathodenzerstdaubungsanlage

(Sputter Coater) gleichméBig mit einer 100 nm dicken Titanschicht bedampft.
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3 Methoden

3.1 Physiko-chemische Oberflichencharakterisierung

3.1.1 Bestimmung der Benetzbarkeit und Oberfldchenenergie

Die Bestimmung der Benetzbarkeit und der Oberflichenenergie der mikrostrukturierten
Titanoberflachen erfolgte durch Kontaktwinkelmessungen mittels der Methode des
liegenden Tropfens (engl.: sessile drop). Bei dieser Methode wird ein Tropfen konstanten
Volumens auf die Festkorperoberfliche aufgebracht und bleibt wihrend der Messung
statisch. Die Oberflachenenergie setzt sich additiv aus dem polaren und dispersiven Anteil
der molekularen Wechselwirkungskrifte zwischen Fliissigkeit und Festkorper zusammen.
Der polare Anteil entsteht dabei entweder durch Wechselwirkungen zwischen zwei
Dipolen (Keesom-Wechselwirkung) oder eines Dipols mit einem polarisierbaren Molekiil
(Debye-Wechselwirkung). Der dispersive Anteil hingegen resultiert aus den
Wechselwirkungskriften zwischen zwei polarisierbaren Molekiile (Londonsche Krifte)
[93]]94]. Der Kontaktwinkel einer Oberfliche wird sowohl von dessen Chemie als auch
Topographie beeinflusst [46]. In Abhédngigkeit dessen sind somit sind die resultierenden
Messergebnisse, inklusive der Berrechung des polaren und dispersiven Anteils,
differenziert zu betrachten.

Fiir die Bestimmung der Benetzbarkeit, welche Auskunft iiber die Hydrophobie von
Festkorperoberflichen gibt, wurde der Kontaktwinkel (in °) gegeniiber Wasser bestimmt.
Zur Berechnung der Oberflichenenergie wurden Kontaktwinkelmessungen mit den
Losungen Aqua dest., Diiodmethan und Formamid, welche jeweils unterschiedliche
Polarititen besitzen, durchgefiihrt. Die daraus resultierende Kalkulation der
Oberflachenenergie, inklusive des polaren und dispersiven Anteils, erfolgte automatisch
mit Hilfe der Software WinDrop++ auf mathematischer Basis der Owens-Wendt Theorie
[95]. Fiir alle Kontaktwinkelmessungen wurde das Goniometer DIGIDROP (GBX
Instrumentation Scientifique) im Labor von Prof. Dr. H. F. Hildebrand, Groupe de
Recherche sur les Biomatériaux, INSERM U1008, Universitit Lille, Frankreich,
verwendet. Die Messung der Kontaktwinkel fiir jede Losung erfolgte dabei jeweils 5 s

nach Tropfenaufgabe auf die jeweilig zu testende Titanoberfldche bei 37 °C. Die Tropfen
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besalen ein Volumen von je 5 pl und die Bestimmung der Kontaktwinkel wurde pro Probe

und Losung je 5-mal wiederholt.

3.1.2 Energiedispersive Rontgenanalyse (EDX)

Zur qualitativen Analyse der Titanbeschichtung auf den mikrostrukturierten Oberfldchen
wurde die Methode der Energiedisperiven Rontgenanalyse (engl.: energy dispersive X-ray
analysis, EDX) mit Hilfe eines Feldemission-Rasterelektronenmikroskopes durchgefiihrt
(FE-SEM Supra 25; Quantax, Bruker AXS Microanalysis). Die EDX-Analyse von Titan
erfolgte dabei in einem jeweiligem Probenanalysebereich von 11,4 um x 8,6 um unter
Verwendung einer Erregungsspannung von 10-20 kV.

Die theoretischen Grundlagen dieser Methode sind detailliert in Kapitel 3.3.2 beschrieben.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Humane Osteoblasten (MG-63)

Fiir die Experimente wurden humane MG-63 Osteoblasten verwendet (CRL-1427, ATCC),
welche von der American Type Culture Collection (ATCC) bezogen wurden. Bei MG-63
Zellen handelt es sich um eine Osteosarkomzelllinie, die funktionelle Eigenschaften eines
frithen Osteoblastenstadiums aufweist und ein bereits langjidhrig etabliertes Modellsystem

fiir reprasentative in vitro Untersuchungen der Physiologie von Osteoblasten darstellt

[96][97][98].

3.2.1.1 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)
unter Zusatz von 10 % fetalem Kailberserum (FKS) (PAA Laboratories GmbH),
1 % Gentamicin (40 mg/ml) bei 37 °C, 5 % CO, und 85 % relativer Luftfeuchte. Das
fertige Zellkulturmedium inklusive der Zusitze wird im Folgenden als Komplettmedium

bezeichnet. Fiir die zellbiologischen Experimente wurden die Zellen mit einer Dichte von
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3 x 10" Zellen/cm® in Komplettmedium auf die mikrostrukturierten Titanoberflichen

ausgesit und unter oben angegebenen Kultivierungsbedingungen kultiviert.

3.2.1.2 Passage und Lagerung der Zellen

Fiir das Passagieren der Zellen sowie die zellbiologischen Versuche wurden die Zellen (im
subkonfluenten Wachstumsstadium, siehe Abb. 5) mit Phosphat-gepufferter Saline (PBS)
gewaschen und anschlieBend fiir 5 min mit 0,05 % Trypsin-0,02 % EDTA inkubiert, um
sie von der Oberfliche der Zellkulturflasche zu l6sen. Trypsin ist eine Protease, welche
durch proteolytische Spaltung von Zellmembranproteinen, das Ablosen der adhdrenten
Zellen bewirkt [99]. Durch Zusatz des Chelatbildners EDTA, welcher zweiwertige
Kationen wie z. B. Ca>" und Mg2+ binden kann, kdnnen die Adhisionsproteine stabilisiert
werden. Die abgelosten Zellen wurden anschlieBend in Komplettmedium aufgenommen.
Durch die im FKS enthaltenen Protease-Inhibitoren wurde dabei gleichzeitig die Trypsin-
EDTA Wirkung gehemmt. Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen dann in
entsprechender Zellzahl in Zellkulturflaschen bzw. auf die mikrostrukturierten
Titanoberfldachen ausgesit. Fiir alle Versuche wurden Zellen der Passagen 5-25 verwendet.
War eine lidngere Lagerung der Zellen notwendig, so erfolgte die Einlagerung in fliissigen
Stickstoff. Dazu wurden die Zellen wie oben beschrieben abgeldst, 5 min bei 2000 U/min
(Hettich Universal) abzentrifugiert und danach in Komplettmedium mit 10 % DMSO
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in ein Gefriergefil (2 ml KryorShrchen)
tiberfithrt und mindestens 24 h auf -80 °C heruntergekiihlt und anschlieBend bis zur

weiteren Verwendung in fliissigen Stickstoff eingelagert.

Abb. 5: MG-63 Osteoblasten in subkonfluentem Wachstumsstadium nach 24 h Kultivierungsdauer auf
Polystyrol-Zellkulturgefal (TCPS) (Axiovert 40 C, Carl Zeiss).
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3.2.2 Untersuchung der Zellmorphologie

Die  Morphologie der humanen MG-63  Osteoblasten wurde mit der
Rasterelektronenmikroskopie analysiert. Nach einer Kultivierungsdauer der Zellen von
30 min sowie 24 h auf den mikrostrukturierten Titanoberflichen wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 2,5 % Glutaraldehyd fiir 1 h fixiert. Zur
Vorbereitung fiir die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgte die
Kritische Punkttrocknung der Proben. Dazu wurden die Proben zweimal mit 0,1 M
Natriumphosphat gespiilt, gefolgt von einer schrittweisen Dehydratation in einer
aufsteigenden Konzentrationsreihe mit Aceton (30 % 5 min, 50 % 5 min, 75 % 10 min,
90 % 15 min, 100 % zweimal 10 min). Die anschlieBende Kritische Punkttrocknung
erfolgte nach Herstellerangaben im Emitech K850 (EMITECH). Nach dieser Trocknung
wurden die Proben aus dem Gerdt entnommen und im Vakuum mit einer
Kathodenzerstaubungsanlage (Sputter Coater SCD 004, BAL-TEC, Balzers) gleichmifig
mit einer diinnen elektrischen Leitschicht aus Gold iiberzogen (Schichtdicke 15-50 nm).
Danach erfolgte die Analyse der Zellen im Rasterelektronenmikroskop DSM 960A
(Carl Zeiss AG) des Elektronenmikroskopischen Zentrums der Universititsmedizin
Rostock  bzw. im  Feldemissions-Rasterelektronemikroskop =~ FE-SEM Supra 25
(Carl Zeiss AG) des Institutes fiir Geritesysteme und Schaltungstechnik der Universitit
Rostock. Fiir die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Zellmorphologie in Z-
Ebene, wurden die Proben nach 24-stiindiger Kultivierung mit den Zellen mittels
Behandlung mit fliissigem Stickstoff gebrochen und an den so entstandenen horizontalen

Bruchkanten mikroskopiert.

3.2.3 Zeitliche Untersuchung der Zellausbreitung (Spreading)

Fir die Bestimmung des zeitlichen Ausbreitungsverhaltens der Osteoblasten in
Abhingigkeit der Mikrostruktur der Titanoberflaichen wurden kultivierte MG-63 Zellen
mit 0,05 % Trypsin-0,02 % EDTA abgelost und in PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte
die Anfarbung der Membran der vitalen MG-63 Zellen mit dem rot-fluoreszierenden
Farbstoff PKH-26 (General Cell Linker Kit, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) fiir 5 min in
Suspension. Dann wurden die Zellen auf den Titanoberflichen ausgesidt und dort fiir

jeweils 10 min, 30 min, 1h, 3 h und 24 h kultiviert. Nach zweimaliger Waschung der
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Zellen in PBS und der Fixierung mit 4 % PFA fiir 10 min bei RT, wurden die Priparate auf
doppelseitigem Klebeband aufgebracht und in Einbettmedium eingebettet. Die Analyse des
Spreadings erfolgte im konfokalen Laserrastermikroskop LSM 410 (Carl Zeiss AG) durch
Ausmessen der Zellflichen mittels der geriteinternen Software (Funktion: ,area
measurement®). Dabei wurde die Zellflache von jeweils 40 Zellen pro Zeitpunkt und pro

Oberfliche bestimmt.

3.2.4 Bestimmung der Zellausrichtung

Zur Untersuchung des Einflusses der Mikrotopographie auf die Zellausrichtung, erfolgte
eine quantitative Bestimmung der Zellmorphologie von MG-63 Zellen auf den
mikrostrukturierten Titanoberflichen. Dazu wurden aus rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen von Zellen nach 24 h Kultivierungsdauer, die Zellflaiche und der Umfang von
jeweils 40 Zellen pro Oberfliche mit der Software Imagel] Vers. 1.43 ausgemessen.
AnschlieBend erfolgte die quantitative Bestimmung der Zellform mittels Berechnung des
Formfaktor (F) der Zellen. Der Formfaktor jeder Zelle ergibt sich aus der
Berechnungsformel F = 47A/U?, dabei ist A die Zellfliche und U der Zellumfang [100].
Der so kalkulierte Index beschreibt die Zellfliche unter Annahme ihrer Irregularitét, dabei
beschreibt F = 1,0 eine perfekt runde Zelle hingegen F < 1,0 eine polygonale Zellform.

Dies bedeutet: je kleiner der Formfaktor, desto polygonaler die Zelle.

3.2.5 Quantitative Bestimmung der Zelladhdsion

Um die initiale Adhidsion der Zellen auf den mikrostrukturierten Titanoberflichen zu
quantifizieren, wurden je 200 ul von in Komplettmedium suspendierten MG-63 Zellen mit
einer definierten Zellzahl auf die Titanoberfldchen ausgesit (30.000 Zellen pro Oberfliche)
und fiir 10 min bei 37°C und 5 % CO; kultiviert. Nach Ablauf dieser Adhésionszeit wurden
die nicht-adhirenten Zellen des Uberstandes von der Oberfliche abgezogen, die
Oberflache einmal vorsichtig mit 100 ul FACS-PBS (FACS Flow, Becton Dickinson)
gespiilt und die Zellen anschlieBend mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur (BD
Biosciences) akquiriert und die Zellzahl mittels der Software CellQuestPro 4.0.1 (BD

Biosciences) analysiert. Durch vorherige Bestimmung der Zellzahl der Zellsuspension zum
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Zeitpunkt 0 (= Ausgangswert) konnte nun indirekt - durch Subtraktion der Anzahl der
nicht-adhirenten Zellen vom Ausgangswert - der prozentuale Anteil der adhédrenten Zellen

auf den Oberfldchen kalkuliert werden.

3.2.6 Analyse der Integrinexpression

Fiir die quantitative Bestimmung der Expression der Integrin-Untereinheiten wurden die
MG-63 Osteoblasten fiir 24 h auf den mikrostrukturierten Titanoberflichen kultiviert.
Anschliefend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 0,05 % Trypsin-0,02 % EDTA
abgelost und fiir 10 min bei 2000 U/min (Hettich Universal) pelletiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit jeweils 20 pul monoklonalem
Primirantikdrper Anti-Integrin-Maus gegen: a2 (CD49b), a3 (CD49c), B1 (CD29), B3
(CD61) (Immunotech) bzw. mit Anti-IgG1-Maus (BD Biosciences) fiir die Kontrolle
(jeweils 1:6 in PBS verdiinnt). Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei RT. Danach wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 100 ul FITC-konjugiertem
Sekundirantikorper Schaf-Anti-Maus-IgG1 (Fab2) (1:16 verdiinnt in PBS) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH) fiir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen
zweimal in PBS gewaschen und 10 min bei 2000 U/min (Hettich Universal) zentrifugiert.
Anschlieend wurde das Zellpellet mit 500 pul CellFix (Becton Dickinson) resuspendiert
und die Zellen im Durchflusszytometer FACSCalibur (BD Biosciences) bei 488 nm mit
dem Programm CellQuest Pro Vers. 4.0.1 (BD Biosciences) gemessen und ausgewertet.
Die Ergebnisdarstellung erfolgte als quantitativer Wert der Fluoreszenzintensitét

(mean channel) abziiglich der IgG-Kontrolle [101].

3.2.7 Untersuchung des Proliferationsverhaltens

Die Untersuchung des Einflusses der mikrostrukturierten Titanoberflichen auf die
Proliferation bzw. die Zellzyklusphasen der MG-63 Osteoblasten erfolgte mittels
durchflusszytometrischer Analyse. Dafiir wurden die Zellen fiir 24 h bei 37 °C und
5 % CO, auf den Titanoberfldchen kultiviert, anschlieBend mit PBS gewaschen und mit
0,05 % Trypsin-0,02 % EDTA von der Oberfliche abgelost. Danach erfolgte die

Aufnahme der Zellen in 1 ml Komplettmedium und eine Zentrifugation fiir 10 min bei
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2000 U/min (Hettich Universal). Die Zellen wurden dann in PBS resuspendiert und dieser
Waschvorgang zweimal wiederholt. Danach erfolgte die Fixierung der Zellen mit 1 ml
eiskaltem 70 %igen Ethanol und eine Lagerung iiber Nacht bei -20°C. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 1 ml RNase (1 mg/ml, 37°C) versetzt und fiir
30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschlieend folgte eine Zentrifugation fiir
S min bei 2000 U/min (Hettich Universal) und die Aufnahme des Zellpellets in 500 pl
Propidiumjodid (50 pg/ml) zur  Anfirbung der DNA der Zellen. Die
durchflusszytometrische Analyse der Zellen erfolgte im FACSCalibur mit der Software
CellQuest Pro Vers. 4.0.1 (BD Biosciences), die Zellzyklusphasen wurden mit der
Software ModFit LT Vers. 4.0 (BD Biosciences) ausgewertet. Die Proliferationsrate
resultierte dabei aus der Bestimmung des Anteils der Zellen in der
Synthese + Gap2/Mitose (S+G2/M)-Phase; die Apoptoserate aus der Auswertung des sub-
G1 peaks der Zellen (exemplarisches DNA-Histogramm siehe Abb. 6).

21d 283
1 il

Anzahl 935 Zellen oro Kanal
2 01 3

00
Channels (FL2-A)

DNA-Gehalt

Abb. 6: Exemplarische Abbildung eines DNA-Histogramms, inklusive der Zellzyklusphasen (sub-G1, G1, S,
G2/M) gemessen mittels fluoreszenbasierter Durchflusszytometrie.
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3.2.8 Immunzytochemische Fiarbungen

3.2.8.1 Aktin

Zur Untersuchung der Ausbildung des Aktinzytoskeletts wurden die MG-63 Osteoblasten
fiir 24 h auf den mikrostrukturierten Titanoberfldchen kultiviert. Nach einem Waschschritt
mit PBS erfolgte die Fixierung der Zellen mit 4 % PFA fiir 10 min bei RT. Nach erneutem
zweimaligem Waschen mit PBS, wurde 0,1 % Triton X-100 fiir 10 min bei RT
hinzugegeben, um die Zellmembran zu permeabilisieren. Danach wurde nochmals zweimal
mit PBS gewaschen. Zur Anfiarbung der Aktinfilamente wurden die Zellen anschlieend
mit TRITC-konjugiertem Phalloidin (1:10 verdiinnt) (Sigma Aldrich Chemie GmbH) fiir
60 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt mit PBS wurden
die Proben mit doppelseitigem Klebeband auf einem Objekttriger fixiert und in
Einbettmedium eingebettet. Die mikroskopische Analyse der Zellen erfolgte am
konfokalen Laserrastermikroskop LSM 410 mittels des internen Helium/Neon-Lasers
(Exzitation: 543 nm) und dem ZEISS 63x Wasserimmersion-Objektiv (C-Apochromat 63,
1.25 W /0.17) (Carl Zeiss AG). Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen (512 x 512
pixel) wurden fiir die anschlieBende Quantifizierung der Aktinfilamentformation durch die

FilaQuant-Software verwendet (siehe Kapitel 3.2.9).

Fiir die Analyse des Aktinzytoskeletts entgegen der Schwerkraft wurden die MG-63 Zellen
initial fiir 15 min auf den Titanoberflaichen kultiviert. AnschlieBend wurden die
Titanoberflachen umgedreht und auf einen flexiPERM® Zellkultureinsatz aus Silikon (¢
15 mm) (Sarstedt AG & Co.) als Abstandshalter gelegt, so dass die restliche
Kultivierungszeit der Zellen entgegen der Schwerkraft erfolgte. Nach 24 h Kultivierung
entgegen der Schwerkraft, erfolgte die Farbung des Aktinzytoskeletts und dessen

konfokalmikroskopische Analyse wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben.

3.2.8.2 Vinkulin

Fiir die mikroskopische Analyse des fokalen Adhésionsproteins Vinkulin, wurden die MG-

63 Zellen fiir 24 h auf den mikrostrukturierten Titanoberflachen kultiviert. Danach wurden
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die Zellen mit PBS gewaschen, mit 4 % PFA fiir 10 min bei RT fixiert und nach erneutem
zweimaligem Waschen mit PBS mit 0,1% Triton X-100 fiir 10 min bei RT permeabilisiert.
Anschlielend erfolgten zwei Waschschritte mit PBS und die Zugabe des Primirantikorpers
anti-Vinkulin-Maus (1:100 verdiinnt) (Sigma Aldrich Chemie GmbH), mit welchem die
Zellen fiir 24 h bei 4 °C in der Feuchtkammer inkubiert wurden. Danach folgte die Zugabe
des Sekundirantikorpers Kaninchen-anti-Maus-IgG-Cy3  (1:300 verdiinnt) (Jackson
Immuno Research) fiir 60 min im Dunkeln bei RT. Danach wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, auf einem Objekttriger fixiert und in Einbettmedium eingebettet. Die
Auswertung erfolgte am konfokalen Laserrastermikroskop LSM 410 mit dem internen
Helium-Neon-Laser (Exzitation: 543 nm) im ZEISS 63x Wasserimmersion-Objektiv (C-
Apochromat 63, 1.25 W / 0.17) (Carl Zeiss AG).

3.2.8.3 Integrin -1

Fiir die konfokalmikroskopische Analyse des P1-Integrinrezeptors, wurden die MG-63
Zellen nach 24-stiindiger Kultivierung auf den Titanoberflachen zweimal mit kalzium- und
magnesiumhaltigem  PBS  (zur  Stabilisierung ~ der  Ca®*-/Mg**-abhingigen
Integrinrezeptoren um so ein Abldsen der unfixierten Zellen zu verhindern) gewaschen.
Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen Primérantikorper anti-
Integrin-f1-Maus (CD29; 1:20 verdiinnt) (Beckman Coulter) fiir 30 min bei RT. Nach
wiederholtem Waschen mit PBS (+ Ca** und Mg2+) schloss sich die Inkubation mit dem
Sekundirantikorper Ziege-anti-Maus-IgG-Alexa 488 (1:300 verdiinnt) (Molecular Probes)
fir 30 min an. Danach wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS (+ Ca** und Mg™")
gewaschen und anschlieend bei RT fiir 10 min mit 4 % PFA fixiert. Nach einem letzten
Waschvorgang mit PBS (+ Ca®* und Mg**) wurden die Proben auf einem Objekttriger
fixiert und mit Einbettmedium bedeckt. Die konfokalmikroskopische Analyse der
Préparate erfolgte am LSM 410 mittels des externen Argon-Lasers bei einer Exzitation von
488 nm unter Verwendung des ZEISS 63x Wasserimmersion-Objektiv (C-Apochromat 63,
1.25 W /0.17) (Carl Zeiss AG).

-43 -



Methoden

3.2.9 Quantifizierung der Aktinfilament-Formation

Um die Formation des Aktinzytoskeletts in MG-63 Osteoblasten in Abhédngigkeit der
Mikrostruktur der verwendeten Titanoberflichen effizient zu analysieren, wurde die
Software FilaQuant verwendet [102][103][104]. Diese Software wurde in interdisziplinirer
Zusammenarbeit innerhalb des Graduiertenkollegs welisa durch Dr. rer. nat. Harald
Birkholz vom Institut fiir Mathematik im Rahmen seiner Promotion neu entwickelt.
FilaQuant ist eine semi-automatische Software zur Verarbeitung von Bildern zum Zwecke
der quantitativen Auswertung des  Aktinzytoskeletts in  Osteoblasten aus
konfokalmikroskopischen Aufnahmen. Die Software ist eine implementierte Win32
Anwendung, welche durch Embarcadero® C++Builder® 2010 erstellt wurde.

Basierend auf einer mathematischer Bildauswertung, werden die konfokalmikroskopischen
Aufnahmen in drei Schritten semi-automatisch prozessiert: Vorverarbeitung,
Merkmalserkennung und Quantifizierung. In der Vorverarbeitung der Aufnahmen werden
zundachst  visuelle  Bildartefakte  wie  z.B. Rauschen  und  irregulire
Hintergrundbeleuchtungen, welche zu einer qualitativen Minderung der Bildauswertung
fiihren konnten, dezimiert. Nach dieser Vorverarbeitung der Bildaufnahmen erfolgt
anschliefend die Merkmalserkennung anhand Feinsegmentation der Bildpixel, basierend
auf spezifischen mathematischen Berechnungs-Algorithmen. Daraus ergibt sich eine
Superposition in einzelne Aktinfilamente, welche durch den sich anschlieBenden letzten
Arbeitsschritt hinsichtlich mehrerer Charakteristika quantifiziert werden konnen. Die
resultierenden Parameter zur Beschreibung der Aktinfilament-Formation sind:
Gesamtfilamentldnge, durchschnittliche Filamentlinge, maximale Filamentlinge und
Orientierung der Aktinfilamente. Der Parameter Orientierungsverteilung beschreibt dabei
das mogliche Vorhandensein einer bevorzugten Orientierung der Aktinfilamente.
Entsprechende Werte reichen von 0° - 28.65°, wobei ein Wert von 0° exakt eine priferierte
Vorzugsrichtung und ein Wert von 28.65° eine uniforme Verteilung der Aktinfilamente
reprasentiert.

Fiir diese Software-gestiitzte Quantifizierung der Formation der Aktinfilamente in MG-63
Osteoblasten auf mikrostrukturierten Titanoberflichen wurden konfokalmikroskopische
Aufnahmen von jeweils 30 Zellen pro Oberfliche nach einer Kultivierungszeit von 24 h

ausgewertet.
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3.2.10 Proteinextraktion und Western Blot Analyse

Zur Untersuchung der Expression knochenspezifischer Proteine in MG-63 Osteoblasten
wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt und die Proteinmengen anschlieBend semi-
quantitativ bestimmt.

Fiir den Versuch wurden die Zellen 24 h auf den mikrostrukturierten Titanoberflichen
kultiviert. Danach wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen und mit 0,05 % Trypsin-
0,02 % EDTA abgelost, anschlieBend durch Zugabe von je 50 ul Lysepuffer (Bio-Rad
Laboratories GmbH) lysiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.

Die Proteinmengen wurden mit Hilfe eines Bradford-Assays [105] und anschlieBender
Comassie-Fiarbung [106] bestimmt. So wurde gewéhrleistet, dass bei der nachfolgenden
Probenauftrennung durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese jeweils gleiche Mengen an
Gesamtprotein aufgetragen wurden. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine
PVDF-Membran geblottet und anschlieBend mit 5 % Magermilch (in TBS) geblockt und 6-
mal in TBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikorpern iiber
Nacht bei 4 °C. Es wurden folgende Primérantikdrper eingesetzt: anti-Kollagen-I-
Kaninchen (Rockland) und anti-BSP-2-Kaninchen (Acris Antibodies GmbH), anti-
Vinkulin-Maus (Sigma Aldrich Chemie GmbH), anti-B-Aktin-Maus (Santa Cruz
Biotechnology Inc.). Danach wurde ein AP-konjugierter Sekundirantikorper (DAKO)
zugegeben und fiir 1 h bei RT inkubiert.

Die resultierenden Fluoreszenzen, wurden mittels des chemilumineszenten Substrates fiir
die alkalische Phosphatase (CDP-Star-Losung) detektiert. Die anschlieBende
Quantifizierung der Proteinmengen erfolgte durch densitometrische Auswertung mittels
des Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS und der Quantity One® 1-D analysis Software
Vers. 4.6.7 fiir Windows (Bio-Rad Laboratories GmbH).

Fiir die Detektion jedes Proteins wurde der Versuch jeweils dreimal mit Zelllysaten aus

drei unabhingigen Experimenten wiederholt.
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3.3 Mikroskopie

3.3.1 Konfokale Laserrastermikroskopie

Im Vergleich zur konventionellen Lichtmikroskopie wird bei der Konfokalmikroskopie
nicht die gesamte zu mikroskopierende Probe beleuchtet sondern das einfallende
Anregungslicht immer nur auf einen spezifischen Bereich des Prédparats (Fokalebene)
fokussiert.

Alle Lichtsignale, welche von auflerhalb der Fokusebene stammen, werden durch die sich
im Konfokalmikroskop befindliche Lochblende (engl.: pinhole) im Strahlengang des
detektierten Lichtes inhibiert und somit nicht abgebildet. Daraus resultiert eine
hochauflosende optische Abbildung des Objektes.

Bei der konfokalen Laserrastermikroskopie (engl.: Laserscanning microscopy, LSM) wird
ein fokussierter Laserstrahl verwendet, welcher die Oberfliche des Préparats punktférmig
abrastert. Dabei ist er zu jeder Zeit so fokussiert, dass nacheinander jeder Punkt in der
Fokalebene jeweils maximal fokussiert ist. Das Laserlicht wird dazu verwendet, um die
sich in der jeweiligen Fokalebene befindlichen Fluoreszenzfarbstoffe anzuregen.

Das erhaltene Licht aus dem Fokus wird anschlieBend durch das gleiche Objektiv auf die
Lochblende fokussiert. Von dort gelangt es zu einem, sich hinter der Lochblende
befindlichen, lichtsensitiven Strahlendetektor (Photomultiplier). Dabei liegen Anregungs-
und Detektionsfokus konfokal, also iibereinander. Da das erhaltene Signal (Licht) zu jedem
Zeitpunkt lediglich aus nur einem Punkt der Probe stammt, ist fiir das Abbilden des
Objektes eine sukzessive Abrasterung der Priparats sowie eine sich daran anschlieBende
nachtrigliche Bildzusammensetzung der optischen Informationen der einzelnen Punkte
erforderlich. Dabei bestimmen der Durchmesser der Lochblende und die GroBe des
Objektivs die Schichtdicke (Fokalebene) des zu mikroskopierenden Pridparats. Werden
mehrere Schnitte in unterschiedlichen Fokusebenen aufgezeichnet, ldsst sich das Bild des

abgebildeten Objektes nachtriglich dreidimensional rekonstruieren.
Fiir alle hier durchgefiihrten konfokalmikroskopischen Analysen wurde das konfokale
Laser-Raster-Fluoreszenzmikroskop LSM 410 (Carl Zeiss AG) verwendet, welches

folgenden technischen Aufbau besitzt:

- Inverses Auflicht-Fluoreszenzmikroskop ,,Axiovert 100 mit motorisiertem z-Hub
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- Externer Argon-Laser (488 nm)
- zwel interne Helium-Neon-Laser (543 nm, 633 nm)
- xy-Scanner mit zwei galvanisch angetriebenen Spiegeln,
bestehend aus einem Durchlichtdetektor und zwei Auflicht-Fluoreszenzdetektoren
(PMT) mit vorgeschalteten Emissionsfiltern (fiir PMT 1: Langpassfilter (LP)
515 nm, LP 570 nm; fiir PMT 2: Bandpassfilter (BP) 510-525 nm, BP 590-610 nm)
- Strahlendetektor mit variabler Lochblende (pinhole)
- Zeiss 63x Ol-Immersionsobjektiv Plan-Neofluar (1.25 o0il/ 0,17)
- Zeiss 63x Wasser-Immersionsobjektiv Plan-Neofluar (1.25 water/ 0,17)

- Angeschlossener PC mit LSM-Software 3.98

3.3.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie stellt eine giangige Methode in der Oberflichenanalytik
dar. Mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskopes (REM) wird ein hochenergetischer
Elektronenstrahl erzeugt, welcher fein gebiindelt iiber ein Objekt gefiihrt (gerastert) wird.
Die anschlieBende Auswertung der bei der Abrasterung der Objektoberfliche entstehenden
Wechselwirkungen zwischen Elektronen und Objekt fiihrt zur Abbildung des Objektes
bzw. der Objektoberflichen und gibt spezifischen Aufschluss {iber die
Objektbeschaffenheit. Im Gegensatz zu lichtmikroskopischen Verfahren wird durch die
Nutzung von Elektronenstrahlen, welche geringere Wellenlidngen als sichtbares Licht
besitzen, eine wesentlich hohere Auflosung und Schéirfentiefe bei der Objektabbildung
erreicht.

Die Erzeugung des Elektronenstrahls im Rasterelektronenmikroskop erfolgt in einer
Elektronenquelle, welche meist aus einem haarnadelférmig gebogenen Wolfram-Draht
besteht. Durch dessen Erhitzung kommt es zur Emission von Elektronen, welche
anschlieBend in einem elektrischen Feld beschleunigt werden. Die angelegten
Beschleunigungsspannungen betragen dabei iiblicherweise 8-30kV. Mit Hilfe von
Magnetspulen wird der Elektronenstrahl auf einen Punkt auf dem Objekt fokussiert.
Darauthin erfolgt die Abrasterung der Objektoberfliche. Um dabei unerwiinschte
Wechselwirkungen mit Atomen oder Molekiilen aus der Luft zu vermeiden, wird im

Hochvakuum gearbeitet.
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Beim Auftreffen des Elektronenstrahls auf die Probe kommt es zu verschiedenen
Wechselwirkungen mit der Festkorperoberfliche. Einige Elektronen des Strahls
(Primarelektronen) dringen in die oberste Oberflichenschicht ein (Eindringtiefe:
einige nm) und erzeugen die Emission weiterer Elektronen (Sekundirelektronen). Die
Auswertung der Sekundirelektronen mittels des entsprechenden Detektors gibt Auskunft
iber die Topographie der Objektoberfliche.

Weiterhin konnen von der Oberfliche reflektierte Primérelektronen (Riickstreuelektronen)
detektiert werden; sie ergeben das Materialkontrastbild. Die Signalstirke ist dabei von der
mittleren Ordnungszahl des Materials abhédngig. Schwere Elemente induzieren eine starke
Riickstreuung und somit heller erscheinende Bereiche analog dazu erscheinen Bereiche mit
leichteren Elementen dunkler. Die Auswertung des Riickstreuelektronenkontrastbildes
ermoglicht so Riickschliisse iiber die chemische Zusammensetzung bzw. mogliche
Inhomogenitit des Objektes.

Ein weiteres auswertbares Signal bei der Interaktion zwischen Elektronen und Probe ist die
simultan erzeugte Rontgenstrahlung, welche entsteht, wenn ein Primérelektron des
Elektronenstrahls ein kernnahes Elektron der Probe aus seiner Position schligt. Beim
nachfolgenden Ersetzen des nun fehlenden Elektrons durch eines aus einer Orbitalschale
hoherer Energie, wird die Energiedifferenz in Form von Rontgenquanten frei. Die
Intensitidt der emittierten Rontgenquanten ist fiir jedes Element charakteristisch, wodurch
eine quantitative Elementanalyse des Objektes durchgefiihrt werden kann. Diese - als
Energiedispersive Rontgenspektroskopie (engl.: energy dispersive X-ray analysis EDX)
bezeichnete - Methode gibt somit direkten Aufschluss iiber die Elementzusammensetzung
des Objektes.

Bei Feldemission-Rasterelektronenmikroskopen (engl.: field emission-scanning electron
microscope, FE-SEM) wird eine sehr feine Kathode verwendet. Durch Anlegen einer sehr
hohen elektrischen Feldstirke werden hier die Elektronen aus der Kathode heraus
getunnelt und besitzen iiberdies eine definierte Geschwindigkeit. Dies resultiert auch bei
niedrigen Beschleunigungsspannungen in einer sehr guten Bildqualitdt. Das Arbeiten mit
geringen Beschleunigungsspannungen (Minimum: 1 kV) hat die Vorteile, dass eine
positive Aufladung der Objektoberfliche weitgehend vermieden wird und somit auf das
Bedampfen (Sputtern) mit Edelmetallen wie z. B. Gold verzichtet werden kann und

iberdies einer Zerstorung der Probe durch hohe Strahlungseinwirkung vorgebeugt wird.
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3.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, welche auf optischer bzw. elektrischer
Sensorik basiert und fiir die zytometrische Analyse von Zellen, zelluliren Partikeln,
Proteinen sowie zur Separation einzelner Zellen aus Zellpopulationen eingesetzt wird.
Dieses breite Anwendungsspektrum macht die Durchflusszytometrie so zu einer
vielseitigen Methode fiir biologische oder medizinische Fragestellungen [107].

Bei der fluoreszenz-basierten Durchflusszytometrie handelt es sich um eine Sonderform
dieser Methode, bei welcher unterschiedliche Fluoreszenzen / Fluoreszenzintensititen
erkannt werden konnen und zusitzlich die Zellen in Abhingigkeit von ihren
Streulichteigenschfaten analysiert.

Die Durchflusszytometrie basiert auf dem Prinzip der Analyse optischer Signale einer
Zelle durch einen Laserstrahl bei der Passage. Die Zellen einer Zellsuspension werden
einzeln iiber eine Kapillare angesaugt und gelangen anschlieBend durch einen die Kapillare
umspiilenden Hiillstrom (zellfreie Fliissigkeit), welcher die Zellen voneinander trennt,
vereinzelt und fokussiert, in eine Mikrokanalkiivette aus Quarz oder Glas. Durch diese
hydrodynamische Fokussierung wird gewihrleistet, dass jede Zelle einzeln den Bereich
des Laserstrahls passiert. Das bei dieser Passage durch die Zelle erzeugte Streulicht bzw.
Fluoreszenzlicht, wird von einem Detektor erfasst und ausgewertet, wodurch quantitative
Ergebnisse iiber jede analysierte Zelle erhalten werden. Je nach Streuungswinkel des
abgelenkten Lichtes konnen dabei Aussagen hinsichtlich spezifischer zellzytometrischen
Eigenschaften getroffen werden: Bei einer Lichtstreuung im flachen Winkel (von 0 © bis
10 °), auch als Vorwirtsstreulicht oder Forward Scatter (FSC) bezeichnet, gibt Auskunft
tiber das Volumen der Zelle, d.h. Zellgroe und -durchmesser. Ist das emittierte Licht im
90 °-Winkel gebrochen, das so genannte Seitwirtsstreulicht oder Sideward-Scatter (SSC),
konnen Aussagen iiber die Granularitit der Zelle, der GroBe und Struktur des Zellkerns
und der Menge der zelluldren Vesikel bestimmt werden.

Durch die Markierung spezieller Zellkomponenten, wie Oberflaichenmolekiile und
intrazelluldre Proteine, konnen diese bei Passage nach Anregung durch den Argon-
Laserstrahl mit einer Wellenldnge von 488 nm quantifiziert werden.

Dabei wird das von den Zellen emittierte Fluoreszenzlicht mit Hilfe verschiedener Blenden
und Filter in Farbbereiche aufgetrennt und mit spezifischen Detektoren erfasst und so nach

Umwandlung in elektrische Signale mit einer spezifischen Software ausgewertet.

-49 -



Methoden

Fiir die durchflusszytometrischen Analysen wurde das Durchflusszytometer FACSCalibur
(BD Biosciences), welches u. a. mit einem Argon-Laser (Wellenldnge: 488 nm)
ausgestattet ist, verwendet. Die Datenauswertung erfolgte mit der Software CellQuest Pro
Vers. 4.0.1, die Analyse der Zellzyklusphasen mit der Software ModFit LT Vers. 4.0 (BD

Biosciences).

3.5 Statistische Auswertung

Die Darstellung der Messwerte bei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Wiederholungen (n) gleicher Versuche erfolgte als Mittelwerte + Standardabweichung. Die
anschliefende statistische Auswertung der experimentellen Daten erfolgte mit Hilfe der
SPSS-Software Vers. 15.0 fiir Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Dabei wurden
folgende Tests verwendet: Kolmogorov-Smirnov-Test zur Uberpriifung der Daten auf
Normalverteilung sowie ungepaarter und gepaarter t-Test. Werte mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurden als signifikant angenommen. Dabei
erfolgte die Unterteilung in *p < 0,05 (schwach signifikant), **p < 0,01 (signifikant) und
*#p < 0,001 (stark signifikant).
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4 Ergebnisse

4.1 Physiko-chemische Charakterisierung der Titanoberflichen

Zum Auffinden moglicher Zusammenhidnge zwischen individuellen Zellfunktionen und
spezifischen physiko-chemischen Oberfldcheneigenschaften wurden die
mikrostrukturierten Titanoberflichen hinsichtlich verschiedener elektrochemischer
Parameter charakterisiert. Dazu erfolgte in einem ersten Schritt die qualitative Kontrolle
der Proben mittels rasterelektronenmikroskopischer Analyse. AnschlieBend wurde die
Benetzbarkeit sowie die Oberflichenenergie der mikrostrukturierten Titanoberflichen im
Vergleich zur planaren Kontrolloberfliche bestimmt. Diese Ergebnisse sind in den

folgenden Kapiteln (siehe 4.1.1 - 4.1.3) dargestellt.

4.1.1 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung (REM)

Zur Uberpriifung der Qualitit der fabrizierten Mikrostrukturen erfolgte zuerst eine Analyse
im Rasterelektronenmikroskop. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der
hergestellten mikrostrukturierten Titanoberfldchen, bestehend aus den Pfostenoberfldchen
SU-8 3x3 und SU-8 5x5, der Grabenstruktur G-2-2 sowie der planaren Referenz (Ti-Ref)
sind in Abb. 7 dargestellt.

Bei der rasterelektronenmikroskopischen Betrachtung ist zu erkennen, dass die
Mikrostrukturierung der Proben in Dimensionierung und Anordnung sehr gut mit dem
gewiinschten Zieldesign iibereinstimmen. Das Resultat sind definierte Mikrostrukturen mit

einer regelmiBigen Geometrie in gleichmifBiger Anordnung.
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Abb. 7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der mikrostrukturierten Titanoberfldchen mit reguldren
Geometrien: planare Titan-Referenz (Ti-Ref), rechteckige Grabenstruktur mit einer Strukturgrofle von
jeweils 2 um (G-2-2), kubische Pfostenoberflichen in den Dimensionierungen 3x3x5 um (SU-8 3x3) und
5x5x5 um (SU-8 5x5) (FE-SEM Supra 25, Carl Zeiss AG, 30 °-Aufnahmen) (in Kooperation mit dem Institut
fiir Gerdtesysteme und Schaltungstechnik, Universitit Rostock, Abbildungen mit freundlicher Genehmigung
von R. Lange).

Beziiglich der Pfostenstrukturierungen der Oberflichen zeigt sich eine geringfiigige
Abrundung der Pfostenecken, wie in der detaillierten Aufnahme der Pfostenoberfldchen
SU-8 3x3 und SU-8 5x5 dargestellt ist (siehe Abb. 8). Dies ist durch die relative kurze
Belichtungszeit im lithografischen Herstellungsprozess bedingt, liee sich jedoch durch
den Einsatz einer hoheren Belichtungszeit vermindern, welches jedoch wiederum zu

Lasten vergroBerter Mikrostrukturen geht [108].
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SU-8 3x3

SU-8 5x5
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Abb. 8: Dimensionierungen der SU-8 Pfostenoberflidchen. Titan-beschichtete SU-8 Pfosten mit einer Grof3e
von 3x3x5 pm (SU-8 3x3) und 5x5x5 ym pro Pfosten (SU8 5x5) und einem entsprechendem Abstand von
3 um und 5 um (FEI XL-30 FEG, FEI) (in Kooperation mit dem Institut fiir Angewandte Physik, Universitdt
Tiibingen, Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von R. Loffler).

4.1.2 EDX-Analyse der Titanschicht

Zur Untersuchung der Probenqualitét hinsichtlich der aufgebrachten Titanschicht auf den
mikrostrukturierten Oberflichen, wurde eine Energiedispersive Rontgenspektroskopie
(EDX) von Titan mit Hilfe des Feldemission-Rasterelektronenmikroskopes (FE-
SEM Supra 25, Carl Zeiss AG) durchgefiihrt. Die Ergebnisse der EDX-Messung belegen
das Vorhandensein einer homogenen Titanschicht auf der gesamten Probenoberfléiche.
Dies ist exemplarisch in Abb. 9 am Beispiel der EDX-Analyse von Titan auf der
Pfostenoberfliche SU-8 5x5 dargestellt.
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081211-74.7
MAG: 10000 x HV: 10,0 kV WD: 10,1 mm

081211-75.2
MAG: 10000 x HV: 20,0 kV WD: 10,0 mm

-

Abb. 9: EDX-Analyse von Titan (rot) auf der Pfostenoberfliche SU-8 5x5. (A) Aufsicht auf einen
Einzelpfosten, (B) Seitenansicht der Pfosten (mit FE-SEM-Aufnahme iiberlagert). Auf den Pfosten ist eine
homogene Titanschicht zu erkennen (Quantax, Bruker AXS; FE-SEM Supra 25, Carl Zeiss AG) (in
Kooperation mit dem Institut fiir Gerdtesysteme und Schaltungstechnik, Universitdt Rostock, Abbildungen
mit freundlicher Genehmigung von R. Lange).

Bei den mikrostrukturierten Oberflidchen treten jedoch leichte Abstufungen hinsichtlich der
Dicke der aufgebrachten Titanschicht zwischen den Plateaus und den Seitenwinden der
Mikrostrukturen auf. Eine kompakte Titanschicht ldsst sich auf den horizontalen Plateaus
sowie im oberen Bereich der vertikalen Seitenwénde der Strukturen gewdhrleisten. Auf
Grund des Auftretens von Abschattungseffekten wihrend des Beschichtungsprozesses mit
der Kathodenzerstiubungsanlage (Sputter Coater) nimmt die Dicke der Titanschicht mit
steigender Strukturtiefe etwas ab. Dies stellt jedoch keine signifikante Verminderung der
Probenqualitidt dar, da das Vorliegen einer insgesamt kontinuierlichen Titanbeschichtung

erhalten bleibt.

4.1.3 Bestimmung der Benetzbarkeit und der Oberflichenenergie

Die Benetzbarkeit von Oberflichen (Hydrophobie) sowie die Oberflichenenergie sind

wichtige physiko-chemische Messgroflen der Materialanalytik, welche sowohl durch
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chemische als auch topographische Oberflicheneigenschaften beeinflusst werden kdnnen
und iiberdies Auswirkungen auf das zelluldre Verhalten besitzen [46]. Zur Bestimmung
dieser Parameter wurden auf der planaren und den pfostenstrukturierten Oberflichen
vergleichende Kontaktwinkelmessungen mit Hilfe eines Goniometers (DIGIDROP, GBX
Instrumentation Scientifique) durchgefiihrt, welche Aufschluss iiber den Einfluss der
Mikrotopographie der Titanoberflichen auf deren Benetzbarkeit und Oberfldchenenergie
geben sollen. Fiir die grabenstrukturierte Oberfliche G-2-2 war die Bestimmung dieser
Parameter nicht moglich, da hier eine anisotrope Benetzbarkeit auftrat, welches eine
korrekte Auswertung verhinderte.

Die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen mit destilliertem Wasser sind in Abb. 10
dargestellt. Die planare Referenzoberfliche (Ti-Ref) weist einen Wasserkontaktwinkel von
83,7 © auf. Im Vergleich dazu ist der Kontaktwinkel fiir SU-8 3x3 und SU-8 5x5 mit
jeweils 128,4 ° und 122,6 ° signifikant hoher. Im Allgemeinen werden Oberflichen mit
einem Kontaktwinkel von <90 ° gegeniiber Wasser als hydrophil und solche mit einem
Winkel von >90 ° als hydrophob angesehen [46][109]. Dies impliziert, dass die planare
Titanoberflache folglich einen hydrophileren Charakter besitzt, hingegen beide
Pfostenstrukturen (SU-8 3x3 und 5x5) auf Grund ihrer Oberfldchentopographie eine

hohere Hydrophobie aufweisen.

Oberflichenbenetzbarkeit
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Kontaktwinkel Wasser [°]

Ti-Ref SU-8 3x3 SU-8 5x5

Abb. 10: Bestimmung des Wasserkontaktwinkels auf mikrostrukturierten Titanoberflachen (SU-8 3x3 und
SU-8 5x5) im Vergleich zur planaren Referenz (Ti-Ref). Basierend auf der Mikrostrukturierung der
Oberfldache ist die Hydrophobie der Pfostenstrukturen ca. 1,6-mal hoher, als auf der unstrukturierten
Referenzoberfliche (MW + SD, ***p < 0,001, ungepaarter ¢-Test, n = 5). (DIGIDROP, GBX Instrumentation
Scientifique) (in Kooperation mit der Groupe de Recherche sur les Biomatériaux, INSERM UI00S,
Universitdt Lille, Frankreich, Prof. H. F. Hildebrand, Dr. Feng Chai).

-55-



Ereebnisse

Die Berechnung der Oberfliachenenergie erfolgte mittels Owens and Wendt’s Model nach
Bestimmung der Kontaktwinkel gegeniiber Aqua dest., Diiodmethan und Formamid. Die
Ergebnisse aus dieser Berechnung sind in Abb. 11 dargestellt.

Dabei weist die planare Referenzoberfliche (Ti-Ref) die hochsten Werte sowohl fiir die
Oberflidchenenergie (37,3 mJ/mz), als auch fiir die polare (3,2 mJ/mz) und die dispersive
Komponente (34,1 mJ/m?) auf. Im Gegensatz dazu ist die Oberflichenenergie der beiden
mikrostrukturierten Pfostenoberflichen deutlich geringer. Hier zeigen sich Werte von
25,4 mJ/m’ fiir SU-8 3x3 und 25,5 mJ/m’ fiir SU-8 5x5. Dabei ist der Anteil der polaren
Komponente bei SU-8 3x3 hoher als bei SU-8 5x5.

Oberflichenenergie
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Abb. 11: Berechnung der Oberflichenenergie der mikrostrukturierten Titanoberflichen aus
Kontaktwinkelmessungen. Im Vergleich zur planaren Titan-Referenz, ist die Oberflichenenergie als auch der
Anteil der polaren Komponente auf den Oberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 deutlich reduziert (MW + SD,
n =5) (DIGIDROP, GBX Instrumentation Scientifique(in Kooperation mit der Groupe de Recherche sur les
Biomatériaux, INSERM U1008, Universitdt Lille, Frankreich, Prof. H. F. Hildebrand, Dr. Feng Chai).

4.2 Zellbiologische Untersuchungen

Fir die Charakterisierung der Zellphysiologie von MG-63 Osteoblasten auf
mikrostrukturierten  Titanoberflaichen wurde ein umfangreiches Spektrum an
zellbiologischen  Untersuchungen  durchgefiihrt. Diese umfassen die Analyse
morphologischer Parameter, wie Zellmorphologie, Zellfliche und Zellausrichtung. Dariiber
hinaus wurde die Zelladhdsion und die Formation von Fokalkontakten anhand des

Adapterproteins  Vinkulin untersucht, ebenso erfolgten Expressionsanalysen der
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Integrinrezeptoren sowie die Untersuchung des Proliferationsverhaltens und der
Expression knochenspezifischer Matrixproteine. Im Fokus der Untersuchungen stand die
Ausbildung von intrazelluldren Strukturen, insbesondere das Aktinzytoskelett, dessen
Ausbildung und Organisation eingehend analysiert und quantifiziert wurde.

Auf Grund der Limitation an Probenmaterial hinsichtlich Menge und zeitlicher
Verfiigbarkeit im Falle der grabenstrukturierten Oberfliche G-2-2, waren einige wenige

der zellbiologischen Versuche fiir diese Oberfldche lediglich eingeschrinkt durchfiihrbar.

4.2.1 Zellmorphometrische Analyse

Zellen besitzen die Fihigkeit sensitiv auf die Oberflichentopographie eines Materials zu
reagieren und in Abhiéngigkeit dieser mit entsprechend morphologisch-funktionellen
Anderungen zu reagieren. Spezifische zellmorphologische Parameter resultieren dabei aus
der Adaption der Zellen an ihre Umgebung, welches wiederum mit funktionellen
Anderungen in Zusammenhang steht (Phinotyp-Funktions-Beziehung). Daher bietet die
Auswertung zellmorphometrischer Parameter einen umfassenden Ansatz um Zell-Material-
Interaktionen zu analysieren.

Das folgende Kapitel beschiftigt sich mit der morphometrischen Untersuchung von MG-
63 Osteoblasten in Abhingigkeit geometrisch definierter Mikrostrukturen von

Titanoberfldchen.

4.2.1.1 Zellmorphologie auf mikrostrukturierten Titanoberflichen

Die Morphologie von MG-63 Osteoblasten wurde nach einer Kultivierungszeit von 30 min
und 24 h auf den mikrostrukturierten Titanoberflachen vergleichend zur planaren
Kontrolloberflache Ti-Ref mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht.
Die Ergebnisse dieser rasterelektronemikroskopischen Betrachtungen sind im Folgenden

dargestellt.

Zellmorphologie nach 30 min:
Die Analyse der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen nach 30 min zeigt deutliche

Unterschiede in der Morphologie der MG-63 Zellen auf geometrisch mikrostrukturierten
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Titanoberflichen (G-2-2, SU-83x3 und SU-85x5) im Vergleich zur planaren
Referenzoberfliche (Ti-Ref).

Bereits nach einer relativ kurzen Kultivierungszeit von 30 min auf den Titanoberflichen
sind die Zellen auf der planaren Referenz und auch auf der Grabenstruktur (G-2-2) etwas
stiarker ausgebreitet als auf den Pfostenoberflichen (sieche Abb. 12). Dabei kommt es bei
den Zellen, welche auf der planaren Oberfldche kultiviert wurden bereits zur Ausbildung
erster Filopodien. Verglichen dazu sind die Zellen auf den Pfostenoberflichen SU-8 3x3
und SU-8 5x5 nicht so stark ausgebreitet. Sie besitzen noch einen weitgehend kugeligen

Phinotyp, mit welchem sie der Pfostenoberfldche aufliegen.
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Ubersicht (500 x) VergroBerung (2.000 x) VergroBerung (10.000 x)

Abb. 12: Rasterelektronemmikroskopische Aufnahmen der Zellmorphologie von MG-63 Osteoblasten nach
30 min Kultivierungszeit auf mikrostrukturierten Titanoberflichen. (FE-SEM Supra 25, Carl Zeiss AG, 30 °-
Aufnahmen) (in Kooperation mit dem Institut fiir Gerdtesysteme und Schaltungstechnik, Universitdt Rostock,
Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von R. Lange).

Zellmorphologie nach 24 h:

Nach einer Kultivierungszeit von 24 h werden die bereits anfinglich beobachteten
zellmorphologischen Unterschiede noch deutlicher sichtbar (sieche Abb. 13).

Die Zellen auf der planaren Oberfliche (Ti-Ref) sind sehr gut ausgebreitet. Sie besitzen
einen flachen und Osteoblasten-typischen Phédnotyp und adhédrieren mit der gesamten

Zellfliche eng an der Titanoberflache. Im Gegensatz dazu ist die Zellfliche der MG-63
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Osteoblasten, welche auf den mikrostrukturierten Titanoberfliachen G-2-2, SU-8 3x3 und
SU-8 5x5 gewachsen sind, deutlich kleiner.

Auch die Zellform der Osteoblasten ist in Abhédngigkeit der Mikrostruktur der Oberflidche
verdandert. Verglichen zur planaren Referenz (Ti-Ref) besitzen die MG-63 Zellen sowohl
auf der Grabenoberfliche G-2-2 als auch auf den SU-8 Pfostenoberflichen einen
langgestreckten Phédnotyp mit langen Zellausldufern, welche sich entlang der Griben
orientieren bzw. auf den Pfostenoberflichen in einem Winkel von 45° und 90° zu den
Pfosten ausgerichtet sind [54]. Interessanterweise wird diese Zellelongation durch alle
Mikrostrukturen - unabhingig von deren spezifischer Geometrie (Graben gegeniiber

Pfosten) - induziert.
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Ubersicht (500 x) VergroBerung (2.000 x) VergroBerung (10.000 x)
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Abb. 13: REM-Darstellung der Zellmorphologie von MG-63 Zellen nach 24h auf definiert
mikrostrukturierten Titanoberfldchen. Im Gegensatz zu Ti-Ref adhérieren die Zellen auf den Mikrostrukturen
G-2-2, SU-8 3x3 und SU-8 5x5 ausschlieflich auf den Plateaus der Griben und Pfosten. Lediglich die
Filopodien erreichen die Probenunterseite (FE-SEM Supra 25, Carl Zeiss AG) (in Kooperation mit dem
Institut fiir Gerdtesysteme und Schaltungstechnik, Universitit Rostock, Abbildungen mit freundlicher
Genehmigung von R. Lange).

Hinsichtlich der Zelladhision ist ersichtlich, dass die MG-63 Osteoblasten auf den
mikrostrukturierten Titanoberflichen fast ausschlieflich auf den Plateaus der
Mikrostrukturen adhirieren; hier begrenzt sich die Adhésion auf die Plateaus der Grédben
(bei G-2-2) sowie auf die Pfostenplateaus. Lediglich einzelne Filopodien sind fahig die

Pfostenzwischenrdume zu passieren und somit die Probenunterseite zu erreichen. Dies ist
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im vertikalen Querschnitt (Z-Schnitt) der Zellen auf den Pfostenoberflachen SU-8 3x3 und
SU-8 5x5 deutlich zu erkennen (siche Abb. 14).

EMZUniRo

Abb. 14: REM-Aufnahmen der Zellmorphologie von MG-63 Osteoblasten auf SU-8 3x3 und SU-8 5x5 nach
24 h inklusive Z-Schnitt (rechts). Im Z-Schnitt wird deutlich, dass die Zellkorper ausschlieBlich auf der
Pfostenoberfliche adhiriert (DSM 960 A, Carl Zeiss AG, links: 50 °-Aufnahme).

4.2.1.2 Zeitabhidngige Untersuchung der Zellausbreitung

Die Ausbreitung von Zellen (Spreading) ist ein zeitabhédngiger Prozess. Um den Einfluss
der Mikrostruktur von Titanoberflichen auf das zeitliche Ausbreitungsverhalten von MG-
63 Osteoblasten zu untersuchen, wurden die Zellen nach 10 min, 30 min, 60 min, 3 h und
24 h Kultivierungsdauer auf den mikrostrukturierten Titanoberflichen mikroskopisch
analysiert, deren Zellfldche anschlieBend quantifiziert und vergleichend ausgewertet.

Fir die Grabenstruktur G-2-2 war die Auswertung der Zellfliche lediglich nach 24 h
moglich. Daher sind diese Ergebnisse gesondert dargestellt (siehe Abb. 17 + Abb. 18).
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Zeitabhdngiges Spreading auf SU-8 Pfostenoberfldichen

Die konfokalmikroskopische Analyse des zeitlichen Ausbreitungsverhaltens von MG-63
Osteoblasten auf mikrostrukturierten Pfostenoberflichen und der planaren Referenz ist in
Abb. 15 dargestellt. Diese zeigt, dass sich die Zellen auf allen Titanoberflichen in
Abhidngigkeit der Zeit zunehmend ausbreiten, verdeutlicht an der Vergroferung der
Zellfliche mit wachsender Zeit.

Beim Vergleich der mikrostrukturierten Oberflichen untereinander ist jedoch schon bei der
subjektiven Betrachtung der konfokalmikroskopischen Aufnahmen ein vermindertes
Spreading der MG-63 Zellen auf den Pfostenoberflichen auf SU-8 3x3 und SU-8 5x5 im
Vergleich zur planaren Referenz (Ti-Ref) zu erkennen. Diese Unterschiede im
Ausbreitungsverhalten zeichnen sich bereits nach einer Kultivierungsdauer von 60 min ab
und werden mit zunehmender Zeit noch deutlicher sichtbar. Nach 24 h ist zu erkennen,
dass die MG-63 Osteoblasten auf der planaren Kontrolloberflidche fast doppelt so gro3 sind
wie auf den Pfostenoberflichen. Beim Vergleich der beiden Pfostenstrukturen SU-8 3x3
und SU-8 5x5 sind dabei jedoch keine nennenswerten Unterschiede hinsichtlich des

zeitlichen Ausbreitungsverhaltens der Zellen zu beobachten.
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Ti-Ref SU-8 3x3 SU-8 5x5

Abb. 15: Zeitabhingiges Spreading von MG-63 Osteoblasten auf mikrostrukturierten Oberflachen (SU-8 3x3
und SU-8 5x5) nach 10 min bis 24 h Kultivierungsdauer im Vergleich zur planaren Referenzoberfliche (Ti-
Ref) (PKH-26 Firbung, LSM 410, Carl Zeiss AG).
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Die Beobachtungen aus den konfokalmikroskopischen Aufnahmen werden durch die
anschliefende quantitative Auswertung verifiziert (siche Abb. 16).

Wird die Ausbreitung von MG-63 Osteoblasten in Abhdngigkeit der Zeit betrachtet, so
zeigen die Ergebnisse der Zellflichenanalyse, dass wihrend des Kultivierungszeitraums
von 10 min bis 24 h sowohl auf den mikrostrukturierten Titanoberflichen SU-8 3x3 und
SU-8 5x5 als auch auf der planaren Referenz Ti-Ref eine gleichermaBlen zunehmende
Zellausbreitung stattfindet, repriasentiert durch die stetig wachsende Zellfliche der MG-
Osteoblasten mit steigender Kultivierungszeit.

Die vergleichende Betrachtung der Zellflichen von MG-63 Osteoblasten in Abhdingigkeit
der Mikrotopographie von Titanoberflichen zeigt deutliche Unterschiede im zelluldren
Ausbreitungsverhalten. Hier 1ist erkennbar, dass bereits beginnend bei einer
Kultivierungsdauer von 60 min eine signifikante Reduktion der Zellfliche auf den
mikrostrukturierten Pfostenoberflichen im Vergleich zur planaren Kontrolloberfliche
vorliegt. Dabei sind die Zellen nach 24 h Kultivierung auf der planaren Referenz mit einer
durchschnittlichen Fliche von 2090,5 um?® sogar mehr als doppelt so groB wie die Zellen
auf den Pfostenoberfldchen, auf welchen die MG-63 Osteoblasten lediglich eine Zellfldche
von 940,4 um® /SU-8 3x3) bzw. 938,9 um® (SU-8 5x5) aufweisen.

Zellausbreitung (Spreading)
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N |
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Abb. 16: Zeitabhidngige Darstellung der Zellausbreitung (Spreading) von MG-63 Osteoblasten auf
mikrostrukturierten Titanoberfldchen (SU-8 3x3 und SU-8 5x5) im Vergleich zur planaren Referenz (Ti-Ref).
(MW = SD; *p < 0,05, ungepaarter #-test, n = 40) Signifikanzen: 10 min: Ti-Ref vs. SU-8 5x5 p < 0,001, SU-
8 3x3 vs. SU-8 5x5 p < 0,001; 60 min: Ti-Ref vs. SU-8 3x3 p < 0,001, Ti-Ref vs. SU-8 5x5 p < 0,001, SU-
8 3x3 vs. SU-8 5x5 p < 0,01; 3 h: Ti-Ref vs. SU-8 3x3 p < 0,001, SU-8 3x3 vs. SU-8 5x5 p < 0,001; 24 h: Ti-
Ref vs. SU-8 3x3 p < 0,001, Ti-Ref vs. SU-8 5x5 p < 0,001) (LSM 410, Carl Zeiss AG).
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Zellausbreitung auf der Grabenoberfldche nach 24 h

Fiir die grabenstrukturierte Titanoberflache G-2-2 erfolgte die Analyse der Zellausbreitung
im Vergleich zu den Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 sowie der planaren
Kontrolloberfldche Ti-Ref auf Grund der mengenmifBigen Limitation an G-2-2 Proben
lediglich nach 24 h. Daher ist diese Auswertung in den folgenden Abbildungen (siehe Abb.
17 + Abb. 18) gesondert aufgefiihrt.

Der konfokalmikroskopischen Betrachtung (siehe Abb. 17) ist zu entnehmen, dass die
MG-63 Zellen auf der Grabenstruktur kleiner sind als auf der planaren Referenz, jedoch
noch immer eine groBere Zellfliche besitzen, als diejenigen, welche auf den

Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 kultiviert wurden.

Abb. 17: Zellausbreitung von MG-63 Zellen nach 24 h auf mikrostrukturierten Titanoberflachen. Im
Gegensatz zur planaren Referenz (Ti-Ref) weisen die Zellen auf allen mikrostrukturierten Oberflidchen eine
verminderte Zellausbreitung auf (PKH-26 Farbung, LSM 410, Carl Zeiss AG).

Die anschlieende quantitative Bestimmung zeigt, dass diese Unterschiede hinsichtlich der
Zellausbreitung signifikant sind (sieche Abb. 18). Die MG-63 Zellen auf der Grabenstruktur
G-2-2 besitzen mit 1383,7 pmz eine signifikant groBere Zellfliche als auf beiden SU-8
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Pfostenoberflachen. Im Vergleich zur planaren Kontrolloberfliche Ti-Ref bleibt die
Zellausbreitung der MG-63 Osteoblasten - wie bereits bei SU-8 3x3 und SU-8 5x5

beobachtet - jedoch geringer.
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Abb. 18: Quantifizierung der Zellausbreitung von MG-63 Zellen nach 24 h auf mikrostrukturierten
Titanoberflachen (G-2-2, SU-8 3x3 und SU-8 5x5) im Vergleich zur planaren Referenz (Ti-Ref). Auf allen
mikrostrukturierten Oberfldchen liegt eine signifikante Reduktion der Zellfliche vor (MW + SD; **p < 0,01,
*##%p < 0,001, ungepaarter #-test, n = 40) (LSM 410, Carl Zeiss AG).

Zusammenfassend wird aus der Analyse des Ausbreitungsverhaltens von MG-63
Osteoblasten ersichtlich, dass auf allen mikrostrukturierten Titanoberflachen, verglichen

mit der planaren Kontrolloberfliche, eine signifikante Reduktion der Zellfldche vorliegt.

4.2.1.3 Bestimmung der Zellausrichtung

Bei der Betrachtung der REM-Aufnahmen der MG-63 Osteoblasten nach 24 h auf den
Titanoberfldchen ist zu erkennen, dass auf allen mikrostrukturierten Oberflichen eine
Ausrichtung der Zellen in Abhingigkeit der Oberflichentopographie stattfindet (sieche Abb.
19). Im Vergleich zur planaren Kontrolloberfliche Ti-Ref, auf welcher die Zellen einen
flachigen Phénotyp ohne bevorzugte Orientierungsrichtung besitzen, sind die MG-63
Osteoblasten sowohl auf der Grabenstruktur G-2-2 als auch auf den Pfostenoberfldchen
SU-8 3x3 und SU-8 5x5 langgestreckt und richten sich in paralleler Orientierung zu den

Griaben bzw. in 45°- und 90°-Winkel zu den Pfosten aus.
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Abb. 19: REM-Aufnahmen der Morphologie von MG-63 Zellen auf Titanoberflichen nach 24 h. Im
Gegensatz zur planaren Referenzoberflidche (Ti-Ref) erfolgt auf allen mikrostrukturierten Oberfldchen (G-2-
2, SU-8 3x3 und SU-8 5x5) eine Ausrichtung der Zellen (FE-SEM Supra 25, Carl Zeiss AG) (in Kooperation
mit dem Institut fiir Gerdtesysteme und Schaltungstechnik, Universitdit Rostock, Abbildungen mit freundlicher
Genehmigung von R. Lange).

Durch die Berechnung des Formfaktors lédsst sich die Zellform und somit die Ausrichtung
der Zellen auf den mikrostrukturierten Oberfldchen quantifizieren (siche Abb. 20).

Der Formfaktor ist hoch (maximaler Wert = 1), wenn die Zelle eine runde Form besitzt und
wird zunehmend kleiner desto polygonaler die Zelle ist.

Zur Berechnung des Formfaktors wurden konfokalmikroskopische Aufnahmen PKH-26-
gefarbter MG-63 Osteoblasten nach 24 h Kultivierung auf den mikrostrukturierten
Titanoberfldachen (siehe Abb. 17) ausgewertet. Die quantitativen Ergebnisse sind in Abb.
20 dargestellt und bestitigen die mikroskopischen Beobachtungen beziiglich des
Vorkommens einer topographisch-induzierten Ausrichtung von MG-63 Zellen auf
mikrostrukturierten Titanoberflachen. Der abnehmende Formfaktor von
0,44 > 0,22 > 0,2 > 0,18 fiir die Zellen auf Ti-Ref > SU-8 5x5 > G-2-2 > SU-8 3x3 belegt,
dass die Zellen auf den mikrostrukturierten Oberflaichen polygonaler sind als auf der
planaren Referenz. Dabei treten beim Vergleich der Mikrostrukturen untereinander

erstaunlicherweise jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Zellform auf, d. h.
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sowohl die Grabenstrukturierung als auch die Pfostenstruktur induzieren die Elongation

von MG-63 Osteoblasten gleichermalien.

Bestimmung der Zellform

0.8
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Abb. 20: Bestimmung der Elongation von MG-63 Osteoblasten nach 24 h auf mikrostrukturierten
Titanoberfldachen. Die Zellform wurde anhand der Berechnung des Formfaktors bestimmt. Umso kleiner der
Formfaktor, desto polygonaler ist die Zellform. Die niedrigeren Werte fiir die Formfaktoren der Zellen auf
den mikrostrukturierten Oberflichen induzieren eine erhohte Elongation dieser Zellen verglichen mit der
planaren Referenz (Ti-Ref) (MW = SD; ***p < 0,001, ungepaarter 7-test, n = 40) (LSM 410, Carl Zeiss AG).

4.2.2 Quantitative Analyse der Zelladhiision

Die Zelladhésion stellt ein wichtiges Ereignis in der initialen Phase der Interaktion
zwischen Zelle und Biomaterial dar.

Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Analyse wurde anhand der Berechnung des
prozentualen Anteils adhdrenter MG-63 Osteoblasten auf mikrostrukturierten
Titanoberflachen die initiale Zelladhidsion nach 10 min bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Abb. 21 dargestellt. Diese zeigen eine verminderte Anzahl adhérenter Zellen auf den
mikrostrukturierten Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 im Vergleich zur planaren
Referenzoberfliche (Ti-Ref). Diese Unterschiede waren jedoch nur marginal und

statistisch nicht signifikant.
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Initiale Zelladhéision

Adhirente Zellen [%]

Ti-Ref G-2-2 SU-8 3x3 SU-8 5x5

Abb. 21: Initiale Zelladhdsion nach 10 min von MG-63 Zellen auf definiert mikrostrukturierten
Titanoberfldchen. Beim Vergleich des prozentualen Anteils adhirenter Zellen auf den Mikrostrukturen liegen
keine signifikanten Unterschiede vor (MW = SD, ungepaarter #-test, n = 4) (FACSCalibur, BD Biosciences).

4.2.3 Untersuchung des Aktinzytoskeletts

4.2.3.1 Organisation des Aktinzytoskeletts

Aktin ist die Hauptkomponente des Zytoskeletts und spielt eine wesentliche Rolle in
diversen zelluldren Prozessen, welche sowohl das morphologische als auch funktionelle
Verhalten der Zellen beeinflussen. Aus diesem Grunde wurde die Formation des
Aktinzytoskeletts in  MG-63  Osteoblasten in  Abhingigkeit von definiert
mikrostrukturierten Oberflachentopographien untersucht.

Die Ausbildung von Aktinfilamenten in MG-63 Zellen nach 24 h auf der planaren Titan-
Referenz und den mikrostrukturierten Titanoberflichen mit Pfosten- (SU-8 3x3 und SU-
8 5x5) und Grabenstruktur (G-2-2) ist in Abb. 22 dargestellt.

Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass das Aktin auf der planaren
Titanoberfldche als ein Netzwerk von langen und gut definierten Aktinfilamenten in den
Zellen organisiert ist. Die Aktinfilamente spannen dabei durch die gesamte Zelle, so wie es
typisch fiir Osteoblasten ist. Im Gegensatz dazu erfolgt auf den mikrostrukturierten
Titanoberflachen die Ausbildung des Aktinzytoskeletts in Anpassung an die jeweilige
Oberflichentopographie. Auf der Grabenstruktur G-2-2 kommt es zu einer parallelen
Orientierung der Aktinfilamente mit periodischer Ausrichtung entlang der einzelnen

Kanten des Grabenprofils. Auf den Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-5x5 hingegen
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liegt das Aktin nicht in Form langer Filamente vor, sondern lediglich als kurze
Aktinfasern, welche sich in irregulidrer Verteilung auf den Pfostenstrukturen befinden.
Dabei ist eine starke Akkumulation der Aktinfragmente auf den Plateaus und Kanten der

Pfosten zu verzeichnen, welche die darunter liegende Oberflachenstrukturierung reflektiert.
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Ubersicht Vergrofierung Reflexionsmodus

P
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Abb. 22: Formation des Aktinzytoskeletts in MG-63 Osteoblasten nach 24 h. Auf der planaren
Referenzoberfliche (Ti-Ref) sowie der Grabenstruktur G-2-2 ist das Aktin in definierten Stressfasern
organisiert. Auf den Pfostenstrukturen SU-8 3x3 and SU-8 5x5 hingegen ist eine starke Akkumulation kurzer
Aktinfilamente auf den Plateaus und Kanten der Pfosten zu sehen (LSM 410, Carl Zeiss AG, griin: Reflexion
der Oberfliche, rot: phalloidin-TRITC fiir Aktin).
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Um zu iiberpriifen, ob diese beobachtete spezifische Organisation des Aktinzytoskeletts
auf den Pfostenoberfldchen innerhalb der gesamten Zelle vorkommt oder lediglich auf die
Ebene der Pfosten beschriankt ist, wurden mehrere horizontale Querschnitte der MG-63
Zellen (Z-Stapel) angefertigt, welches repridsentativ in Abb. 23 dargestellt ist. Wie die
Auswertung dieses Z-Schnittes eines MG-63 Osteoblasten auf der Pfostenoberfliche SU-
8 5x5 verdeutlicht, ist die Ausbildung der kurzen Aktinfasern ausschlieBlich
eindimensional auf die Pfostenebene begrenzt. Wie in der basalen Aufnahme zu erkennen

ist, bleibt dabei die Fihigkeit der Zelle lange Aktinfilamente auszubilden weiterhin

erhalten.

. median

Abb. 23: Lokale Verteilung der Aktinfilamente in MG-63 Osteoblasten auf SU-8 5x5 nach 24 h im Z-
Schnitt. Deutlich zu erkennen ist die eindimensionale Konzentration der kurzen Aktinfragmente in der
apikalen Zellebene auf dem Pfosten (LSM 410, Carl Zeiss AG).

Um zu erfassen, ab welchem Zeitpunkt die Ausbildung der kurzen Aktinfragmente auf den
Pfostenoberfliche = beginnt, wurde das Aktin nach 30min gefiarbt. Die
konfokalmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass in den MG-63 Osteoblasten auf den
Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 das Aktin bereits nach 30 min beginnt, sich
auf den Pfostenplateaus und -kanten in Form von kurzen Fragmenten zu formieren und

dort zu akkumulieren (siche Abb. 24).
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SU-8 3x3 SU-8 5x5

Abb. 24: Aktinfilamentformation in MG-63 Osteoblasten nach 30 min. Bereits nach 30 min ist auf den
Oberflachen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 eine beginnende Akkumulation von Aktinfasern auf den Pfosten zu
beobachten (LSM 410, Carl Zeiss AG, griin: Reflexion der Oberfliche, rot: phalloidin-TRITC fiir Aktin).

4.2.3.2 Quantifizierung der Aktinfilamentformation mit FilaQuant

Die quantitative Auswertung des Aktinzytoskeletts in MG-63 Osteoblasten wurde mit
Hilfe der eigens dafiir, neu entwickelten Software FilaQuant (Dr. rer. nat. Harald Birkholz,
Institut ~ fiir =~ Mathematik)  durchgefiihrt ~ [102][103][104]. Auf Basis der
konfokalmikroskopischen Aufnahmen erfolgte zuerst die automatische Erkennung der
Aktinfilamente (siehe Abb. 25) und anschlieBend deren Quantifizierung (siehe Tab. 7).

In Abb. 25 sind die konfokalmikroskopischen Aufnahmen des Aktinzytoskeletts den durch
die Software prozessierten Abbildungen gegeniiber gestellt. Bei der vergleichenden
Betrachtung dieser Abbildungen ist zu erkennen, dass die Software die Aktinformation auf
den mikrostrukturierten Titanoberflichen reprédsentativ widerspiegelt. Somit ist die
Grundvoraussetzung fiir die sich anschlieBende Quantifizierung gegeben.

Bereits bei der ersten Betrachtung der prozessierten Aufnahmen ist die Ausbildung der
stark verkiirzten Aktinfilamente auf den Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 im
Vergleich zu den langen Aktinfilamenten auf der planaren Kontrolloberfliche Ti-Ref

sowie der Grabenstruktur G-2-2 deutlich auffallend.
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Ti-Ref

G-2-2

SU-8 3x3

SU-8 5x5

Abb. 25: Quantifizierung der Aktinfilamentformation. Linke Spalte: konfokalmikroskopische Aufnahmen
(LSM 410, Carl Zeiss AG), rechte Spalte: automatisch prozessierte Bilder der FilaQuant Software. Die
Aktinfilamente sind als farbige Linien dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die stark reduzierte Filamentlinge
auf den Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 (Pfeile).
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Die Ergebnisse der Quantifizierung der Aktinfilamentformation sind in folgender Tabelle
aufgefiihrt (siehe Tab. 7). Die Daten resultieren aus der Auswertung der entsprechenden

konfokalmikroskopischen Aufnahmen durch die FilaQuant Software (siehe Abb. 21).

Tab. 7: Quantitative Auswertung der Aktinfilamentformation in MG-63 Osteoblasten auf mikrostrukturierten
Titanoberflichen nach 24 h. Im Vergleich zu Ti-Ref ist auf den Pfostenoberflichen die maximale, die
durchschnittliche als auch die gesamte Filamentlinge drastisch reduziert. Der niedrige Wert fiir die
Orientierungsverteilung fiir G-2-2 verdeutlicht die Ausrichtung und Orientierung der Zellen entlang der
Grabenstrukturen (MW =+ SD, ungepaarter #-test, n = 30).

Ti-Ref G-2-2 SU-8 3x3 SU-8 5x5
Anzahl der Filamente 1143390  38,6+21,7  447+204°  495+11,7
Gesamtfilamentlinge [um)] 11263 £353,0 494,9+2442“ 1304 +70,*" 161,2 +450“
Durchschnittliche Filamentlinge 10,0+13 13,2 £2.2° 2,8 +0,6% 3,2 +0,.3%
[um]
Maximale Filamentléinge [um] 166,4 + 26,7 53,6 £ 19,0° 12,4 + 6,6 8,1 +2,6%
Orientierungsverteilung [°] 20,9 + 3,4 9,0 +2,8° 24,2 +1,8% 26,0 + 1,5

a..***p < 0,001 vs. Ti-Ref; b...¥*¥p < ,.001 vs. G-2-2; c...*p < 0,05 vs. Ti-Ref ; d...¥*p < 0,01 vs. G-2-2

Die quantitative Auswertung der Aktinfilamentformation zeigt, dass im Vergleich zur
planaren Kontrolloberfliche Ti-Ref auf allen mikrostrukturierten Titanoberflachen eine
signifikante Abnahme in der Anzahl der Aktinfilamente zu verzeichnen ist.

Dariiber hinaus sind sowohl die gesamte- als auch die maximale Filamentldnge auf allen
mikrostrukturierten Oberflichen stark signifikant reduziert mit einer entsprechenden
Abnahme von Ti-Ref > G-2-2 > SU-8 5x5 > SU-8 3x3 bzw. Ti-Ref > G-2-2 > SU-
8 5x5 > SU-8 3x3. Dabei ist die maximale Filamentldnge auf der planaren Referenz ca. 12-
mal grofler als auf den Pfostenoberflichen. Auch die durchschnittliche Léange der
Aktinfilamente ist auf den Pfostenoberflaichen mit 2,8 um fiir SU-8 3x3 und 3,2 um fiir
SU-8 5x5 signifikant kleiner als bei Ti-Ref (10,0 um) und der Grabenstruktur G-2-2
(13,2 um).

Die Orientierung der Aktinfilamente in den Zellen in Abhingigkeit der
Oberflachenstruktur wird durch den Parameter Orientierungsverteilung beschrieben. Hier
zeigt sich fiir die Grabenstruktur G-2-2 ein geringer Wert von 9,0 °. Dies induziert, dass
die Aktinfilamente der Zellen auf G-2-2 eine spezielle Orientierungsrichtung bevorzugen,

namlich - wie aus den konfokalmikroskopischen Aufnahmen ersichtlich ist - entlang der
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Kanten der einzelnen Grabenprofile (siehe Abb. 22). Im Gegensatz dazu ist der
entsprechende Wert fiir Ti-Ref mit 20,9 ° hoher, jedoch noch immer statistisch kleiner als
fir die Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5, welche mit 24,2 ° und 26,0 ° die
hochsten Werte fiir die Orientierungsverteilung aufweisen. Diese hohen Werte spiegeln
den zunehmenden Verlust der Ausrichtung von Aktinfilamenten auf den
Pfostenoberflichen wider und charakterisieren das Vorliegen einer weitgehend uniformen
Verteilung der Aktinfasern, ohne dass eine spezielle Vorzugsrichtung existiert.

Interessanterweise ist jedoch trotz der deutlich abweichenden Ausbildung des
Aktinzytoskeletts auf den Pfostenoberflichen verglichen mit der Grabenoberfliche die
Orientierung der Zellen auf SU-8 3x3 und SU-8 5x5 vergleichbar mit der auf G-2-2 (siche
Ergebnisse aus Kapitel 4.2.1.3), d. h. obwohl die Zellen auf den Pfosten nur kurze, lokal
angeordnete, unorientierte Aktinfragmente aufweisen, sind die Zellen in der Lage sich

auszurichten und einen elongierten Phinotyp auszuprégen.

4.2.3.3 Proteinexpression von B-Aktin

Zur quantitativen Bestimmung der Expression des Proteins 3-Aktin in MG-63 Osteoblasten
in Abhingigkeit der Mikrostruktur von Titanoberflachen wurde nach 24 h eine Western
Blot Analyse durchgefiihrt, welche anschlieBend densitometrisch ausgewertet wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dass die B-Aktin-Expression, im Vergleich zur planaren
Referenzoberfliche (Ti-Ref), auf beiden SU-8 Pfostenoberflichen signifikant reduziert ist
(siehe Abb. 26). Dabei ist auf SU-8 5x5 die insgesamt niedrigste Proteinexpression von B3-
Aktin zu verzeichnen. Verglichen mit der Pfostenoberflache SU-8 3x3 ist diese Reduktion

jedoch nicht signifikant.
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Abb. 26: Densitometrische Analyse der Proteinexpression von B-Aktin in MG-63 Osteoblasten nach 24 h. Im
Vergleich zur planaren Kontrolloberfliche Ti-ref ist die 3-Aktin-Expression auf den Pfostenoberflichen SU-
8 3x3 and SU-8 5x5 signifikant reduziert (MW +SD, **p < 0,01, ungepaarter #-test, n=3) (Molecular
Imager® ChemiDoc™ XRS, Quantity One® 1-D analysis software, Bio-Rad).

4.2.4 Adaption der Aktinformation an die Oberfldchentopographie - Ursachen

Die deutlich gezeigte Adaption der Aktinfilamentformation in MG-63 Osteoblasten an die
Mikrostruktur der Pfostenoberflichen (SU-8 3x3 und SU-8 5x5) wirft die Frage auf,
welche moglichen Phianomene als ursdchlich dafiir in Betracht gezogen werden konnten.
Um sich der Beantwortung dieser Frage zu nihern, wurden die in diesem Kapitel
aufgefilhrten  Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl mdgliche
zellbiologische (sieche Kapitel 4.2.4.1 wund 4.24.2) als auch physikalische
Einflussparameter fiir die topographisch-induzierte Formation der Aktinfilamente
analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden jeweils exemplarisch an der
Pfostenoberfliche SU-8 5x5 im Vergleich zur planaren Kontrolloberflaiche Ti-Ref
dargestellt.

4.2.4.1 Lokalisation von B1-Integrin

Integrinrezeptoren sind wesentliche Bestandteile in Fokaladhédsionen und stehen mit Hilfe
von spezifischen Adaptorproteinen in Verbindung mit dem Aktinzytoskelett. Um einen
moglichen Zusammenhang zwischen der beobachteten Akkumulation der Aktinfilamente

auf den Pfostenoberflidchen (siehe Abb. 22) und der Lokalisation von Integrinrezeptoren zu
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untersuchen, erfolgte eine exemplarische Analyse des B1-Integrinrezeptors auf der
Pfostenoberfliche SU-8 5x5 mit Hilfe der Konfokalmikroskopie. In Abb. 27 ist die
Verteilung der B1-Integrin-Untereinheit nach 24 h in MG-63 Osteoblasten auf SU-8 5x5 im
Vergleich zur planaren Referenz (Ti-Ref) dargestellt. Die konfokalmikroskopischen
Aufnahmen zeigen, dass sowohl auf Ti-Ref als auch auf der Mikrostruktur SU 8 5x5 eine
homogene Verteilung des Bl-Integrinrezeptors vorliegt. Insbesondere bei der
vergleichenden Betrachtung der apikalen (auf Ebene der Pfosten ) und basalen Zellebene
auf SU-85x5 lassen sich keine Unterschiede im Verteilungsmuster des B1-
Integrinrezeptors innerhalb der gesamten Zelle erkennen; es kommt zu keiner

Akkumulation von B1-Integrin auf den Pfosten.

SU-85x5 ] su-85xs
(apikal) - o (basal)

Abb. 27: Lokalisation des B1-Integrinrezeptors in MG-63 Osteoblasten nach 24 h auf der planaren
Referenzoberfliche (Ti-Ref) und der Pfostenoberfliche SU-8 5x5 (in apikaler und basaler Zellebene). Auf
beiden Oberflichen ist eine homogene Verteilung des B1-Integrinrezeptors zu erkennen (LSM 410,
Carl Zeiss AG).

4.2.4.2 Einfluss durch adsorbierte Proteine

Bevor Zellen an einer Oberfldache adhérieren und sich ausbreiten, kommt es zur Adsorption
von extrazelluliren Matrixproteinen, welche als Liganden fiir die Ausbildung von
Fokalkontakten dienen, die wiederum mit dem Aktinzytoskelett in Verbindung stehen. Um
zu untersuchen, ob es zu einer Akkumulation solcher im Serum vorkommender
Matrixproteine, wie Vitronektin oder Laminin, auf den Pfostenoberflichen kommt, welche
ursidchlich fiir die spezifische Formation der Aktinfilamente sein konnte, wurde der

Zellversuch ohne Zusatz von Serum (FKS) durchgefiihrt.
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Die konfokalmikroskopische Aufnahmen des Aktinzytoskeletts von MG-63 Osteoblasten
auf der Pfostenoberfliche SU-8 5x5 nach 24-stiindiger Kultivierung ohne Serum (siche
Abb. 28) belegen, dass die Aktinformation phinotypisch derer entspricht, welche sich auch
mit Zusatz von Serum zeigt (sieche Abb. 22); d. h. die Akkumulation kurzer Aktinfilamente
auf den Pfostenplateaus und -kanten wird trotz Fehlens der im Serum befindlichen
Matrixproteine induziert.

Die Fihigkeit der Zellen lange Aktinfasern auszubilden bleibt auch ohne Serumzusatz
erhalten, wie die konfokalmikroskopische Aufnahme auf der Kontrolloberfliche Ti-Ref
zeigt; hier kommt es - wie unter der Zugabe von Serum - zur typischen Ausbildung der

langen Aktinfilamente.

SU-8 5x5

Abb. 28: Formation des Aktinzytoskeletts in MG-63 Osteoblasten nach 24 h Kultivierung ohne Zusatz von
Serum (FKS) auf der Pfostenstruktur SU-8 5x5 und planaren Referenzoberfliche (Ti-Ref). Auch ohne
Serumzusatz bleibt die Akkumulation kurzer Aktinfilamente auf den Plateaus und Kanten der Pfosten
erhalten (LSM 410, Carl Zeiss AG, griin: Reflexion der Oberflédche, rot: phalloidin-TRITC fiir Aktin).

4.2.4.3 Einfluss durch Oberflichenchemie — Titan gegen Silizium

Es ist bekannt, dass die Oberflichenchemie einen wesentlichen Einfluss auf das
zellbiologische Verhalten hat. Um zu differenzieren, ob die spezifische Ausbildung der
Aktinformation in MG-63 Osteoblasten auf den Pfostenoberflichen auf Grund der
Oberflichenchemie, d. h. speziell durch Titan und dessen individuellen elektrochemischen
Eigenschaften zustande kommt, wurde eine vergleichende Analyse der Ausbildung des
Aktinzytoskeletts auf einer - der SU-8 5x5 Titanoberfldche - identisch pfostenstrukturierten
Siliziumoberfldche (Si-5x5) untersucht (siehe Abb. 29). Als Referenz diente in diesem Fall

eine planare Siliziumoberfliche.
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Die Ergebnisse der Konfokalmikroskopie zeigen, dass sich auf der pfostenstrukturierten
Siliziumoberfliche Si-5x5 die gleiche phinotypische Aktinformation in Form kurzer
Aktinfilamente, konzentriert auf den Pfostenplateaus und -kanten, wie auf der
pfostenstrukturierten Titanoberflache SU-8 5x5 ausbildet. Dabei bleibt die Fihigkeit der
MG-63 Zellen lange Aktinfilamente auszubilden weiterhin erhalten, wie die Aufnahmen

auf der planaren Kontrolloberfldache Si-Ref belegen.

Abb. 29: Formation der Aktinfilamente in MG-63 Osteoblasten nach 24 h Kultivierung auf einer mit SU-8
5x5 identisch pfostenstrukturierten Siliziumoberflidche (Si-5x5) im Vergleich mit planarer Siliziumreferenz
(Si-Ref). Es zeigt sich deutlich eine iibereinstimmende phénotypische Ausbildung des Aktinzytoskeletts auf
Si-5x5 wie auf der pfostenstrukturierten Titanoberfliche SU-8 5x5 (LSM 410, Carl Zeiss AG, griin:
Reflexion der Oberfliche, rot: phalloidin-TRITC fiir Aktin).

4.2.4.4 Mechanischer Einfluss durch Gravitation

Um zu untersuchen, ob die Akkumulation der Aktinfilamente auf den Pfostenplateaus und
-kanten durch dortiges lokales Eindriicken der Zellmembran, wiederum verursacht durch
die Gravitation und der damit auf die Zelle einwirkenden mechanischen Krifte bedingt ist,
wurde ein Versuchsansatz erstellt, um diesen Gravitationseinfluss auf die Zellen und somit
auf die Aktinfilamentformation weitgehend auszuschlieBen. Dazu wurden die Zellen
entgegen der Gravitation kultiviert (sieche Kapitel 3.2.8.1) und das Aktinzytoskelett nach
24 h konfokalmikroskopisch ausgewertet (sieche Abb. 30).
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Abb. 30: Konfokalmikroskopische Darstellung des Aktinzytoskeletts in MG-63 Zellen nach 24 h
Kultivierung entgegen der Gravitation. Es ist zu erkennen, dass die Konzentration der Aktinfasern auf den
Pfostenplateaus der mikrostrukturierten Titanoberfliche SU-8 5x5 erhalten bleibt (LSM 410, Carl Zeiss AG,
griin: Reflexion der Oberflidche, rot: phalloidin-TRITC fiir Aktin).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die hier untersuchten Einflussgroen sich als nicht
ursidchlich fiir die adaptierte Aktinfilamentformation auf den Pfostenoberflichen
herausgestellt haben. Hier konnte weder eine entsprechende lokale Konzentration der
zellbiologischen =~ Komponenten, wie  Bl-Integrinrezeptor oder  extrazellulire
Matrixproteine, nachgewiesen werden noch sind physikalisch-chemische Effekte, wie
Materialspezifitit oder allgemeine Gravitationseffekte fiir die Akkumulation der
Aktinfasern auf den Pfostenplateaus und -kanten der mikrostrukturierten

Pfostenoberflichen verantwortlich.

4.2.5 Analyse von Komponenten des Fokalen Adhdsionskomplexes

4.2.5.1 Formation von Vinkulinkontakten

Vinkulin ist ein prominentes Adapterprotein in den Fokalen Adhidsionskomplexen der
Zelle und kann somit reprisentativ fiir die Analyse von Fokalkontakten herangezogen
werden. Die Untersuchung der Expression von Vinkulin auf mikrostrukturierten
Titanoberflichen nach 24 h lassen deutliche Unterschiede in der Formation und
Lokalisation der Vinkulinkontakte auf den mikrostrukturierten Titanoberflichen SU-8 3x3
und SU-8 5x5 verglichen mit der planaren Kontrolloberfldche (Ti-Ref) erkennen.

Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen von Vinkulin nach 24 h in MG-63 Osteoblasten

zeigen auf Ti-Ref die Formation langer, fibrilldrer Vinkulinkontakte, welche sich vorrangig
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im peripheren Bereich der Zellen befinden (sieche Abb. 31). Auf den mikrostrukturierten
Pfostenoberflichen hingegen bilden die MG-63 Zellen punktuelle und geclusterte
Vinkulinkontakte aus, welche hauptsidchlich auf den Pfostenplateaus sowie an den Kanten

der Pfosten konzentriert sind.

SU-8 3x3

Abb. 31: Formation und Verteilung von Vinkulinkontakten in MG-63 Osteoblasten nach 24 h auf
mikrostrukturierten  Titanoberflichen (SU-83x3 und SU-85x5) im Vergleich zur planaren
Kontrolloberfliche Ti-Ref. Auf Ti-Ref bildet Vinkulin fibrillire Adhésionskontake, welche randstindig
lokalisiert sind (siehe Pfeil). Auf SU-8 3x3 und SU-8 5x5 kommt es zur punktuellen Ausbildung von
Vinkulinkontakten mit einer Clusterung auf den Pfostenplateaus und -kanten (siehe Pfeil) (LSM 410,
Carl Zeiss AG).
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4.2.5.2 Bestimmung der Proteinexpression von Vinkulin

Die Quantifizierung der Proteinexpression des Vinkulins erfolgte mittels Western Blot
Analyse und anschliefender densitometrischer Auswertung. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Expression von Vinkulin nach 24 h in MG-63 Osteoblasten auf den mikrostrukturierten
Oberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 im Gegensatz zur planaren Referenz deutlich
verringert ist (sieche Abb. 32). Dabei liegt bei SU-8 5x5 eine Signifikanz vor.
Untereinander verglichen, ist die Abnahme des Vinkulins bei SU-8 5x5 stérker als bei SU-
8 3x3.

Expression von Vinkulin

120 *
100 A

Ti-Ref SU-83x3 SU-85x5

60
404 i
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Proteinexpression [%]

Ti-Ref SU-8 3x3 SU-8 5x5

Abb. 32: Densitometrische Analyse der Expression von Vinkulin in MG-63 Osteoblasten nach 24 h. Im
Vergleich zur planaren Referenz ist die Proteinexpression von Vinkulin auf SU-8 3x3 and SU-8 5x5 deutlich
reduziert (MW =+ SD, *p < 0,05, ungepaarter #-test, n = 4) (Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS, Quantity
One® 1-D analysis software, Bio-Rad).

4.2.5.3 Expressionsanalyse von Integrinrezeptoren

Integrinrezeptoren besitzen eine wichtige Bedeutung in der Rezeptor-vermittelten
Adhision zwischen Zellen und Biomaterial. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Messungen der Integrinexpression in MG-63 Osteoblasten auf mikrostrukturierten
Titanoberflachen nach 24 h sind in Abb. 33 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Verminderung der Expression der B3-Integrin-
Untereinheit auf der Pfostenoberfliche SU-8 5x5 verglichen mit der planaren

Kontrolloberflache (Ti-Ref). Diese B3-Untereinheit ist ein typischer Rezeptor fiir das Bone
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Sialo Protein, dessen Expression auf den Pfostenoberflichen gleichermallen reduziert war
(sieche Abb.37).

Hinsichtlich der Expression der Integrin-Untereinheiten a3 und B1 ist im Vergleich zur
planaren Referenz eine Abnahme von Ti-Ref > G-2-2 > SU-8 3x3 > SU 8 5x5 zu erkennen.
Auch die Expression von a2 war auf den Mikrostrukturen im Gegensatz zu Ti-Ref leicht
vermindert. Diese beobachteten Differenzen in der Expression der o2-, a3- und B1-

Integrinrezeptoren waren jedoch statistisch nicht signifikant.

Expression von Integrinrezeptoren
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Abb. 33: Einfluss der Oberflichengeometrie auf die Expression von Integrinrezeptoren in MG-63
Osteoblasten nach 24 h. Im Gegensatz zur planaren Referenzoberfliche (Ti-Ref) ist die Expression der 3-
Untereinheit auf der Pfostenoberflichen SU-8 5x5 signifikant reduziert (MW + SD, *p < 0,05, gepaarter -
test, n = 3) (FACSCalibur, BD Biosciences).

4.2.6 Bestimmung der Proliferationsaktivitit

Zur  Untersuchung des Einflusses der  Oberflichentopographie auf das
Proliferationsverhalten von MG-63 Osteoblasten wurde die Proliferation mittels DNA-
Analyse mit Hilfe der Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Dazu wurden die einzelnen
Zellzyklusphasen GO/G1 (Protein- und RNA-Synthese/Ruhephase, G = gap = Liicke), S
(Synthesephase), G2/M (unmittelbar vor der Mitosephase) und Apoptose (programmierter
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Zelltod) analysiert. Die Zellzyklusphasen S und G2/M reprisentieren dabei die
proliferative Phase einer Zellpopulation.

Die Auswertung des prozentualen Anteils proliferativer MG-63 Osteoblasten nach 24 h auf
den mikrostrukturierten Oberflichen im Vergleich zur planaren Referenz ist in Abb. 34
dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Proliferationsrate der MG-63 Zellen auf den
Pfostenoberflachen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 im Vergleich zur planaren Kontrolloberfliche
(Ti-Ref) signifikant geringer ist. Dabei lédsst sich die niedrigste Proliferationsrate bei den
Zellen finden, welche auf SU-8 3x3 gewachsen sind. Auch im Vergleich zur
Grabenoberfliche G-2-2 ldsst sich auf beiden Pfostenoberflichen eine signifikante
Reduktion in der Proliferationsaktivitit der Osteoblasten verzeichnen. Auf der
Grabenstruktur G-2-2 dagegen ist die Zellproliferation mit 87,7 % annédhernd identisch mit
der proliferativen Rate der Zellen, welche auf der planaren Referenz (87,5%) gewachsen

sind.

Proliferation
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Abb. 34: Durchflusszytometrische Analyse der Proliferationsrate von MG-63 Osteoblasten auf
mikrostrukturierten Titanoberfldchen nach 24 h. Die Zellproliferation auf der Grabenstruktur versus Ti-Ref
ist anndhernd gleich. Im Gegensatz dazu ist die Proliferationsrate auf den Pfostenoberflichen signifikant
reduziert (MW =SD; *p<0,05, **p<0,01, p<0,001, ungepaarter ¢-test, n=232a20.000 Zellen)
(FACSCalibur, BD Biosciences).

Aus der durchflusszytometrischen Messung konnte gleichzeitig die Apoptoserate der MG-
63 Zellen auf den mikrostrukturierten Titanoberflichen bestimmt werden (siche Abb. 35).

Hier ist zu erkennen, dass keine der mikrostrukturierten Oberflichen eine erhohte
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Apoptose induziert, da im Vergleich zur planaren Kontrolloberfliche (Ti-Ref) keine
signifikanten Unterschiede zu verzeichnen sind. Die Apoptoserate liegt auf allen

Oberflachen unter 1,0 %.

Apoptoserate
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Abb. 35: Apoptoserate von MG-63 Osteoblasten auf mikrostrukturierten Titanoberflichen nach 24 h. Keine
der mikrostrukturierten Oberfldchen induziert eine erhthte Apoptose bei den Zellen (MW =+ SD, ungepaarter
t-test, n = 3 2 20.000 Zellen) (FACSCalibur, BD Biosciences).

4.2.7 Expressionsanalyse knochenspezifischer Matrixproteine

Die Synthese von Proteinen der Extrazelluliren Matrix ist fiir Osteoblasten von
funktioneller Bedeutung und ein Indikator fiir osteogene Differenzierung.

Daher wurde die Expression der knochenspezifischen Matrixproteine Kollagen-I und Bone
Sialo Protein-2 (BSP-2) in MG-63 Osteoblasten nach 24 h in Abhéngigkeit der
Oberflichentopographie von Titanoberflichen untersucht. Dazu erfolgten Western Blot
Analysen, welche anschlieBend densitometrisch ausgewertet wurden, wodurch eine
quantitative Bestimmung der Proteinexpression ermoglicht werden konnte.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind den folgenden Abbildungen (Abb.36 +
Abb.37) zu entnehmen; dabei sind die einzelnen Werte jeweils normiert zur planaren
Kontrolloberfldche Ti-Ref dargestellt. Hinsichtlich der Expression des Proteins Kollagen-I
in MG-63 Zellen nach 24 h, besteht eine signifikante Reduktion der Kollagensynthese auf
den mikrostrukturierten Oberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 im Vergleich zur planaren
Referenz (Ti-Ref) (sieche Abb. 36). Die Syntheserate von Kollagen-I ist dabei auf beiden
Pfostenstrukturen um fast 50 % vermindert, wobei auf SU-8 5x5 mit 50,4 % der statistisch

geringste Wert zu verzeichnen ist.
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Expression von Kollagen-I
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Abb. 36: Expression von Kollagen-I in MG-63 Osteoblasten nach 24 h auf mikrostrukturierten
Titanoberflachen (links: densitometrische Analyse; rechts: Western Blot Auswertung). Im Vergleich zur
planaren Kontrolloberfldche (Ti-Ref) ist die Proteinexpression von Kollagen-I auf beiden Pfostenoberfldchen
SU-8 3x3 und SU-8 5x5 signifikant reduziert. (MW = SD, *p < 0,05, ***p < 0,001, ungepaarter ¢-test, n = 4)
(Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS, Quantity One® 1-D analysis software, Bio-Rad).

Wird die Expression des Bone Sialo Proteins-2 (BSP-2) in MG-63 Zellen betrachtet (sieche
Abb. 37), so zeigt sich nach 24 h auch hier - bezogen auf Ti-Ref - eine statistisch
verminderte Syntheserate auf den Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5, wie bereits
schon im Fall der Kollagen-I Expression beobachtet werden konnte. Auf beiden
Pfostenoberflichen ist die Expression von BSP-2 mit Werten von 46,8 % bei SU-8 3x3
und 19,9 % bei SU-8 5x5 stark reduziert. Dabei liegt auch hier eine statistisch hohere
Abnahme der BSP-2 Synthese auf SU-8 5x5 als auf SU-8 3x3 vor.

Expression von BSP-2
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Abb. 37: Expression von BSP-2 in MG-63 Osteoblasten nach 24 h auf mikrostrukturierten Titanoberfldchen
(links: densitometrische Analyse; rechts: Western Blot Auswertung). Sowohl auf SU-8 3x3 als auch auf SU-
8 5x5 ist die Expression von BSP-2 im Gegensatz zur planaren Referenz (Ti-Ref) signifikant reduziert
MW = 8SD, *p<0,05, **p <0,01, ungepaarter #-test, n=4) (Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS,
Quantity One® 1-D analysis software, Bio-Rad).
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5 Diskussion

Zellen besitzen die Fihigkeit Verdanderungen in ihrer Umgebung wahrzunehmen und auf
diese durch die Transmission extrazelluldrer Signale ins Zellinnere bis hin zum Zellkern zu
reagieren [80]. An der Grenzfliche zwischen Zellen und Biomaterial werden diese
Interaktionen hauptsichlich durch die physiko-chemischen Eigenschaften des Biomaterials
bestimmt. Dabei spielen besonders die Oberflichenchemie als auch die
Oberflichentopographie = von  Biomaterialien eine  wesentliche  Einflussgrofle
[35][37][46][110].

In Hinblick auf die topographische Modifikation von Oberflichen konnte gezeigt werden,
dass diese das zelluldre Verhalten hinsichtlich verschiedenster Aspekte beeinflussen kann.
Diese kénnen nicht nur morphologische Verinderungen der Zelle, wie z. B. Anderungen in
Zellform oder Zellausrichtung umfassen sondern iiberdies auch nachfolgende funktionelle
Verinderungen der Zellphysiologie, wie beispielsweise der Genexpression,
Proteinsynthese oder Mineralisierung bedingen [7][67].

Trotz der Existenz zahlreicher Studien iiber Interaktionen an der Zell-Material-
Grenzfliche, sind die zugrunde liegenden Mechanismen bis zum heutigen Tage noch
weitgehend ungeklédrt und Korrelationen des zellbiologischen Verhaltens in Antwort auf
physiko-chemischen Materialeigenschaften noch immer unzureichend [43][111][112].

Die Griinde dafiir sind einerseits in der groBen Komplexitit und Diversitit des
biologischen Verhaltens zu sehen. Zum anderen besitzen auch die Biomaterialen per se
eine hohe strukturelle und damit einhergehende physikalisch-chemische Komplexitit,
welches eine entsprechende Analyse von Zell-Material-Interaktionen zusitzlich erschwert.
In den meisten Studien werden stochastisch modifizierte Oberflichen mit einer
randomisierten Topographie verwendet. Dies macht die Identifikation direkter
Abhingigkeiten bzw. Kausalitdten zwischen spezifischen strukturellen Materialparametern
und individuellen Aspekten der Zellantwort mehr als kompliziert. Folglich kann der
Einsatz von Materialoberflichen mit geometrisch definierten Mikrostrukturen - wie in
dieser Arbeit verwendet - die Analyse des topographischen Einflusses auf die

Zellphysiologie vereinfachen.

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von definiert
mikrostrukturierten Titanoberflichen mit reguldren Geometrien auf die Zellphysiologie

von humanen osteoblastendhnlichen MG-63 Zellen zu untersuchen, um mogliche
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Zusammenhdnge zwischen Zellarchitektur und Zellfunktion in Abhéngigkeit spezifischer
physiko-chemischer Oberfldchenparameter zu finden und aufzukliren.

Die erzielten Ergebnisse aus dieser Analyse der Zell-Material-Interaktion zeigen deutlich,
dass die Mikrostruktur von Titanoberfldachen in einer topographisch abhidngigen Art und
Weise diverse zelluldare Funktionen der Osteoblasten beeinflusst.

Im Einzelnen belegen die Ergebnisse definiert topographisch induzierter Effekte, u. a.
Verinderungen der Zellmorphologie, der Zelladhdsion, des Ausbreitungsverhaltens
(Spreading), der Expression von Integrinrezeptoren sowie der Proliferationsaktivitit der
MG-63 Zellen. Weiterhin konnte eindriicklich demonstriert werden, dass sowohl die
Organisation intrazelluldrer Strukturen, speziell das Aktinzytoskelett, als auch die
Formation von Adhéasionskomplexen, repriasentiert an der Untersuchung des
Adapterproteins Vinkulin, einer direkten Topographie-bedingten Beeinflussung unterlagen.
In diesem Zusammenhang konnte gleichzeitig eine Verminderung in der Expression von
Vinkulin, Aktin als auch dariiber hinaus in der Synthese knochenspezifischer
Matrixproteine, wie Kollagen-I und BSP-2, nachgewiesen werden.

Die morphologisch-funktionelle Analyse der Osteoblasten zeigt, dass die MG-63 Zellen
ihre Morphologie sowie ihr Ausbreitungsverhalten in Abhingigkeit der Mikrostruktur der
Titanoberflachen modulieren. Die Osteoblasten, die auf der planaren Referenzoberfliche
gewachsen sind, bildeten eine polygonale Zellform aus, welche typisch fiir Osteoblasten ist
[7][48]. Auf allen mikrostrukturierten Titanoberflichen hingegen besaflen die MG-63
Zellen einen langgestreckten Phinotyp. Dies wurde durch entsprechend niedrigere
Formfaktoren fiir die Zellen auf den Pfostenoberfldchen (SU-8 3x3 und SU-8 5x5) und der
Grabenoberflachen G-2-2 im Vergleich zur planaren Kontrolloberfldche Ti-Ref quantitativ
belegt.

Zusatzlich zu diesen beobachteten phénotypischen Verdnderungen kam es auf allen
mikrostrukturierten Oberfldchen zu einer topographisch induzierten Ausrichtung (contact
guidance) der MG-63 Osteoblasten, wobei eine Orientierung der Zellen parallel entlang der
Griben auf der Oberfliche G-2-2 sowie in 45 °- bzw. 90 °~-Winkeln zu den Pfosten auf den
SU-8 3x3- und SU-8 5x5 Pfostenoberfldchen auftrat.

Das Auftreten dieses Phinomens wird durch andere Studien gestiitzt, welche zeigte, dass
eine geometrisch definierte Mikrotopographie von Titanoberflichen, wie z.B.
grabenstrukturierte Titanoberflichen in der Dimension 2-10 um, zur Ausrichtung von MG-
63 Zellen fithrt und dadurch eine veridnderte Morphologie in Form elongierter Zellen

induziert [46][54]. Des Weiteren beschreibt Sjostrom et al. [113], dass Titanoberflachen
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mit Pfosten in Nanodimensionierung (Pfostenh6he: 55 nm und 100 nm) eine Elongation
von MG-63 Zellen bewirken; hier fiihrt eine zunehmende Pfostenhohe zu einer erhohten
Zellelongation und dariiber hinaus zu einer verminderten Zellausbreitung der Osteoblasten.
Auch in der hier vorliegenden Untersuchung war die Zellausbreitung der MG-63
Osteoblasten auf den Mikrostrukturen im Vergleich zur planaren Titanreferenz nach 24 h
deutlich vermindert. Dabei war die Zellfliche auf allen mikrostrukturierten Oberfldchen -
unabhingig von der individuellen Oberflichengeometrie (Pfosten oder Graben) - um mehr
als die Hilfte geringer als fiir die Zellen, welche auf der planaren Titanoberfldche
gewachsen sind. Unbeachtet dessen waren innerhalb der Mikrostrukturen G-2-2 (Graben),
SU-8 3x3 und SU-8 5x5 (Pfosten) nur geringe Differenzen hinsichtlich der Zellfldchen zu
verzeichnen. Dies deutet darauf hin, dass die Zellausbreitung der MG-63 Osteoblasten
vermutlich nicht so stark von der spezifischen Geometrie der Titanoberfliche (d. h. Design
und Dimensionierung) beeinflusst wurde, sondern dass eher der grundlegende
oberflichentopographische Unterschied - planar gegen mikrostrukturiert - die
iibergeordnete EinflussgroBe fiir diesen spezifischen zellphysiologischen Aspekt war.

Um die hier gezeigte Abnahme im Zellspreading auf den mikrostrukturierten Oberfldachen,
verglichen mit der planaren Titanoberfliche, zu erkldren, bedarf es einer Betrachtung
mehrerer Gesichtspunkte, welche als ursidchlich dafiir herangezogen werden konnen.

Ein Grund fiir das reduzierte Ausbreitungsverhalten der Zellen auf den Mikrostrukturen
kann die dort vorliegende verminderte Adhisionsfliche der Zelle sein. Andererseits
besitzen topographisch modifizierte Oberfldchen, basierend auf der Mikrostrukturierung
allein, spezifische physikalische und chemische Eigenschaften, wie Unterschiede in der
Oberflachenrauigkeit oder -benetzbarkeit, welche das Zellverhalten beeinflussen
[114][115][116]. Die zum Zwecke der physiko-chemischen Oberflichencharakterisierung
durchgefiihrten Untersuchungen zeigten Unterschiede in der Benetzbarkeit sowie der
Oberflachenenergie zwischen den mikrostrukturierten Titanoberflichen im Vergleich zur
planaren Kontrolloberfldche (Ti-Ref). Die Kontaktwinkelmessungen ergaben eine hohere
Hydrophobie und eine niedrigere Oberflichenenergie (inklusive geringere polare
Komponente) fiir die mikrostrukturierten Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 im
Vergleich zur planaren Referenz.

Es ist bekannt, dass sowohl das Ma3 an Benetzbarkeit als auch die Oberflichenenergie
durch verschiedene Materialcharakteristika, darunter Oberflichenchemie und -topographie,
beeinflusst werden kann [117]. Da alle in dieser Arbeit verwendeten Proben in gleicher

Weise mit Titan beschichtet waren und somit die gleiche Oberflichenchemie aufwiesen,
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kann der chemische Einfluss in diesem speziellen Fall ausgeschlossen werden. Folglich
miissen die gemessenen Unterschiede in Benetzbarkeit und Oberflichenenergie direkt auf
die Unterschiede durch die individuellen Oberfldichengeometrien zuriickzufiihren sein. Der
Grund fiir die Unterschiede in der Benetzbarkeit zwischen der planaren und den
mikrostrukturierten Oberflichen ist wahrscheinlich durch die Strukturform der Pfosten,
bzw. speziell der Kavititen zwischen den einzelnen Pfosten zu sehen, welche eine
Erhohung des Kontaktwinkels gegeniiber Wasser und somit eine entsprechend gesteigerte
Hydrophobie dieser Oberflichen bewirken. Diesbeziiglich belegen Studien aus der
Literatur eine lineare Steigerung des Wasserkontaktwinkels mit steigender Rauigkeit bzw.
mit Zunahme des Grades der Mikrostrukturierung von Titanoberfldchen [118][119].
Studien zeigen, dass Oberflachen, welche eine moderate Hydrophilie aufweisen fiir die
Adhision der Zellen sowie fiir die Zellausbreitung und -wachstum von Vorteil sind
[120][121], was moglicherweise auf die bessere Proteinadsorption zuriickzufiihren ist
[117][120].

Die  Oberflichenenergie  eines  Materials ist ebenfalls ein  wesentliches
Materialcharakteristikum, welches zelluldres Verhalten beeinflusst. Diesbeziiglich wird in
mehreren Studien berichtet, dass auf Oberflichen mit niedriger Oberflichenenergie die
Zelladhdsion als auch die Zellausbreitung vermindert sind [46][120]. Hinsichtlich
Zelladhidsionsprozesse spielt insbesondere die polare Komponente der Oberflachenenergie,
welche Auskunft iiber die Coulomb-Wechselwirkungen zwischen permanenten Dipolen
und permanenten und induzierten Dipolen gibt, eine wichtige Rolle.

Hier beschreibt Hallab et al. [117] das Vorkommen einer verstirkten Adhésion von
Fibroblasten auf Titanoberflichen mit zunehmendem Anteil der polaren Komponente der
Oberflachenenergie und deutet somit auf einen kausalen Zusammenhang zwischen diesen
beiden Parametern hin. Auch fiir Osteoblasten, welche auf Implantatoberflichen mit
hoheren Oberflichenenergien und groerer Hydrophilie wuchsen (z. B. auf verschieden
chemisch modifizierten Quarzoberflichen), konnte ein erhohtes Mall an knochenbildender
Aktivitat festgestellt werden [7][116][122]. Diese Beobachtungen sind konform mit den
Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit, wonach die Verringerung der initialen
Zelladhdsion sowie die Verminderung der Zellausbreitung auf den mikrostrukturierten
Titanoberflachen simultan mit einer entsprechenden Reduktion der Oberflichenenergie
(inklusive einer geringeren polaren Komponente) auf den dazugehorigen Oberflichen

einhergehen.
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Auf hydrophoben Oberflichen konnte eine reduzierte Adsorption von Proteinen gezeigt
werden [117][120]. Uberdies belegen aktuelle Untersuchungen zur Proteinexpression auf
mikrostrukturierten, metallischen Biomaterialien, inklusive Titan, dass sowohl hydrophobe
Oberfldachen als auch eine geringe polare Komponente zu einer eingeschrinkten Synthese
von knochenspezifischen Matrixproteinen wie z. B. Kollagen, Osteocalcin und alkalischer
Phosphatase (ALP) beitragen und so zu einer Verminderung des osteogenen Potenzials von
Osteoblasten fithren konnen [7][123][124]. Auch in der hier vorliegenden Arbeit konnte
eine Abnahme der Expression der osteogenen Matrixproteine Kollagen-I und vor allem
auch BSP-2 in MG-63 Zellen auf den Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5
nachgewiesen werden, welches mit einem erhohten Wasserkontaktwinkel und einer
geringeren Oberfldchenenergie (inklusive verringerter polarer Komponente) dieser
Mikrostrukturen einher geht und somit die angefiihrten Ergebnisse aus der Literatur
bestitigt. Uberdies konnen fiir diese beobachtete Syntheseinhibition jedoch auch weitere
Ursachen, wie z.B. die stark verdnderte Aktinformation auf den Pfostenstrukturen,
verantwortlich gemacht werden.

Unbeachtet dessen ist jedoch die Aufkldrung der zu Grunde liegenden Ursache-Wirkungs-
Beziehung der topographisch induzierten quantitativ und qualitativ verdnderten Gen- bzw.
Proteinexpression weiterhin schwierig. So bleibt zu klidren, ob die hier beobachtete
Inhibition der Zelladhdsion und des Zellspreadings auf den mikrostrukturierten
Oberfldachen ursdchlich fiir die verminderte Proteinsyntheserate ist oder ob die mangelhafte
Fihigkeit der Zellen gewisse Adhidsionskomponenten, wie z. B. Integrinrezeptoren oder
Fibronektin in erforderlichem Malle zu synthetisieren bzw. zu sekretieren dazu fiihren,
dass infolge dessen die Zelladhédsion negativ beeinflusst ist. Zusitzlich kann auch das
Vorliegen moglicher struktureller Anderungen in der Proteinkonformation und die somit
einhergehende verdnderte Zugénglichkeit entsprechender Substratbindungsstellen einen
negativen Einfluss auf die Zellen haben und demnach zu einer verschlechterten
Zellanhaftung auf den Oberflédchen beitragen.

Durch die rasterelektronenmikroskopische Analyse der Zellmorphologie konnte klar
gezeigt werden, dass die MG-63 Zellen lediglich auf den Plateaus der Pfosten adhérieren.
Demnach besitzen die Zellen - relativ zur Gesamtzellfldche - auf den Pfostenoberfldchen
eine kleinere Kontaktfldche als auf der planaren Referenzoberfliche (Ti-Ref). Dies kann
ein weiterer Grund fiir die verminderte Zelladhision auf den mikrostrukturierten

Oberfliachen sein.
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Ein weiterer zentraler Aspekt dieser Arbeit war die Untersuchung der Ausbildung und
Formation von Adhidsionskomplexen wihrend der Interaktion zwischen MG-63
Osteoblasten und mikrostrukturierten Titanoberflichen. Zu diesem Zwecke wurde
einerseits die Expression von Integrinen, welche fiir die rezeptorvermittelte Zelladhédsion
verantwortlich sind [65][71], als auch die qualitative und quantitative Analyse der
Vinkulinkontakte, als ein zentrales Adapterprotein im Adhidsionskomplex [70][74]
untersucht.

Hinsichtlich der Integrinexpression konnte eine signifikante Abnahme in der Expression
der PB3-Untereinheit auf den Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 verzeichnet
werden. Es ist bekannt, dass die Integrin-B3 Untereinheit Heterodimere mit verschiedenen
a-Untereinheiten bilden kann, u. a. mit der Untereinheit av als Rezeptor fiir den Ligand
BSP-2 [65]. Auf Grund dieser Tatsache scheint es daher einen direkten Zusammenhang
mit der dazugehorig beobachteten verminderten BSP-2 Proteinexpression zu geben.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Integrine eine gewisse Substratsensitivitét hinsichtlich der
Oberflachentopographie aufzuweisen scheinen. Diese Hypothese wird durch bestehende
Analysen gestiitzt [48][125], in welchen beispielsweise Olivares-Navarrete et al. [125]
restimierte, dass speziell die a231-Integrin Signalgebung fiir die osteogene Differenzierung
auf Titan-Mikrostrukturen ausschlaggebend ist, welches folglich entsprechende
Abhingigkeiten beziiglich der Interaktion mit Titanoberflichen widerspiegelt.

Jedoch bleibt die Frage, welche der physikalisch-chemischen Materialeigenschaften
ursidchlich fiir diese Variationen im Expressionsmuster der Integrine sind, weiterhin
spekulativ. Ist es entweder die spezifische Oberfldchentopographie (scharfkantig, spitz),
elektrostatische Krifte, die Metalloxidschicht oder sind es Unterschiede in der
Oberfldchenenergie?

Um sich dieser Antwort zu ndhern, kann eine weitere Studie herangezogen werden, in
welcher gezeigt wurde, dass auf stochastisch mikrostrukturierten Titanoberfldchen die 3-
Integrinuntereinheit sensitiv zur Rauigkeit der Titanoberfldachen reagiert hat [48]. In dieser
Studie konnte jedoch eine hohere B3-Integrin Expression in MG-63 Osteoblasten auf den
mikrorauen Oberflichen gefunden werden. Eine mogliche Erkldrung dieses - zu den hier
vorliegenden Beobachtungen - kontroversen Ergebnisses kann die Tatsache sein, dass
moglicherweise das Mal} der Oberflichenenergie ein stirkerer Modulator dieser speziellen
Zellfunktion ist, als die Oberflichenrauigkeit. Diese Vermutung wird auch in anderen
Studien postuliert und stellt somit eine valide These zur Erkldarung dieses Ergebnisses dar

[110][124].
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Ein weiteres wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Qualitdt von Interaktionen zwischen
Zelle und Biomaterial ist die Ausbildung von Fokaladhisionen, welche bei dieser von
essentieller Bedeutung sind. In diesen Adhésionskomplexen ist eine Vielzahl von
Komponenten, wie Vinkulin, involviert, welches als ein wesentliches Adapterprotein fiir
die Integrinrezeptoren fungiert [74][42]. Die Auswertung der mikroskopischen
Untersuchungen zeigte, dass die Lokalisation und Formation der Vinkulinkontakte auf den
mikrostrukturierten Titanoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 lediglich auf die Plateaus
der Pfosten, d.h. auf die Adhisionsflichen der Zellen, beschrinkt war. Solch eine
Vinkulinformation konnte auch auf korundgestrahlten Titanoberflichen beobachtet
werden, auf welchen entsprechende Vinkulincluster vorrangig an den Ankerpunkten der
Osteoblasten an den Kanten der mikrostrukturierten Metalloberfliche vorzufinden waren
[48]. Die quantitative Auswertung der Expressionsdaten belegt weiterhin eine reduzierte
Expressionsrate von Vinkulin auf den mikrostrukturierten Oberfldchen im Gegensatz zur
planaren Referenzoberfliche.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich somit schlussfolgern, dass in Hinblick auf die
Ausbildung von Adhésionskomplexen sowohl eine qualitative als auch eine quantitative
Verminderung in Folge der zu Grunde liegenden Oberflichentopographie vorliegt.

Diese lokal konzentrierte, inhomoge Verteilung der Adhisionskontakte konnte eine
zusitzliche Ursache fiir das reduzierte Ausbreitungsverhalten der Osteoblasten auf den
Pfostenoberflichen sein. Diese Ergebnisse stimmen mit denen aus anderen
Untersuchungen iiberein, welche belegen, dass beziiglich des Ausbreitungsverhaltens
(Spreading) von Zellen eher glatte als strukturierte Oberflichen bevorzugt werden [7][41].

Neben der bereits erwédhnten verminderten Ausbildung von Adhésionskomplexen kann fiir
das reduzierte Ausbreitungsverhalten der MG-63 auf den mikrostrukturierten Oberfldachen
jedoch auch die beobachtete intrazellulire Verdnderung des Aktinzytoskeletts
verantwortlich gemacht werden, das eine fundamentale Rolle in zahlreichen zellulidren
Vorgingen, inklusive der Zellausbreitung, besitzt [80][81][126].

Die konfokalmikroskopische Auswertung zeigte, dass auf den Pfostenoberflichen eine
stark verdnderte Organisation der Aktinfasern vorherrschte. Hier war das Aktin nicht in
typischer Form von langen Stressfasern, so wie auf der planaren Titanoberfliche,
organisiert sondern lediglich als kurze Fragmente, welche akkumuliert auf den Plateaus
und Ecken der Pfosten vorkamen [86].

Mit Hilfe der neu entwickelten Software FilaQuant konnten die beobachteten Unterschiede

quantitativ bestimmt werden. Dies ermoglichte das Erbringen eines datenbasierten
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Beweises fiir das Vorliegen struktureller Unterschiede in der Organisation des
Aktinzytoskeletts [102][104][127].

Die erhaltenen Ergebnisse belegten hier eine signifikant verminderte durchschnittliche
Filamentldnge auf den Pfostenoberflichen. Im Vergleich dazu war die Lénge der
Aktinfilamente auf der Grabenstruktur G-2-2 und der planaren Referenz annédhernd gleich.
Hinsichtlich der Anzahl der Aktinfilamente zeigte sich sowohl auf der Grabenstruktur als
auch auf den Pfostenstrukturen eine signifikante Abnahme im Vergleich zur planaren
Referenz. Somit konnten also diese phénotypischen, d. h. qualitativen, als auch die
quantitativen Verdnderungen ausschlaggebend fiir das reduzierte Zellspreading auf den
mikrostrukturierten Oberflidchen sein.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Proliferation der MG-63 Osteoblasten nach
24 h auf den pfostenstrukturierten Oberflichen deutlich reduziert war. Dem hingegen
waren die Proliferationsraten der Zellen auf G-2-2 und Ti-Ref &dhnlich. In diesem
Zusammenhang sei zu erwihnen, dass auf allen Mikrostrukturen kein Apoptose-
induzierender Effekt nachgewiesen werden konnte. Hunter et al. [128] berichtete, dass die
Zellform ein wesentlicher Regulator der Zellproliferation ist; Zellen, welche sich nur in
eingeschrinktem Malle ausbreiten konnen, zeigten niedrigere Proliferationsraten als
solche, welche eine groBere Zellfliche besaen. Dies wiirde auch im Falle der
Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und SU-8 5x5 zutreffen, jedoch nicht fiir die
grabenstrukturierte Oberfliche G-2-2, auf welcher die MG-63 Zellen trotz geringerer
Zellfliche als auf der planaren Referenz eine annidhernd gleiche Proliferation wie bei Ti-
Ref aufwiesen. Folglich scheinen die Beobachtungen von Hunter et al. zur Erkldrung der
Abnahme der Proliferation der MG-63 Osteoblasten auf den Pfostenoberflichen nicht
ausreichend zu sein, was gleichzeitig bedeutet, dass nicht nur Verdnderungen der
Zellmorpholgie (Spreading) alleine fiir Alterationen der Zellfunktion verantwortlich sind
sondern zusitzliche Ursachen in Betracht gezogen werden miissen.

Daraus lédsst sich also schlussfolgern, dass speziell die strukturelle Umordnung des
Aktinzytoskeletts moglicherweise auch als ursdchlich fiir die gleichzeitig ermittelte
Abnahme der Proliferation von Osteoblasten auf den Pfostenoberflichen SU-8 3x3 und
SU-8 5x5 anzusehen ist.

Dies deutet darauf hin, dass die Architektur des Aktinzytoskeletts fiir gewisse
Zellfunktionen entscheidender zu sein scheint, als andere zellulire Komponenten oder
Organellen, wie z. B. der Zellkern. Diesbeziiglich wies Davidsson et al. [35][129] nach,

dass trotz einer Deformation des Zellkerns, verursacht durch das Wachstum auf einer
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Polylactid-Oberfliche mit Mikropfosten, die Zellfunktion von SaOs-2 Osteoblasten
hinsichtlich der ALP-Aktivitit und BrdU-Inkorperation, Letzteres charakteristisch fiir die

Proliferationsaktivitit der Zellen, unveriandert blieb.

Dariiber hinaus zeigte die konfokalmikroskopische Analyse des Aktinzytoskeletts eine
Adaption der Aktinfilament-Organisation an die Oberflichentopographie, widergespiegelt
durch die Aktinakkumulation an den Kanten und Plateaus jedes einzelnen Pfostens bei SU-
8 3x3 und SU-8 5x5 sowie der streng parallelen Ausrichtung der Aktinfilamente entlang
der Griben bei G-2-2. Folglich konnte dadurch gezeigt werden, dass nicht nur allein die
Morphologie der MG-63 Osteoblasten sondern iiberdies auch die Architektur des
Aktinzytoskletts in Abhédngigkeit der Materialtopographie veréandert ist.

Die Lokalisation von Aktinfasern an topographischen Diskontinuititen von
Materialoberflichen, wie Graten oder Kanten, konnte ansatzweise bereits in anderen
Studien beobachtet werden, in welchen beispielsweise die Aktinausbildung auf
Grabenstrukturen maschinierter Oberflichen analoge Ergebnisse zeigte [48][130][131].
Diese topographisch bedingte Organisation des Aktinzytoskeletts wurde jedoch speziell
erst durch die Verwendung von Oberflichen mit regulidren Geometrien, wie in der hier
vorliegenden Arbeit, besonders eindrucksvoll deutlich.

Auch Curtis et al. [132] demonstrierte in humanen Makrophagen und Blutplittchen eine
Aktinakkumulation gemifl der Nanostrukturierung von Polymersubstraten (Nanogriben
und -pits). Er spekulierte, dass das topographisch induzierte Eindriicken der Plasmalemma
zum Entstehen eines Bereiches geordneter Verankerungspunkte fiir das Aktinzytoskelett
fiihrt und dies verantwortlich fiir den Effekt der geometrisch definierten Anordnung der
Aktinfilamente ist. Dem gegeniiber steht jedoch das Resultat der hier vorliegenden Arbeit,
welches zeigt, dass es auch bei der Kultivierung der MG-63 Zellen entgegen der
Schwerkraft zu einer Adaption der Aktinorganisation an die Mikrostruktur kommt. Somit
konnen auf die Zelle wirkende Gravitationseinfliisse, die wiederum zu Druckeinfliissen
fiihren, als Ursache fiir die Topographie-spezifische Aktinformation ausgeschlossen
werden.

Dartiiber hinaus kann auch das Vorliegen lokaler physiko-chemischer Materialparameter an
den Strukturkanten ursidchlich fiir eine dortige Akkumulation von Aktinfilamenten sein.
Diesbeziiglich  zeigen elektrochemische  Untersuchungen auf graben- und
pfostenstrukturierten  Titanoberflachen hinsichtlich der Interaktion mit MG-63

Osteoblasten in einer Studie von Kabaso et al. [133], dass die an den Strukturkanten
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vorkommenden elektrostatischen Krifte das ,,Festhalten der Membran an diesen Punkten
und somit die starke Adhision der Zellen induziert, welche als ursichlich fiir die dortige,
lokal veridnderte Funktion und Osteointegration der MG-63 Zellen postuliert wird.

Dies scheint auch wahrscheinlicher zu sein als eine veridnderte Proteinadsorption in diesen
Bereichen, denn die in dieser Arbeit durchgefiihrten analogen Experimente unter Serum-
freien Kulturbedingungen zeigte die gleiche phinotypische Ausbildung des
Aktinzytoskeletts, wie bei den Experimenten unter Serumzusatz. Sollten physiko-
chemische Einflussgrolen eine Rolle spielen, so miissten diese jedoch weitgehend
unabhédngig von der chemischen Komposition der Biomaterials sein, da die hier
vorliegenden  Unteruchungen  verdeutlichen, dass sich auch auf identisch
pfostenstrukturierten Siliziumoberflachen die gleiche Aktinadaption ausprigte wie auf den
Pfosten, welche aus Titan sind. Des Weiteren kann auch eine Akkumulation von
Integrinrezeptoren, welche moglicherweise zu diesem Aktin-,,Mimikry* fithren konnten,
ausgeschlossen werden; hier zeigten die immunzytochemischen Ergebnisse beziiglich der
Verteilung des pl-Integrinrezeptors keine entsprechende Konzentration auf den
Pfostenplateaus und -kanten sondern eine homogen Verteilung des B1-Integrins innerhalb
der gesamten Zelle.

Auch Walboomers et al. [134], welcher die Adhédsion von Fibroblasten auf glatten und
grabenstrukturierten (1-20 um breit, 0,5-5,4 um tief) Polystyroloberflichen untersuchte,
postulierte, dass die Diskontinuitdten der Oberflachenstruktur, wie z. B. Kanten oder Grate
spezifische lokale mechanische Reize darstellen, welche eine entsprechende
Umorientierung der Aktinfilamente an diesen Stellen und somit eine entsprechende
Anpassung der Zelle an die zu Grunde liegende Oberfldchentopographie bewirken.

Wie die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, miissten diese Einwirkungen schon sehr friih
Einfluss auf die intrazelluldre Organisation des Aktins haben, da bereits nach 30 min eine
beginnende Akkumulation von Aktin auf den Pfostenplateaus von SU-8 3x3 und SU-8 5x5
nachgewiesen werden konnte.

Eine weiterer moglicher Erkldrungsansatz fiir die hier herausgestellte topographisch
bedingte Organisation der Aktinfilamente auf den Pfostenoberflachen, eroffnete sich im
Rahmen der wissenschaftlichen Tagung ,, Interface Biology of Implants (IBI)“, im Mai
2012, Rostock-Warnemiinde durch die personliche Kommunikation mit Prof. Alexander
Bershadsky, leitender Wissenschaftler des Mechanobiology Institutes (MBI) in Singapur.
Er postulierte, dass die Mikrotopographie der Oberfliche moglicherweise eine

Phagozytose initiiert, d.h. die Pfosten von den MG-63 Osteoblasten als zu
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phagozytierende Strukturen angesehen werden, sich dem zu Folge an den Mikropfosten der
fir die Phagozytose charakteristische Aktinring ausbildet [135] und sich somit die
Umordnung des Aktinzytoskeletts auf den Pfostenstrukturen begriindet.

Hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen Phagozytose und (Partikel-)grole externer
Stimuli ist bekannt, dass Strukturen bzw. Partikel mit einer Grofle von > 500 nm
phagozytiert werden und Partikel mit einer kleineren Strukturgroe von phagozytierenden
und nicht-phagozytierenden Zellen durch endozytotische Prozesse internalisiert werden
[135]. Des Weiteren ist in der Literatur beschrieben, dass sowohl Osteoblasten-dhnliche
Zellen, u. a. MG-63, als auch primire Osteoblasten fdhig sind, externe Partikel, wie z. B.
Metall- oder Polymerpartikel zu phagozytieren [136][137]. Ein weiterer Beleg dafiir ist bei
Heinemann et al. [136] der Nachweis der Expression des Phagozytose-spezifischen
Markers CD68 in Osteoblasten-dhnlichen Zellen (HOS 58) und priméren Osteoblasten in
vitro. Diese Ergebnisse induzieren also, dass Osteoblasten - gleichwohl diese per se nicht
zu den professionell phagozytierenden Zellen, wie die Makrophagen oder Monozyten
gehoren, zur Phagozytose befihigt sind.

Uberdies berichtete Vermes et al. [137] in seiner Studie iiber Partikel-Phagozytose in MG-
63 Osteoblasten iiber eine damit einhergehende, verminderte Expression des
Matrixproteins Kollagen-I. Wird also auch in unserem Falle von dieser Vermutung der
Phagozytose ausgegangen, so konnte dies zusitzlich die auf den Pfostenoberflichen SU-8
3x3 und SU-8 5x5 aufgetretene Reduktion der Kollagen-I Synthese erkldren. Auch die
analog zur Aktinakkumulation stattfindende Anreicherung von Vinkulin auf den
Pfostenplateaus, welches mit dem F-Aktin verbunden ist, kann mit einer
Phagozytoseinduktion in Zusammenhang gebracht werden, da in Phagosomen eine
Anreicherung des Proteins Vinkulin auftreten kann [138]. Hinsichtlich dessen zeigte
Wojciak-Stothard et al. [139] in seinen Untersuchungen eine Anreicherung von Vinkulin
und entsprechende Aktinpolarisation an Nanotopographien (Kanten und Griben) in
Makrophagen.

Zusammenfassend wird aus den Ergebnissen dieser Studien ersichtlich, dass auch in
unserem Fall die Theorie der Phagozytoseinduktion durch die Mikrotopographie als Grund
fir die Umorganisation des Aktinzytoskeletts in MG-63 Osteoblasten eine valide
Erklarung ist. Zur Verifizierung dieser Annahme, miissten jedoch aufbauende
Untersuchungen, beispielsweise hinsichtlich der Expression von Phagozytose-Markern in

MG-63 Osteoblasten auf den Pfostenstrukturen erfolgen.
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Neben diesem Aspekt fiithrt die beobachtete strukturelle Verdnderung in der
Aktinfilamentformation zu einer weiteren interessanten  Fragestellung: dem
Zusammenhang zwischen der Formation des Aktinzytoskeletts und der Ausrichtung von
Zellen. Viele Studien behaupten, dass die charakteristische Ausbildung des
Aktinzytoskeletts ursdchlich fiir die Lingenkontrolle und die Ausrichtung von Zellen ist
[140][141][142]. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die Zellorientierung durch die
Formation der Aktinfilamente bestimmt wird und dabei die Elongation der Zellen konform
mit der Orientierung der Aktinfasern entlang der polarisierten Zellachse ist. Obwohl dies
der Grund fiir beobachtete Ausrichtung der MG-63 Osteoblasten auf der Grabenoberfliche
G-2-2 sein mag, ist diese Theorie jedoch nicht ausreichend valide um die Orientierung der
MG-63 Zellen auf den Pfostenoberflichen zu erkliren. Auf diesen Oberfldachen trat die
Elongation der Zellen interessanterweise ohne eine begleitende Ausrichtung der
Aktinfilamente entlang der Lédngsachse der Zellen auf. Folglich scheint es, dass das
Auftreten von Zellorientierungen unabhingig von einer dazugehdrigen Ausrichtung der
Aktinfilamente ist, welches dem allgemein dazu vorherrschendem Kenntnisstand
widerspriichlich ist. Diese Ergebnisse verdeutlichen daher, dass die Blickwinkel
hinsichtlich der zu Grunde liegenden Mechanismen fiir die Orientierung von Zellen

tiberdacht bzw. erweitert werden sollte.

Zusammenfassend konnte in der hier vorliegenden morphologisch-funktionellen Analyse
von Osteoblasten auf definiert mikrostrukturierten Titanoberflichen ein starker
Zusammenhang zwischen physiko-chemischen Oberfldachencharakteristika und zelluldren
Funktionen in einer Topogaphie-bedingten Abhédngigkeit demonstriert und neue
Erkenntnisse gewonnen werden.

Die Verwendung der im Graduiertenkolleg welisa neu entwickelten FilaQuant Software
zur Quantifizierung der Aktinfilamente in Abhédngigkeit der Oberflichentopographie war
besonders hilfreich, um die Menge an zellbiologischen Daten zu erhohen und so die
Korrelation zelluldrer Parameter mit spezifischen Materialeigenschaften zu optimieren.
Perspektivisch kann die darauf aufbauende Erstellung von mathematisch-
systembiologischen Modellen helfen, die Komplexitit zwischen der
Oberfldchentopographie von Biomaterialien und dem Zellverhalten weiter aufzukldren und
moglicherweise zukiinftig entsprechende Vorhersagen zu erstellen, was bereits Abramson
et al. mit der Entwicklung eines in silico-Modells zur Pradiktion des Wachstumsverhalten

von Fibroblasten auf chemisch modifizierten Polymersubstraten gelang [143].
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6 Zusammenfassung

Um die Zellphysiologie in Abhidngigkeit von Implantatoberflichen zu verstehen und
dartiber hinaus gezielt steuern/regulieren zu konnen, ist eine detailliertes Wissen iiber die
Art und Weise wie physiko-chemische Charakteristika von Biomaterialien Zellen an der
Grenzfliache funktionell beeinflussen, essentiell.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine umfassende Analyse zellbiologischer Parameter
von humanen osteoblastendhnlichen MG-63 Zellen auf definiert mikrostrukturierten
Titanoberflachen mit regulidrer Geometrie. Dabei lag der Fokus auf der morphometrischen
Detektion und Quantifizierung des topographisch induzierten Einflusses der
Materialoberfliche auf den Zellphidnotyp sowie auf intrazellulire Adhisionsstrukturen,
speziell das Aktinzytoskelett. Dariiber hinaus wurden funktionelle zelluldre Aspekte, wie
Proliferation, Zellspreading und Expression knochenspezifischer extrazelluldrer
Matrixproteine in  Zusammenhang mit elektrochemischen Eigenschaften der
mikrostrukturierten Titanoberflachen betrachtet. Die erzielten Ergebnisse demonstrieren
eindriicklich das Vorhandensein einer spezifischen Zellarchitektur-Zellfunktions-
Beziehung von humanen Osteoblasten in Abhéngigkeit reguldr mikrostrukturierter
Titanoberflachen und geben so eine Indikation dafiir, wie eine definierte Mikrotopographie
von Biomaterialoberflichen eingesetzt werden kann, um zelluldres Verhalten zu
regulieren.

Im Speziellen konnte herausgefunden werden, dass die definiert mikrostrukturierten
Titanoberflachen mit Pfostenstrukturen die Zelladhésion, das Zellspreading, die Expression
des Integrinrezeptors 33 sowie die Synthese der extrazellularen Matrixproteine Kollagen-I
und BSP-2 reduzieren. Hinsichtlich der Ausbildung intrazelluldrer Strukturen zeigte sich
interessanterweise eine Adaption der Aktinfilamente an die zu Grunde liegende regulire
Oberflachentopographie mit einer streng begrenzten Akkumulation der Aktinfasern auf
den Plateaus und den Kanten der Mikrostrukturen. Diese gravierende Anderung der
Aktinzytoskelett-Architektur auf den Pfostenoberflichen scheint verantwortlich fiir die
Zellfunktion zu sein, da die Expression der Matrixproteine auf diesen Mikrostrukturen
simultan vermindert war. Dabei ermoglichte die Verwendung einer neu entwickelten
Software (in Koorperation mit dem Institut fiir Mathematik) die quantitative Bestimmung
der Aktinfilamentformation auf Grundlage der konfokalmikroskopischen Aufnahmen und
somit die Korrelation der Daten: Filamentldnge, Filamentanzahl, Orientierung der

Filamente mit den Materialdaten Mikrodimensionierung. Zellbiologisch interessant ist der
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Aspekt, dass die topographisch induzierte morphologische Ausrichtung der Zellen auf den
Mikrostrukturen nicht, wie bisher angenommen, von der Formation der Aktinfilamente
abhéngig ist, sondern unabhingig davon auftritt — selbst Zellen mit signifikant verkiirzten,
lokal akkumulierten, ungerichteten Aktinfilamenten entwickelten eine lang ausgestreckte
Zellmorphologie auf den Pfostenstrukturen.

Fiir die zellbiologischen Parameter Adhésion, Spreading, Integrinexpression und
Matrixproteinsynthese wurde ein positiv assoziierter Zusammenhang mit den
elektrochemischen = Materialcharakteristika Benetzbarkeit und Oberflichenenergie
aufgedeckt.

Zusammenfassend konnten durch die Ergebnisse dieser Arbeit umfassende Erkenntnisse zu
Zell-Material-Interaktionen mit dem Fokus auf den Einfluss definiert mikrostrukturierter
Titanoberflaichen gewonnen werden. Die aufgedeckten Zusammenhidnge zwischen
individuellen Zellfunktionen mit spezifischen physiko-chemischen Materialcharakteristika
demonstrierten iiberdies den Stellenwert der Gewinnung quantitativer und somit
korrelationsfahiger Daten. Hier wurde auch verdeutlicht, wie die Entwicklung neuer
Methoden  fiir biomedizinische Bildauswertung ein  Zugewinn hinsichtlich
Datenkorrelationen in Zell-Biomaterial-Untersuchungen bieten kann. Zukiinftig konnten so
Modelle in silico entwickelt werden, die eine Vorhersage des Zellwachstums in

Abhingigkeit topographischer Materialdaten zulassen.
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