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1 Einleitung und Problemstellung 1

1 Einleitung und Problemstellung
1.1 Geschichte der Implantate

Der Wunsch, verloren gegangene Zahne und andere Korperteile durch Implantate zu
ersetzen und damit eine Wiederherstellung der Funktion zu gewahrleisten, regte schon

immer die Fantasie des Menschen an.

Ein bei Ausgrabungen in Honduras entdecktes Unterkieferfragment aus der Mayazeit
wies im Bereich der Schneidezahne drei aus Muscheln gefertigte Implantate auf. Dieses
Fragment datiert ca. aus dem Jahr 600 n. Chr. und ist der alteste Beleg fur eine Im-
plantation anorganischen Materials in das Knochengewebe eines lebenden Menschen
(Ring, 1997).

Die Anwendung erster metallischer Implantate geht bis in das 18. Jahrhundert zurlck.
Aufgrund ihrer Korrosionsbestandigkeit bevorzugte man zunachst Edelmetalle wie Gold,
Silber und Platin. Ihre mechanischen Eigenschaften erwiesen sich fur die klinische An-
wendung jedoch als unzureichend. Wahrend Messing, Kupfer und Eisen zwar Uber die
erforderliche mechanische Stabilitat verfigten, waren sie wegen ihrer geringen Korro-
sionsbestandigkeit und Biokompatibilitat fir den klinischen Einsatz nicht geeignet
(Hench & Ethridge, 1982; Ha & Wintermantel, 2002). Anfang des 20. Jahrhunderts
wurde mit dem V2A-Stahl von Krupp erstmals eine rostfreie Chrom-Nickel-Legierung
entwickelt (Stribig, 1989), die zum Durchbruch der Osteosynthesetechnik beitrug
(Ruedi, 1975). In den 30er Jahren dieses Jahrhunderts wurde die Kobalt-Chrom-
Molybdan-Legierung Vitallium® in die Zahnheilkunde eingefiihrt und aufgrund ihrer aus-
gezeichneten mechanischen Eigenschaften und guten Korrosionsbestandigkeit auch als
Osteosynthesen- und Huftendoprothesenmaterial eingesetzt (Judet & Judet, 1949;
Combe, 1984; Watzek & Blahout, 1993).

Bereits in den 40er und 50er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde Uber die Korperver-
traglichkeit sowie die hervorragende Eignung von Titan als Implantatwerkstoff berichtet
(Bothe et al., 1940; Leventhal, 1951). Aufgrund der Kombination ausgezeichneter biolo-
gischer und mechanischer Eigenschaften nehmen Titan und seine Legierungen inzwi-
schen eine klar bevorzugte Rolle als Funktions- und Strukturwerkstoffe in der klinischen
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Medizin und Zahnheilkunde ein (Wagner & Tatsch, 1984; Breme et al., 2000; Rauwolf et
al., 2003; Wagner & Al-Nawas, 2004).

1.2 Stahl und Titan als Implantatmaterialien

Aus der klinischen Erfahrung werden von Implantatwerkstoffen mechanische Festigkeit,
Korrosionsbestandigkeit und Biokompatibilitat erwartet. Aufgrund dieser Anforderungen
finden in der Implantologie korrosionsbestandige austenitische Stahle sowie Titanwerk-
stoffe in Form von Titan technischer Reinheit oder in Form von Titanlegierungen als

metallische Biomaterialien Anwendung (Breme et al., 2000; Ha & Wintermantel, 2002).

Implantate aus rostfreien Stahlen werden vorwiegend als kurzzeitiges und kostengunsti-
ges Osteosynthesematerial, bevorzugt bei Platten-Schrauben-Systemen, verwendet
(Fink, 2001; Kramer, 2001). Dazu wird meist hochlegierter Stahl mit 17 — 20 % Chrom,
12 — 14 % Nickel und 2 — 4 % Molybdan (AlISI-Bezeichnung: 316L) eingesetzt. Durch
den niedrigen Kohlenstoffgehalt von max. 0,03 % wird die Ausscheidung von Chrom-
karbid an den Korngrenzen verhindert und somit die Bestandigkeit gegen interkristalline
Spannungsrisskorrosion erhoht. Im geschmiedeten Zustand besitzt die Legierung eine
rein austenitische Kristallstruktur (Semlitsch & Willert, 1981; Ha & Wintermantel, 2002).
Der Molybdananteil erhéht die Bestandigkeit gegen Spaltkorrosion, die im Wesentlichen
auf der Bildung eines dunnen Passivfilms (1 — 5 nm) beruht. Wird diese Passivschicht
durch mechanische Oberflachenzerstérungen, Heterogenitaten, Verunreinigungen oder
ortlich unterschiedliche Elektrolytzusammensetzungen durchbrochen, kann eine spon-
tane Repassivierung an schwer zuganglichen Stellen wie Léchern und Spalten durch
den Mangel an Sauerstoff und eine stark erhohte Passivierungsstromstarke ausbleiben
(Gellings, 1981; Macionczyk et al., 2001).

Rostfreie Stahle weisen eine niedrige Dehngrenze bei gleichzeitig hoher Bruchdehnung
auf. Deshalb konnen Chrom-Nickel-Stahle warm- oder kaltverformt werden, wobei bei
der Kaltverformung eine Verfestigung erfolgt. Der im Vergleich zur Knochenkortikalis
hohe Elastizitatsmodul von Stahl fuhrt infolge der Lastibernahme durch das Implantat
zu einer als stress-shielding bezeichneten Knochenresorption (Niethard & Pfeil, 1997;
Ha & Wintermantel, 2002).
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Titan technischer Reinheit (commercially pure (cp) titanium) und die Legierungen
Ti-6Al-4V und Ti-6Al-7Nb haben sich als Endoprothesen- und Osteosynthesenmaterial
sowie in der Kiefer- und Zahnimplantologie bewahrt (Kramer, 2001). Bei cp Titan handelt
es sich um unlegiertes Titan (a-Titan mit hexagonal dicht gepackter Kristallstruktur) mit
geringer Konzentration an Verunreinigungselementen wie Kohlenstoff, Eisen oder Sau-
erstoff. Da Titan im geschmolzenen Zustand zusatzliche Verunreinigungen aufnimmt,
erfolgt der Schmelzvorgang im Vakuumofen. Reines Titan weist im Vergleich zu seinen
Legierungen eine geringere Festigkeit, jedoch eine héhere Bruchdehnung auf. Durch
Zulegieren von Aluminium als a-Phase-stabilisierendes Element und Vanadium als
B-Phase (kubisch-raumzentrierte Struktur)-stabilisierendes Element resultiert eine Zwei-
phasenlegierung (a + B) mit erhdhter Harte, Dehngrenze und Zugfestigkeit sowie ver-
besserten Ermidungseigenschaften (Bardos, 1990; Paller, 1997; Lenz, 1998; Peters et
al., 2002). Da das in dieser Legierung enthaltene zytotoxische Vanadium in Hinsicht auf
eventuelle Unvertraglichkeitsreaktionen kritisch betrachtet wird, wurde die vanadiumfreie
Titanlegierung Ti-6Al-7Nb entwickelt, die vergleichbare mechanische Eigenschaften,

Biokompatibilitat und Korrosionsbestandigkeit aufweist (Geis-Gerstorfer, 2003).

Titan und die Titanbasislegierungen gehdren aufgrund der elektronischen Struktur des
Titans zu den so genannten Ubergangsmetallen, deren Oberflache sich nach Kontakt
mit Korperfllssigkeiten passiviert. Im Gegensatz zu den ebenfalls passivierenden
Eisenbasislegierungen, die metallisch leitende Oxide bilden, sind die Oxidschichten auf
Titan oder den Titanbasislegierungen elektrisch nicht- oder halbleitend und bilden die
notwendige Grundlage fur die beobachtete Korpervertraglichkeit. Hierzu tragt noch die
Eigenschaft bei, dass Titan selbst nach chemischer Lésung des Oxids oder bei tempora-
rer Korrosion nach mechanischer Zerstorung der Passivschicht als Folge von Relativ-
bewegungen zum Gewebe keine lonen, sondern mehr oder weniger aufoxidierte Mole-
kille an das Gewebe abgibt (Thull, 1992; Thull et al., 1992; Thull et al., 1995). Ublicher-
weise weist das Oxid eine Schichtdicke von etwa 10 nm auf und besteht aus TiO, in der

Anatasmodifikation (Tummler, 1986).

Der Elastizitatsmodul von Titan ist um den Faktor 2 niedriger als der von austenitischem
Stahl und kommt von allen metallischen Biomaterialien dem des Knochens am
nachsten. Die daraus resultierende vergleichsweise geringe Steifigkeit minimiert bei
gleicher Implantatgeometrie das stress-shielding fur den Knochen (Ferracane, 1995;
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Head et al., 1995; Breme et al., 2000; Macionczyk & Thull, 2001; Breme et al., 2002).
Das geringe spezifische Gewicht von 4,5 g/cm?® bringt fiir den Patienten einen ange-
nehmen Tragekomfort mit sich (Paldler, 1997; Geis-Gerstorfer, 2003).

Nachteile von Titan sind die vergleichsweise geringe Verschleil3festigkeit des Werkstoffs
und die Anfalligkeit fur Reibkorrosion durch mechanischen Abtrag der schutzenden
Passivschicht. Einen Beweis flur Relativbewegungen zwischen Implantat und Gewebe
stellt der haufig bei Explantation gefundene schwarze Niederschlag aus Titanpartikeln
dar, der durch Makrophagen auch in die Lunge, Leber, Milz und Niere abtransportiert
und dort nachgewiesen werden kann (Agins et al., 1988; Lombardi et al., 1989; Thull et
al., 1995; Craig et al., 2006).

1.3 Biokompatibilitat

Ein erfolgreiches Implantateinheilen setzt eine hohe Biokompatibilitat der Implantatober-
flache voraus (Klein et al., 2006). Ratner definiert Biokompatibilitat als die Fahigkeit ei-
nes Werkstoffes durch aktive Wechselwirkung mit korpereigenen Proteinen und Zellen
ein bestimmtes (erwinschtes) Funktionsergebnis in einem Empfangerorganismus zu

erzielen (Ratner, 1993).

Um dieses Funktionsergebnis vorhersehbar beeinflussen zu kdnnen, ist die Herstellung
eines kausalen Zusammenhangs zwischen den Eigenschaften des Werkstoffes und den
Reaktionen des Biosystems notwendig. Diese Zielsetzung erfordert insbesondere die
Charakterisierung der Werkstoffoberflache und die genaue Kenntnis der fir Art und
Ausmal der biologischen Wirkungen verantwortlichen physikalisch-chemischen Eigen-
schaften der Grenzflache (Ratner et al., 1987; Thull, 2000). Im optimalen Fall sollen die
physikalischen und chemischen Eigenschaften der Implantatwerkstoffe mit denjenigen

des zu ersetzenden Gewebes weitgehend Ubereinstimmen (Wintermantel et al., 2002).

Die biologische Akzeptanz und langfristige Stabilitat der Integration von Implantaten wird
entscheidend durch die sich zwischen der Implantatoberflache und dem Umgebungs-
gewebe ausbildenden Wechselwirkungen bestimmt. Obwohl tiber das Biosystem selbst
und seine von zahlreichen inneren und dul3eren Faktoren beeinflussten Reaktionen — in

diesem Zusammenhang sind neben den Interaktionen verschiedener
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Reaktionskaskaden (Koagulation, Komplementsystem, zellulares Immunsystem etc.)
auch der Gesundheitszustand des Patienten, der Einfluss von Pharmaka, die Kontami-
nation der Biomaterialien mit Endotoxinen oder Oberflachenartefakte zu nennen —
umfangreiche Kenntnisse vorliegen, sind die Wechselwirkungsprozesse zwischen Imp-
lantat und Biosystem sowie deren Auswirkungen auf das Umgebungsgewebe (immuno-
logische Auswirkungen, Differenzierung und Proliferationsverhalten der Zellen) derzeit
noch nicht ausreichend verstanden (Garvey & Bizios, 1995; Hocker, 1997; RoRler et al.,
1997). Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass unmittelbar nach Kontakt mit
einer biologischen Flussigkeit die Implantatoberflache mit in Wasser gelosten lonen be-
deckt wird und es zur Adsorption korpereigener Proteine der extrazellularen Matrix
kommt. Die Zusammensetzung der adsorbierten Proteinschicht sowie das Spektrum der
Konformationszustande der einzelnen Proteine werden durch die physikochemischen
Eigenschaften der Implantatoberflache beeinflusst und steuern ihrerseits mafligeblich die
zellulare Reaktion des Kontaktgewebes (Albrektsson et al., 1983; Williams & Williams,
1989; Williams, 1990; Thull, 1993; Kasemo & Lausmaa, 1994; Sinha et al., 1994; Martin
et al., 1995; Boyan et al., 1996; Horbett, 1996; Jones, 1998; Thull, 1998; Girill et al.,
2000; Kasemo, 2002; Meadows & Walker, 2005; Lee et al., 2006; Scharnweber, 2007).

Der Informationsaustausch zwischen Biomaterial und biologischem Umfeld, das Zellen
und die extrazellulare Matrix einschlief3t, erfolgt durch Degradations-, Korrosions- und
Auslaugprodukte des Werkstoffs. Bei abrieb- oder korrosionsfesten Materialien bestimmt
die Oberflachenladung die Kommunikation, bei elektrisch leitenden Materialien ein
Ladungstragerdurchtritt durch die Phasengrenze mit Oxidation oder Reduktion von
Makromolekilen sowie Konformationsanderungen (Thull, 1994a; Thull, 1994b; Thull,
2000). Wahrend die Antigenbildung durch Bindung von Elementen der oben genannten
werkstoffspezifischen Destruktionsprodukte an Proteine und die Veranderung makro-
molekularer Bestandteile der interstitiellen Flissigkeit nach Adsorption an die Ober-
flache und Ladungstransfer gut untersucht sind, stellt die Wirkung von Proteinen aus der
interstitiellen Flussigkeit, die an die Oberflache adsorbieren und im oberflachennahen
elektrischen Feld oder aktiviert durch die Oberflachenenergie eine Veranderung der
Molekulstruktur erfahren, einen noch weitgehend hypothetischen Ansatz zur Erklarung
der Biokompatibilitat dar. Durch eine solche Reaktion kdnnten korpereigene Proteine als
Antigene wirken und zu einer Abwehrreaktion des Korpers durch Aktivierung des Im-
munsystems fuhren (Bauerschmidt et al., 1976; Thull et al., 1992; Thull, 1997; Thull,
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2003). Eine gewebevertragliche Oberflache liegt dann vor, wenn der Werkstoff durch
Adsorption individueller Makromolekule gegentber dem immunologischen System mas-
kiert wird (Thull et al., 1992; Thull, 1994a).

Da, wie Thull postuliert, die Biokompatibilitat von der Oberflache ausgeht, erfordern mo-
derne Funktions- und Strukturwerkstoffe eine funktionelle Trennung ihrer Eigenschaften
in einen vorwiegend funktionsorientiert mechanisch definierten Volumenwerkstoff und
einen an den Anforderungen des biologischen Umfelds und den angestrebten Reaktio-
nen mit dessen Bestandteilen orientierten Oberflachenwerkstoff (Thull, 1994b; Thull,
1997; Thull, 2003).

Biokompatibilitat stellt sich im submikrometerdicken Grenzbereich zwischen Werkstoff
und biologischem Umfeld ein und ist damit keine spezifische Werkstoffeigenschaft, son-
dern hangt von der Implantatfunktion, dem Anwendungsort und der Anwendungsdauer
ab (Williams, 1990; Thull, 2000).

1.4 Einheilen von Implantaten

Die Einheilung eines Implantats kann als Sonderfall der regularen Knochenfraktur-
heilung betrachtet werden (Knéfler & Graf, 1989). Post operationem entstehen, verur-
sacht durch das Operationstrauma, um das Implantat nekrotisches Gewebe und ein
Blutkoagulum, das durch Granulationsgewebe organisiert wird. Der Organismus reagiert
mit einer Entziindungsreaktion, deren Ziel die Beseitigung der Schadigung und die
Wundheilung ist. Diese Inflammationsphase beginnt mit Plasmaaustritt aus den Gefa-
Ren, verbunden mit einer Emigration von polymorphkernigen Leukozyten und
Makrophagen. Die bei den oben genannten Vorgangen freigesetzten Zytokine flihren
zur Chemoattraktion und zur Einwanderung von potenten osteoblastaren Vorlaufer-
zellen, die nach Adhasion auf der Implantatoberflache in reife Osteoblasten ausdifferen-
zieren. Der Bildung von Knochenmatrix folgt ein lebenslanges Knochenremodelling als
Antwort auf die funktionelle Belastung des Implantats und den physiologischen Kno-
chenumbau (Fallschussel, 1986; Watzek & Mailath-Pokorny, 2000; Davies, 2003;
Stanford & Schneider, 2004; Klein et al., 2006). Ausgehend von der Tatsache, dass
beim naturlichen Knochenturnover ein zurlickbleibendes Kollagengerust als Leitstruktur
fur neuen Knochen dient, formuliert Davies die Hypothese, dass ein ahnlicher Effekt
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durch das Fibringerust im Blutgerinnsel am frisch eingebrachten Implantat stattfinden
kann (Davies, 1998).

Eine erfolgreiche Osseointegration gilt als die stabilste Form der Langzeitfixation zwi-
schen Implantat und Knochen (Branemark, 1983). Die wissenschaftlichen Grundlagen
der Osseointegration wurden von der Arbeitsgruppe um den Goéteborger Orthopaden
Branemark beschrieben, der Osseointegration definierte als den direkten funktionellen
und strukturellen Verbund zwischen dem organisierten, lebenden Knochengewebe und
der Oberflache eines belasteten Implantats (Branemark, 1985). Carlsson und Mitarbeiter
erweiterten die Definition der Osseointegration um den Kontakt zwischen Implantat und
Knochen ohne dazwischenliegende Bindegewebsschicht im optischen Auflésungsbe-

reich der Lichtmikroskopie (Carlsson et al., 1986).

Neben den Materialeigenschaften und der Struktur der Implantatoberflache ist vor allem
die als Funktion aus mechanischer Knochenqualitat, Implantatgeometrie und Eindreh-
moment zu beschreibende Primarstabilitat am Implantationsort mit Verhinderung von
Relativbewegungen zwischen Knochen und Implantat fur eine schnell eintretende und
anhaltende Sekundarstabilitat bzw. Osseointegration entscheidend (van Recum, 1990;
Schmitz et al., 1996; Hoffmann et al., 1997; Ostman et al., 2005; Ottoni et al., 2005).
Wahrend die meisten metallischen Implantatmaterialien (u. a. Stahl) hinsichtlich der vom
Knochengewebe zu erwartenden Reaktionen als biotolerant gelten und dauerhaft von
einer fibrosen Bindegewebsschicht umkapselt werden (Distanzosteogenese), rufen Titan
und seine Legierungen als bioinerte Werkstoffe eine Kontaktosteogenese hervor, bei
der keine Bindegewebsbildung erfolgt und das Knochengewebe auf der Implantatober-
flache abgelagert werden kann (Schroeder, 1994; Roller et al., 1997; Wintermantel et
al., 2002).

15 Wirkung von elektrischen Feldern auf Zellen

Korpereigene elektrische Felder treten wahrend der Wundheilung, Embryogenese, Mor-
phogenese und des Tumorwachstums auf und bewirken dabei eine gerichtete Migration
von Zellen (Monsees & Funk, 2005). Gleichstrome findet man im normalen Knochen.
Diese steigen um eine Frakturzone deutlich an und kehren infolge des Heilungsprozes-
ses wieder auf Normalwerte zurack (McGinnis, 1989).
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In vitro wandern die meisten Zellen bei Feldstarken von 1 — 10 V/cm auf die Kathode zu,
wobei Geschwindigkeit und Ausmal der gerichteten Bewegung spannungsabhangig
sind. Nur wenige Zelltypen, wie Zellen aus dem Linsenepithel des Rindes und einige
transformierte humane Zelllinien bewegen sich in Richtung Anode (Stump & Robinson,
1983; Chao et al., 2000; Wang et al., 2000; Wang et al., 2003). Zellen richten sich im
elektrischen Feld in der Regel senkrecht zu den elektrischen Feldlinien aus (Stump &
Robinson, 1983; Soong et al., 1990; Chao et al., 2000; Curtze et al., 2004). Diese Aus-
richtung findet in zwei Phasen statt. Zunachst ziehen die Zellen ihre in Richtung der
elektrischen Feldlinien orientierten Zellauslaufer zurick und elongieren in einer zweiten
Phase senkrecht zu den elektrischen Feldlinien. Die fur diesen Orientierungsprozess
bendtigte Zeit ist negativ zur elektrischen Feldstarke korreliert (Curtze et al., 2004).
Membranruffles, Lamellipodien und Filipodien werden bei Elektrotaxis vorzugsweise in
Bewegungsrichtung ausgebildet (Soong et al., 1990). Im Gegensatz zu der bei der
Wundheilung beobachteten Umverteilung von Golgi-Apparat, Mikrotubulus-Organisati-
ons-Centrum (MTOC) sowie post translational detyrosinierten (GLU) Mikrotubuli in Be-
wegungsrichtung der Zelle (Kupfer et al., 1982; Gundersen & Bulinski, 1988), findet eine
solche Orientierung wahrend der allein durch ein externes elektrisches Feld vermittelten

Zellmigration nicht statt (Finkenstein et al, 2004).

Beim Erkennen von elektrischen Feldgradienten durch Zellen konnte Elektrophorese
eine entscheidende Rolle spielen (Jaffe, 1977). Das Anlegen eines elektrischen Feldes
induziert eine Seitwartsbewegung von geladenen Molekulen innerhalb der Zellmembran
(Poo, 1981). Umverteilte Membranmolekile konnten z. B. durch Komponenten des
Zytoskeletts ,erspurt* und als Orientierungshilfe verwendet werden (Monsees & Funk,
2005). Es konnte gezeigt werden, dass Mikrotubuli an der durch ein elektrisches Feld
induzierten Migration von Fibroblasten beteiligt sind und von vielen Signalmolekulen als
Transportsystem verwendet werden, um effektiv Signale zwischen dem flihrenden sowie

nachfolgenden Ende der Zelle und dem Kern auszutauschen (Finkenstein et al., 2004).

In zahlreichen klinischen und Tierstudien wurde gezeigt, dass elektrische Felder Osteo-
genese in vivo induzieren und verstarken konnen (Richez et al., 1972; Hassler et al.,
1977; Shandler et al., 1979; Ganne, 1988; Alexa, 1996; Yonemori et al., 1996; Huang,
1997). Die zugrunde liegenden Mechanismen auf zellularer und molekularer Ebene sind
jedoch noch nicht ausreichend verstanden (Hartig et al., 2000; Chang et al., 2004).
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Elektrische Felder beschleunigen die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten
in vitro und steigern die Synthese von extrazellularen Matrixproteinen sowie Wachs-
tumsfaktoren (Hartig et al., 2000; Aaron et al., 2004). Wird ein ganzes Organ elektrisch
stimuliert, ist es moglich, nur eine Zellpopulation der vielen verschiedenen Zelltypen in-
nerhalb des Organs spezifisch zu beeinflussen, da gezeigt werden konnte, dass das
Ansprechen auf unterschiedliche elektrische Feldstarken zellspezifisch ist (Binderman et
al., 1985). In Zukunft kdnnten statische elektrische Felder klinisch eingesetzt werden,
um die Wundheilung zu férdern, neues mesodermales Gewebe zu bilden und die Uber-

schieflende Zellmigration bei Narbenbildung zu hemmen (Finkenstein et al., 2004).

1.6 Zielsetzung der Studie

Ziel der Studie war es, den Einfluss eines elektrischen Feldes auf das Proliferations-
verhalten und die mitochondriale Zellaktivitat sowie das Zytoskelett Osteoblasten-ahnli-
cher Zellen (MG-63) in einem in vitro-Modell zu untersuchen. Es wurden eigens dafur
konzipierte Elektrokammern hergestellt, in denen die als Testoberflachen verwendeten
Stahl- und Titanplattchen polarisiert wurden. Mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus konnten

elektrische Felder simuliert werden, wie sie an rauen Oberflachen auftreten.
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2 Material und Methoden

21 Material

211 Puffer, Medien und Losungen

Es wurde Reinstwasser aus der laboreigenen Wasseraufbereitungsanlage Purelab Ultra

(Fa. USF Deutschland, Ransbach-Baumbach) verwendet.

PBS-Puffer

8,0 g Natriumchlorid NaCl (Fa. Merck, Darmstadt)

0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, (Fa. Merck, Darmstadt)

2,8 g Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO, x 12 H,O (Fa. Merck, Darmstadt)
0,2 g Kaliumchlorid KCI (Fa. Merck, Darmstadt)

ad 1000 ml Reinstwasser

20 min bei 121 °C autoklavieren

Isoton-Pufferlosung
(Fa. Beckman Coulter, Krefeld)

9,72 g/l Natriumsulfat, wasserfrei
4,00 g/l Natriumchlorid

1,00 g/I Dimethylolharnstoff

0,11 g/l Procainhydrochlorid

Die isotone, phosphatgepufferte Lésung wurde gebrauchsfertig geliefert.

Foetal Bovine Serum (FCS)

(Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)

EU approved origin (South America)

mycoplasma and virus screened, performance tested,
inaktiviert durch 30 min Inkubation bei 56 °C
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DMEM-Kulturmedium fur Osteosarkomzellen MG-63
60,0 ml Dulbecco’s Mod Eagle Medium (500 ml)
mit 4,5 g/l Glukose, mit GlutaMAX™-|, mit Pyruvat
(Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)
5,0 ml Penicillin-Streptomycin 10.000 1U/I — 10.000 1U/ml
(Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)
5,0 ml Hepes Buffer (Solution 1M)
(Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)
50,0 ml Foetal Bovine Serum (FCS)

(Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)

Accutase
(Fa. PAA Laboratories, Cadlbe)

Proliferations-Reagent WST-1
(Fa. Roche Diagnostics, Mannheim)
Farbstoff WST-1 (4-3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium-1,3-Benzendi-

sulfonat)

bisBenzimide, Hoechst 33258 Trihydrochloride
(Fa. Sigma, Taufkirchen)

Stammldsung: 5,0 ug/ml Ethanol

Arbeitsldsung: 20,0 pl/1000ul PBS (aus Stammldsung)

Mowiol

(Fa. Sigma, Taufkirchen)

PBS ohne KH,PO, ansetzen und mit KH,PO, pH 8,0 einstellen

3,0 g Mowiol in 40 ml PBS lésen, 16 h rihren

20,0 ml wasserfreies Glyzerin (Fa. Merck, Darmstadt) dazugeben, 16 h ruhren

15 min bei 12000 U/min zentrifugieren, aliquotieren, lagern bei —20 °C

Aceton
(Fa. Merck, Darmstadt)
in Glasschale gekuhlt auf —20 °C
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Methanol
(Fa. Merck, Darmstadt)
in Glasschale gekuhlt auf =20 °C

96 % Ethanol

(Fa. BrGggemann, Heilbronn)

2%ige SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)-Losung
(Fa. Sigma, Taufkirchen)

5%ige Extranlésung, Extran MA 01 alkalisch
(Fa. Merck, Darmstadt)

Isopropanol
(Fa. Hedinger, Stuttgart)

21.2 Antikorper

2.1.21 Primarantikorper

anti-a-Actinin

(Fa. Sigma, Taufkirchen)

monoklonaler Antikorper (IgG1), Spezies Maus, Klon BM-75.2

Lagerung bei —20 °C

Verdinnung 1 : 200 in PBS + 0,1 % BSA (Fa. Sigma, Taufkirchen)

anti-B-Tubulin
(Fa. Sigma, Taufkirchen)

monoklonaler Antikorper (IgG1), Spezies Maus, Klon TUB 2.1

Lagerung bei —20 °C
Verdinnung 1 : 200 in PBS + 0,1 % BSA
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21.2.2 Sekundarantikorper

Cy™2-konjugiertes Affinity Pure Ziege anti-Maus IgG + IgM (H+L)
(Fa. Dianova, Hamburg)

Lagerung bei —20 °C

Verdinnung 1 : 75 in PBS + 0,1 % BSA

21.3 Osteosarkomzelllinie MG-63

Die Osteosarkomzelllinie MG-63 wurde von der American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen. Erstmals beschrieben wurde sie 1977 (Billiau et
al., 1977). Ursprung dieser stabilen, reproduzierbaren Zelllinie sind Zellen, die aus dem
Osteosarkom eines 14-jahrigen mannlichen Kaukasiers isoliert wurden. In Kultur ge-
bracht wachsen die Zellen adharent und zeigen fibroblastische Morphologie. Sie expri-
mieren die Rezeptoren Rl und RIl fir TGF-B. Genetisch liegt eine Abweichung vom

normalen Chromosomensatz vor.

Die Zellkultivierung erfolgte bei 37 °C unter einer 5%igen CO,-Begasung. Als Kultur-

medium wurde Dulbecco’s Mod Eagle Medium verwendet.

214 Prufkorper

Als Prufkdrper wurden Stahlplattchen (1.4441) aus medizinischem Edelstahl sowie
Titanplattchen, bestehend aus Titan-Grade 2, verwendet. Die Prufkérper wurden von der
hauseigenen Werkstatt hergestellt und lagen als kreisrunde Scheiben mit einem Durch-
messer von 15,50 mm (entsprechend dem Innendurchmesser einer handelsublichen
24-Well-Zellkulturplatte) und einer Héhe von 1,20 mm (Stahlplattchen) bzw. 1,00 mm
(Titanplattchen) vor. Zur besseren Handhabung wiesen die Plattchen eine randstandige

Bohrung (Durchmesser: 1,65 mm) auf.
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215 Elektrokammern

Damit auf die Prufkorper ein elektrisches Feld wirken konnte, wurden von der haus-
eigenen Werkstatt speziell dafiir konzipierte Elektrokammern hergestellt (Abbildung 2.1,
2.2). Die Kammern bestanden aus einem Kunststoffgehause und konnten mit einem
Deckel und Boden mit 4 Schrauben dicht verschlossen werden. Das Gehause wies
sechs Vertiefungen auf, in denen die Plattchen passgenau gelagert wurden und mit den
Probenkontaktierungen verbunden werden konnten. Die Ringelektrode verlief am Innen-
rand des Kunststoffgehauses. Probenkontaktierungen und Ringelektrode bestanden
jeweils aus dem gleichen Material wie die verwendeten Prufkdrper (medizinischer Edel-
stahl bzw. Titan-Grade 2).

ABBILDUNG 2.1: Elektrokammeraufbau
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ABBILDUNG 2.2: Elektrokammerschnittbild

21.6 Gerate

Gerate

Herkunft

Analysenwaage

Autoklav Tuttnauer 3870 ELV
Becherglaser

Brutschrank

Digitalkamera AxioCam MRm
Digitalmultimeter VC 840
DMM Scanner

Eisbad

Eppendorfpipetten

Fluoreszenzmikroskop
Axio HBO 100 Imager. M1

Folienschweil3gerat
Gefrierschrank
Gefriertruhe

Glasschalen (eckig, rund)

Kihl-Gefrierkombination

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Scaltec Instruments, Heiligenstadt
Systec, Wettenberg

Schott, Mainz

Jouan, Unterhaching

Carl Zeiss, Gottingen

Conrad Electronic, Hirschau
Keithley, Munchen

Hartenstein, Wurzburg

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Gottingen

Durr Dental, Bietigheim-Bissingen
Linde, Wiesbaden

Bader, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Bosch, Stuttgart
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Klhlschrank
Kunststoffbehalter
Labormikroskop
Magnetruhrer
Magnetruhrstabchen
Metallhaken am Gewindestab
Metallsonde

Multipette

Objektiv EC Plan-Neofluar 40x/0,75 Ph2
Photometer Spectrafluor Plus
Pinzetten

Pipettierhilfe
Praparatestander

R-Dekade

Reinstwasseranlage Purelab Ultra

Scanning Potentiostat Model 326
Sterilarbeitsbank LaminAir HB 2472
Stickstoffbehalter

Ultraschallbad

Waage

Wasserbad

Zellzahler CASY 1 Modell TTC
Zentrifuge

Zentrifuge

Fa. Quelle, Furth

Fa. Hartenstein, Wurzburg

Fa. Leitz, Wetzlar

Fa. IKA-Werke, Staufen

Fa. Hartenstein, Wurzburg
hauseigene Werkstatt, Wurzburg
Fa. Hartenstein, Wirzburg

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Carl Zeiss, Gottingen

Fa. Tecan Deutschland, Crailsheim
Fa. Hartenstein, Wirzburg

Fa. Brand, Wertheim
hauseigene Werkstatt, Wurzburg
Fa. EKF Elektronik, Hamm

Fa. USF Deutschland, Ransbach-
Baumbach

Fa. EG&G, Miunchen

Fa. Heraeus, Hanau

Fa. Air Liquide Kryotechnik, Disseldorf
Fa. Bandelin electronic, Berlin

Fa. Mettler-Waagen, Gielden

Fa. Memmert, Schwabach

Fa. Scharfe System, Reutlingen

Fa. Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen

Fa. Jouan, Unterhaching

TABELLE 2.1: Gerateliste

21.7 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Herkunft

24-Well-Zellkulturplatten
96-Well-Zellkulturplatten
Autoklaventuten

Combitips plus

Fa. Nunc, Wiesbaden

Fa. Nunc, Wiesbaden

Fa. Wipak Medical, Walsrode
Fa. Eppendorf, Hamburg
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Deckglaschen fur Mikroskopie (rund,
@ 15 mm)

Einmalpipetten
Einmalspitzen

Eppendorf Reaktionsgefalie
Filterpapier

Kryordhrchen

Latexhandschuhe (puderfrei)

Objekttrager mit Mattrand
Objekttrageraufbewahrungsbox
Parafilm

Pasteurpipetten

Zahlgefalie

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Zentrifugenréhrchen

Fa. Hartenstein, Wurzburg

Fa. Costar, Bodenheim

Fa. Sarstedt, NUmbrecht

Fa. Greiner, Frickenhausen

Fa. Schleicher & Schuell, Dassel
Fa. Nunc, Wiesbaden

Zentrallager des Klinikums der
Universitat Wurzburg

Fa. Hartenstein, Wurzburg
Fa. Hartenstein, Wurzburg
Fa. Hartenstein, Wirzburg
Fa. Scherf, Meiningen
Fa. Hartenstein, Wurzburg
Fa. Falcon, Heidelberg

Fa. Greiner, Frickenhausen

TABELLE. 2.2: Verbrauchsmaterialliste

2.1.8 Computerprogramme

Computerprogramme

Herkunft

Adobe Photoshop 7.0
AxioVision Rel. 4.5
Harvard Graphics AP 3.0
Magellan 3

Microsoft Office XP Professional

Adobe Systems, San Jose (USA)
Carl Zeiss, Gottingen
Harvard Graphics, Amherst (USA)

Tecan Deutschland, Crailsheim

Microsoft Corporation, Redmond (USA)

TABELLE 2.3: Computerprogrammliste
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2.2 Methoden

221 Reinigung der Priifkorper und Elektrokammern

Je 10 Prufkérper wurden mit einer Pinzette an einer in Eigenbau hergestellten Halte-
vorrichtung, die das jeweilige Plattchen uber einen Metallhaken in der randstandigen

Bohrung fixierte, befestigt und berthrungsfrei in ein 600 ml Becherglas gehangt.

Die in ihre Einzelkomponenten zerlegten Elektrokammern wurden in je einen 2 | fassen-
den Kunststoffbehalter tberfuhrt.

Zur Herstellung gleicher Ausgangsbedingungen wurden dann die Prufkérper und

Elektrokammern mit folgenden Medien der Reihe nach im Ultraschallbad bei 40 °C

gereinigt:

Dauer Reinigungsmedium
10 min 2%ige SDS-Losung
10 min Reinstwasser

10 min 5%ige Extranldsung
10 min Reinstwasser

10 min Reinstwasser

10 min Isopropanol

Die Priufkoérper und wieder zusammengebauten Elektrokammern wurden anschlie3end
20 min bei 121 °C und 1,0 bar autoklaviert.
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222 Schaltkreis der Versuchsanordnung

Voltmeter

%

Arbeitselekirode

/

Potentiostat

Messwiderstand

Gegenelekirode Referenzelekirode

N -

+

Probenkontaktierung Ringelekirode

ABBILDUNG 2.3: Schaltkreisskizze

Abbildung 2.3 zeigt den Schaltkreis der Versuchsanordnung. Die Prufkdrper wurden
uber die Probenkontaktierungen mit dem Pluspol der Stromquelle verbunden, die Ring-
elektrode mit dem Minuspol. Uber dem Messwiderstand (1000 Q) konnte mit einem

Voltmeter die am Potentiostat eingestellte Spannung von +600 mV kontrolliert werden.

223 Zellkultivierung

Ein Kryordhrchen mit tiefgekuhlten Zellen MG-63 wurde aus flussigem Stickstoff ent-
nommen und bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Die aufgetauten Zellen wurden unter
der Sterilarbeitsbank mit 9,0 ml DMEM-Kulturmedium in ein Zentrifugenréhrchen pipet-
tiert. Das Rohrchen wurde 5 min bei Raumtemperatur und 1000 U/min zentrifugiert und
der Mediumuberstand abgesaugt. Dieser Schritt diente dazu, das beim Einfrieren der
Zellen zugegebene Dimethylsulfoxid-FCS-Gemisch zu entfernen.

Das Zellpellet wurde mit 2,0 ml DMEM-Medium resuspendiert und die Suspension mit
5 ml DMEM-Medium in eine kleine Zellkulturflasche Uberfuhrt.
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C. Die Zellkultur wurde auf
Mycoplasmenbefall untersucht, belastete Zellkulturen wurden verworfen. Nach ca. 6 h
erfolgte der erste Mediumwechsel, weitere Mediumwechsel wurden im 2-tagigen Ab-
stand durchgeflihrt. Sobald die Zellkulturflaschen gut bewachsen waren, wurden die

Zellen gewaschen, abgelost und in grof3en Zellkulturflaschen subkultiviert.

224 Proteinanlagerung und Zellaussaat

Je 6 Prufkorper der Testoberflache wurden unter der Sterilarbeitsbank in die beiden
Elektrokammern gelegt und mit je 25 ml (Stahlkammern) bzw. 35 ml (Titankammern)
fotalem Kalberserum (FCS) bedeckt. Die Kammern wurden 35 min bei 37 °C inkubiert.
Dabei wurde eine Elektrokammer je nach geplantem Versuch entsprechend der Schalt-
kreisskizze (Abbildung 2.3) an den Stromkreis angeschlossen. Die am Potentiostat ein-
gestellte Spannung von +600 mV wurde alle 10 min mit einem digitalen Spannungs-

messgerat uberpriuft und protokolliert.

Fir die nachfolgenden Versuchsansatze wurden Zellsuspensionen von 50 000 Zellen/ml
(fUr die Zellzahlbestimmung und den WST-1 Zellvitalitatstest) bzw. 30 000 Zellen/ml (fur
die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie) bendétigt. Hierzu wurde unter der Steril-
arbeitsbank das DMEM-Medium in den Zellkulturflaschen mit Hilfe einer sterilen
Pasteurpipette abgezogen und die adharenten Zellen zweimal mit je 10 ml PBS-Puffer
gespult. Anschliefend wurden die Zellen durch eine 7-minutige Inkubation mit 1 ml
Accutase bei 37 °C abgeldst. Zur Neutralisation und damit zum Abstoppen der
Accutase-Wirkung wurden 5 ml DMEM-Medium hinzupipettiert. Nach Homogenisierung

der gewonnenen Zellsuspension wurde eine Zellzahlung durchgefuhrt.

Um die gewunschten 50 000 bzw. 30 000 Zellen/ml zu erhalten, wurde eine ent-
sprechende Verdunnung mit dem DMEM-Medium hergestellt. Nach einer Kontroll-
zahlung und grundlichem Absaugen des FCS aus den Elektrokammern wurden die
Kammern und 24-Well-Kulturplatten mit der Zellsuspension beimpft. In den Stahl-
kammern wurden je 25 ml, in den Titankammern je 35 ml der Zellsuspension verteilt. In
die 24-Well-Platten wurden pro Well jeweils 1 ml der Zellsuspension gegeben. Die
Elektrokammern und 24-Well-Zellkulturplatten wurden anschliel3end fur 48 h in den
Brutschrank (37 °C) gestellt, wobei wiederum die eine Kammer optional an den
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Stromkreis angeschlossen wurde. Die angelegte Spannung (+600 mV) wurde stich-

probenweise kontrolliert und protokolliert.

225 Zellzahlbestimmung
2.2.51 Messprinzip

Zur Bestimmung der Zellzahlen wurde der Zellzahler CASY 1 Modell TTC (Fa. Scharfe
System, Reutlingen) verwendet (Abbildung 2.4).

Das Messprinzip beruht auf einer Widerstandsmessung in Kombination mit einer Signal-
auswertung (Pulsflachenanalyse).

Die Zellsuspension wird mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit durch eine elektrolyt-
gefillte Kapillare definierter Geometrie gesaugt, an der wahrend der Messung Uber zwei
Platinelektroden eine Spannung angelegt wird. Beim Durchtritt durch die Messkapillare
verdrangen die Zellen eine ihrem Volumen entsprechende Menge Elektrolytldsung. Dies
fuhrt zu einer Widerstandserhdhung entlang der Kapillarstrecke, Uber die der Zellzahler
das Volumen der Zellen und damit die Zellzahl ermittelt.

Die Zellen werden beim Durchgang durch die Messpore mit einer Frequenz von 1 MHz
abgetastet. Aus den Einzelmessungen wird dann das Integral des Messsignals berech-

net (Pulsflachenanalyse).

ABBILDUNG 2.4: Zellzéhler CASY 1 Modell TTC
(A) Ubersicht. (B) Markierter Ausschnitt aus (A).
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2.2.5.2 Durchfuhrung

Die Prufkorper wurden unter der Sterilarbeitsbank aus den Elektrokammern in eine
24-Well-Zellkulturschale tberfuhrt. Das vorgelegte DMEM-Medium (1 ml/Well) wurde
von den Zellen abgesaugt und die Zellschicht zweimal mit je 1 ml PBS-Puffer ge-
waschen. AnschlieRend wurden je 500 ul Accutase zupipettiert und die Kulturplatten
7 min bei 37 °C inkubiert. Nach vorsichtigem Anschlagen der 24-Well-Zellkulturplatten
wurde unter dem Labormikroskop die vollstandige Ablosung der Zellen kontrolliert.
Durch Zugabe von 500 pl DMEM-Medium pro Well wurde die Accutase-Wirkung ge-
stoppt. Nach 20-maligem Auf- und Abpipettieren mit der 1,0 ml Eppendorfpipette zum
Vereinzeln der Zellen wurden 100 pl der Zellsuspension in 10 ml vorgelegte Isoton-

Pufferlosung gegeben und sofort im Zellzahler gemessen.

2.2.6 WST-1 Zellvitalitatstest
2.2.6.1 Messprinzip

Dieser Versuch beruht auf der Umsetzung des Farbstoffs WST-1 (4-3-(4-lodo-
phenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium-1,3-Benzendisulfonat) durch die Succinat-
dehydrogenase in den Mitochondrien stoffwechselaktiver Zellen zum farbigen
Formazan. Die Absorption wird im Photometer gemessen und ist direkt proportional zur

Stoffwechselaktivitat der Zellen.

2.2.6.2 Durchfuhrung

In einem Reaktionsgefaly mit Deckel wurden unter der Sterilarbeitsbank Proliferati-
ons-Reagent WST-1 und DMEM-Kulturmedium im Verhaltnis 1 : 10 gemischt. Nach
Uberfiihren der Prifkdrper in eine 24-Well-Kulturplatte und Absaugen des vorgelegten
DMEM-Mediums (1 ml/Well) aus jeder Kavitat wurden je 600 ul des hergestellten
Gemisches zupipettiert. Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert.

Anschlieend wurden zur Doppelbestimmung je 2 x 200 pl des Gemisches aus den
Uberstanden der mit Zellen bewachsenen Prifkdrper in eine 96-Well-Platte pipettiert
und die Absorption im Photometer Spectrafluor Plus (Fa. Tecan Deutschland, Crails-

heim) mit einem Messfilter von 450 nm und einem Referenzfilter von 690 nm ermittelt.
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Als Leerwert fur diese Messung diente das Gemisch aus Proliferations-Reagent WST-1
und DMEM-Kulturmedium (Verhaltnis 1 : 10). Die Einstellungen am Photometer wurden

mit der Bedienungssoftware Magellan 3 vorgenommen.

227 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie
2.2.71 Prinzip

Die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie dient der Identifizierung und Lokalisierung
von Proteinen in Zellen. Zunachst bindet ein unmarkierter, spezifischer Primarantikdrper
an antigene zellulare Strukturen. Der gebundene Primarantikorper wird anschliefend
mittels eines fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpers nachgewiesen, der gegen das
Immunglobulin des Primarantikorpers gerichtet ist und im Fluoreszenzmikroskop sicht-

bar gemacht werden kann.

2.2.7.2 Durchfiuhrung

Die Prufkorper wurden mit Hilfe einer Pinzette in einen Praparatestander uberfuhrt und
kurz in PBS gewaschen. Anschliel3end wurden die Zellen in Methanol/Aceton fixiert und
permeabilisiert. Dazu wurden die Praparate mit Praparatestander 10 min bei =20 °C in
eine mit Methanol geflillte Glasschale und 4 min bei ebenfalls =20 °C in eine mit Aceton
geflllte Glasschale gestellt. Die Praparate wurden mit der Zellseite nach oben auf ein

Filterpapier gelegt und 30 min luftgetrocknet.

Zur Inkubation mit dem Primarantikorper wurden die Praparate mit den fixierten und
permeabilisierten Zellen in eine feuchte Kammer (runde Glasschale, ausgelegt mit in
Wasser getranktem Filterpapier, auf das ein entsprechend grof3es Stuck Parafilm gelegt
wurde) Uberfuhrt und mit 75 pl des im Verhaltnis 1 : 200 in PBS mit 0,1 % BSA ver-
dinnten Primarantikdrpers (anti-a-Actinin bzw. anti-B-Tubulin) Gberschichtet. Die Inku-

bation erfolgte fur 30 min bei Raumtemperatur in der geschlossenen feuchten Kammer.

Die Praparate wurden in den Praparatestander, der sich in einer mit PBS gefllten Glas-
schale befand, Uberfihrt und kurz gewaschen. Anschliellend wurden die Praparate im
Praparatestander fur je 5 min in einer zweiten und dritten mit PBS gefullten Glasschale
gewaschen.
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Der Fluorochrom-markierte Sekundarantikorper (Cy2-konjugierter anti-Maus-Antikorper
aus der Ziege) wurde im Verhaltnis 1 : 75 in PBS mit 0,1 % BSA verdunnt. Die Pra-
parate wurden in die feuchte Kammer gelegt und mit 50 ul Sekundarantikdrperldsung

15 min bei Raumtemperatur in der geschlossenen Feuchtkammer inkubiert.

Zur Anfarbung der chromosomalen DNA wurden pro Praparat 2 Tropfen des DNA-Farb-
stoffs Hoechst 33285 dazugegeben. Die Inkubation erfolgte flir 7 min bei Raum-

temperatur.

Die Praparate wurden in den Praparatestander zurtckuberfuhrt und dreimal in mit PBS

geflllten Glasschalen gewaschen (einmal kurz, zweimal fur je 5 min).

Zum Entwassern wurde der Praparatestander mit den Praparaten fur 1 min in eine mit
96 % Ethanol geflllte Glasschale gestellt. Die Praparate wurden anschliel3end mit der

Zellseite nach oben auf ein Filterpapier gelegt und mindestens 30 min luftgetrocknet.

Zur Einbettung wurde auf die Zellseite der Probenplattchen ein Tropfen Mowiol aufge-
bracht und ein frisches Deckglas darauf gelegt. Die Probenplattchen wurden nun mit

einem weiteren Tropfen Mowiol auf dem Objekttrager mit der Zellseite nach oben fixiert.

Die Auswertung der Immunfluoreszenzen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axio HBO
100 Imager. M1 (Fa. Carl Zeiss, Gottingen) mit Plan-Neofluar 40x Objektiv (Abbil-

dung 2.5). Das Mikroskop war mit der Digitalkamera AxioCam MRm gekoppelt, die von
der Bedienungssoftware AxioVision Rel. 4.5 unterstitzt wurde. Die mit der Kamera auf-

genommenen Fluoreszenzbilder wurden mit Adobe Photoshop 7.0 zusammengestellt.
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ABBILDUNG 2.5: Fluoreszenzmikroskop Axio HBO 100 Imager. M1

228 Versuchsalgorithmus und Plattenbelegung

Fir die Testoberflachen Stahl und Titan wurden jeweils drei Versuchsreihen durchge-
fuhrt, in denen eine der mit den jeweiligen Prufkdrpern beladenen Kammern nur nach
FCS-Zugabe flr 35 min (zur Untersuchung der ,Proteinadsorption®) bzw. nur nach Zell-
aussaat fur 48 h (zur Untersuchung der ,Zelladsorption®) bzw. nach FCS-Zugabe fur

35 min und nach Zellaussaat fur 48 h (zur Untersuchung der ,Protein- und Zell-
adsorption®) bei einer Spannung von +600 mV an den Stromkreis angeschlossen wurde.
Die andere Kammer wurde bei keiner der Versuchsreihen an den Stromkreis ange-

schlossen und diente damit jeweils als Negativkontrolle.

48 h nach Beimpfung der Prufkdrper mit 50 000 Zellen/ml wurden zu jeder der Ver-
suchsreihen die Bestimmung der Zellzahl und der WST-1 Zellvitalitatstest durchgefuhrt.
Die jeweils 6 Prufkorper in beiden Kammern wurden gleichmaRig auf zwei 24-Well-
Zellkulturplatten verteilt, wobei auf der einen die Zellzahlbestimmung und auf der ande-
ren der WST-1 Zellvitalitatstest erfolgte. Die ersten 3 Kavitaten einer Platte wurden mit

den Prufkdrpern der entsprechend der durchgefuhrten Versuchsreihe am Stromkreis
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angeschlossenen Kammer belegt, die folgenden 3 Kavitaten mit den Prufkorpern der
Referenzkammer.

Je 3 weitere Kavitaten waren mit Prafkorpern belegt, die bereits vor Zellaussaat in die
24-Well-Schale gelegt wurden bzw. blieben als Polystyrolkontrolle ohne Belegung.
Diese 6 Kavitaten wurden wie die Elektrokammern am Tag 0 mit 50 000 Zellen/ml be-
impft und 48 h bei 37 °C inkubiert. Sie dienten als sog. Wachstumskontrolle labor-
internen Untersuchungen und gingen nicht in die genauere Analyse der Ergebnisse der

vorliegenden Promotionsarbeit ein.

Es wurden fur die Zellzahlbestimmung bzw. den WST-1 Zellvitalitatstest pro Kavitat
Doppelwerte genommen. Die drei Versuchsreihen pro Testoberflache wurden je zwei-

mal durchlaufen.

Die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie wurde ebenfalls zu jeder Versuchsreihe
durchgefuhrt, jedoch zeitlich getrennt von der Zellzahlbestimmung bzw. dem WST-1
Zellvitalitatstest. Die beiden Elektrokammern enthielten jeweils 4 Prifkorper der jeweili-
gen Testoberflache und wurden mit einer Zellsuspension von 30 000 Zellen/ml befullt.
Nach Inkubation fur 48 h im Brutschrank bei 37 °C wurden je 2 Prifkorper aus den bei-
den Kammern mit dem Primarantikdrper anti-a-Actinin und je 2 Prifkdrper mit dem
Primarantikérper anti-p-Tubulin beimpft. Pro Prifkérper wurden bis zu 6 immunfluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt.

Die Immunfluoreszenzfarbungen der zwei in einer 24-Well-Zellkulturschale mit der Zell-
suspension beimpften Prufkdrper wurden flr laborinterne Zwecke herangezogen und

gingen nicht in den Ergebnisteil ein.

229 Statistische Auswertung

Fir alle Messwerte der Zellzahlbestimmung und des WST-1 Zellvitalitatstests wurden
die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Als Referenzwert zur Ermittlung
des relativen Zellwachstums bzw. der relativen Zellaktivitat wurde jeweils der auf den
Plattchen der nicht am Strom angeschlossenen Kammer berechnete Mittelwert auf

100 % festgelegt. Die Standardabweichungen wurden durch Fehlerbalken graphisch

dargestellt. Fur die statistischen Berechnungen wurde die Excel-Tabellenkalkulations-
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software verwendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als signifikant

bezeichnet. Die Diagramme wurden mit Harvard Graphics AP 3.0 erstellt.
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3 Ergebnisse
3.1 Bestimmung der Zellzahl und Zellaktivitat
3.1.1 Untersuchungen zur Proteinadsorption

Bei diesem Versuchsteil sollte die Auswirkung einer Spannung auf die Adsorption der
Proteine bestimmt werden. Dazu wurden die Testoberflachen 35 min mit FCS bei einer
Spannung von +600 mV inkubiert. Auf die praadsorbierten Proteine wurden die Zellen
(MG-63) gegeben und nach Aussaat 48 h ohne Spannung inkubiert. Diese Vorgehens-
weise wird im Folgenden als ,Proteinadsorption” bezeichnet. Als Referenzwert wurde

der auf den nicht polarisierten Oberflachen berechnete Mittelwert auf 100 % festgelegt.

3.1.1.1 Auswertung der Stahloberflachen

In beiden Versuchsdurchgangen konnten auf den polarisierten Stahloberflachen héhere
Zellzahlen ermittelt werden als auf den nicht polarisierten (Kontrolle). Im 1. Durchgang
betrug die Zellzahl 131,99 %, im 2. Durchgang 104,09 % im Vergleich zur Negativ-
kontrolle. Der Unterschied zu den nicht polarisierten Kontrolloberflachen war in beiden

Versuchsdurchgangen jedoch nicht signifikant (p=0,05) (Abbildung 3.1).
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ABBILDUNG 3.1: Relative Zellzahl Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Stahlober-
flachen bei Proteinadsorption.

Auf der Ordinate ist die Zellzahl in % zu den nicht polarisierten Stahlplattchen (Kontrolle) darge-
stellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Durchgéngen wurden
auf den polarisierten Stahloberflachen héhere Zellzahlen ermittelt als auf den nicht polarisierten.
Der Unterschied zur Negativkontrolle war jeweils nicht signifikant (p=0,05).

Mit dem WST-1 Test wurde auf den polarisierten Stahloberflachen im 1. Versuchs-
durchgang eine tendenziell niedrigere (88,66 %), im 2. Versuchsdurchgang eine nahezu
identische (97,34 %) mitochondriale Zellaktivitat bestimmt wie auf den nicht polarisierten
Stahloberflachen (Kontrolle). Der Unterschied zur Negativkontrolle war in beiden Ver-
suchsdurchgangen nicht signifikant (p=0,05) (Abbildung 3.2).
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ABBILDUNG 3.2: Relative Zellaktivitat Osteoblasten-&hnlicher Zellen (MG-63) auf Stahlober-
flachen bei Proteinadsorption ermittelt durch WST-1 Test.

Auf der Ordinate ist die Zellaktivitat in % zu den nicht polarisierten Stahlplattchen (Kontrolle) dar-
gestellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. Es wurde auf den polari-
sierten Stahloberflachen eine tendenziell niedrigere (1. Durchgang) bzw. nahezu identische

(2. Durchgang) Zellaktivitat ermittelt wie auf den nicht polarisierten. Der Unterschied zur Negativ-
kontrolle war jeweils nicht signifikant (p=0,05).

3.1.1.2 Auswertung der Titanoberflachen

In beiden Versuchsdurchgangen konnten auf den polarisierten Titanoberflachen niedri-
gere Zellzahlen ermittelt werden als auf den nicht polarisierten (Kontrolle). Im

1. Durchgang betrug die Zellzahl 94,04 %, im 2. Durchgang 87,55 % im Vergleich zur
Negativkontrolle. Wahrend im 1. Versuchsdurchgang kein signifikanter Unterschied zu
den nicht polarisierten Kontrolloberflachen festgestellt wurde (p=0,05), war die Zellzahl
im 2. Versuchsdurchgang auf den polarisierten Titanoberflachen signifikant erniedrigt
(p<0,05) (Abbildung 3.3).
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ABBILDUNG 3.3: Relative Zellzahl Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Titanober-

flachen bei Proteinadsorption.

Auf der Ordinate ist die Zellzahl in % zu den nicht polarisierten Titanplattchen (Kontrolle) darge-
stellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Versuchsdurchgangen
wurden auf den polarisierten Titanoberflachen niedrigere Zellzahlen ermittelt als auf den nicht
polarisierten. Der Unterschied zur Negativkontrolle war im 1. Durchgang nicht signifikant

(p=0,05), im 2. Durchgang signifikant (p<0,05).

Mit dem WST-1 Test wurde auf den polarisierten Titanoberflachen in beiden Versuchs-

durchgangen eine tendenziell hdhere mitochondriale Zellaktivitat bestimmt als auf den

nicht polarisierten (Kontrolle). Im 1. Durchgang betrug die Zellaktivitat 104,47 %, im

2. Durchgang 106,65 % im Vergleich zur Negativkontrolle. Der Unterschied zu den nicht

polarisierten Kontrolloberflachen war in beiden Versuchsdurchgangen nicht signifikant
(p=0,05) (Abbildung 3.4).
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ABBILDUNG 3.4: Relative Zellaktivitat Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Titanober-
flachen bei Proteinadsorption ermittelt durch WST-1 Test.

Auf der Ordinate ist die Zellaktivitat in % zu den nicht polarisierten Titanplattchen (Kontrolle) dar-
gestellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Durchgangen
wurde auf den polarisierten Titanoberflachen eine tendenziell héhere Zellaktivitat ermittelt als auf
den nicht polarisierten. Der Unterschied zur Negativkontrolle war jeweils nicht signifikant
(p=0,05).

3.1.2 Untersuchungen zur Zelladsorption

Bei diesem Versuchsteil sollte die Auswirkung einer Spannung auf die Adsorption der
Zellen bestimmt werden. Dazu wurden die Testoberflachen 35 min mit FCS ohne
Spannung inkubiert. Auf die praadsorbierten Proteine wurden die Zellen (MG-63)
gegeben und nach Aussaat 48 h bei einer Spannung von +600 mV inkubiert. Diese
Vorgehensweise wird im Folgenden als ,Zelladsorption” bezeichnet. Als Referenzwert
wurde der auf den nicht polarisierten Oberflachen berechnete Mittelwert auf 100 %

festgelegt.
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3.1.2.1 Auswertung der Stahloberflachen

Auf den polarisierten Stahloberflachen wurde im 1. Versuchsdurchgang eine tendenziell
niedrigere (88,06 %), im 2. Versuchsdurchgang eine nahezu identische (99,01 %) Zell-
zahl ermittelt wie auf den nicht polarisierten Stahloberflachen (Kontrolle). Der Unter-
schied zur Negativkontrolle war in beiden Versuchsdurchgangen nicht signifikant
(p=0,05) (Abbildung 3.5).
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ABBILDUNG 3.5: Relative Zellzahl Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Stahlober-
flachen bei Zelladsorption.

Auf der Ordinate ist die Zellzahl in % zu den nicht polarisierten Stahlplattchen (Kontrolle) darge-
stellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. Es wurde auf den polarisierten
Stahloberflachen eine tendenziell niedrigere (1. Durchgang) bzw. nahezu identische (2. Durch-
gang) Zellzahl ermittelt wie auf den nicht polarisierten. Der Unterschied zur Negativkontrolle war
jeweils nicht signifikant (p=0,05).

Mit dem WST-1 Test wurde auf den polarisierten Stahloberflachen im 1. Versuchs-
durchgang eine nahezu identische (99,15 %), im 2. Versuchsdurchgang eine tendenziell
niedrigere mitochondriale Zellaktivitat (90,02 %) bestimmt als auf den nicht polarisierten
Stahloberflachen (Kontrolle). Der Unterschied zur Negativkontrolle war in beiden Ver-
suchsdurchgangen nicht signifikant (p=0,05) (Abbildung 3.6).
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ABBILDUNG 3.6: Relative Zellaktivitat Osteoblasten-&hnlicher Zellen (MG-63) auf Stahlober-
flachen bei Zelladsorption ermittelt durch WST-1 Test.

Auf der Ordinate ist die Zellaktivitat in % zu den nicht polarisierten Stahlplattchen (Kontrolle) dar-
gestellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. Es wurde auf den polari-
sierten Stahloberflachen eine nahezu identische (1. Durchgang) bzw. tendenziell niedrigere

(2. Durchgang) Zellaktivitat ermittelt als auf den nicht polarisierten. Der Unterschied zur Negativ-
kontrolle war jeweils nicht signifikant (p=0,05).

3.1.2.2 Auswertung der Titanoberflachen

In beiden Versuchsdurchgangen konnten auf den polarisierten Titanoberflachen signifi-
kant niedrigere Zellzahlen ermittelt werden als auf den nicht polarisierten Kontrollober-
flachen (p<0,05). Im 1. Durchgang betrug die Zellzahl 89,37 %, im 2. Durchgang

91,76 % im Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 3.7).
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ABBILDUNG 3.7: Relative Zellzahl Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Titanober-
flachen bei Zelladsorption.

Auf der Ordinate ist die Zellzahl in % zu den nicht polarisierten Titanplattchen (Kontrolle) darge-
stellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Durchgéngen wurden
auf den polarisierten Titanoberflachen signifikant niedrigere Zellzahlen ermittelt als auf den nicht
polarisierten (p<0,05).

Mit dem WST-1 Test wurde auf den polarisierten Titanoberflachen in beiden Versuchs-
durchgangen eine niedrigere mitochondriale Zellaktivitat bestimmt als auf den nicht pola-
risierten (Kontrolle). Im 1. Durchgang betrug die Zellaktivitat 76,49 %, im 2. Durchgang
91,67 % im Vergleich zur Negativkontrolle. Wahrend im 1. Versuchsdurchgang die Zell-
aktivitat auf den polarisierten Titanoberflachen signifikant erniedrigt war (p<0,05), wurde
im 2. Versuchsdurchgang kein signifikanter Unterschied zu den nicht polarisierten Kon-
trolloberflachen festgestellt (p=0,05) (Abbildung 3.8).
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ABBILDUNG 3.8: Relative Zellaktivitat Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Titanober-
flachen bei Zelladsorption ermittelt durch WST-1 Test.

Auf der Ordinate ist die Zellaktivitat in % zu den nicht polarisierten Titanplattchen (Kontrolle) dar-
gestellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Versuchsdurch-
gangen wurde auf den polarisierten Titanoberflachen eine niedrigere Zellaktivitat ermittelt als auf
den nicht polarisierten. Der Unterschied zur Negativkontrolle war im 1. Durchgang signifikant
(p<0,05), im 2. Durchgang nicht signifikant (p=0,05).

3.1.3 Untersuchungen zur Protein- und Zelladsorption

Bei diesem Versuchsteil sollte die Auswirkung einer Spannung auf die Adsorption der
Proteine und Zellen bestimmt werden. Dazu wurden die Testoberflachen 35 min mit
FCS bei einer Spannung von +600 mV inkubiert. Auf die praadsorbierten Proteine wur-
den die Zellen (MG-63) gegeben und nach Aussaat 48 h ebenfalls bei einer Spannung
von +600 mV inkubiert. Diese Vorgehensweise wird im Folgenden als ,Protein- und
Zelladsorption“ bezeichnet. Als Referenzwert wurde der auf den nicht polarisierten

Oberflachen berechnete Mittelwert auf 100 % festgelegt.
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3.1.3.1 Auswertung der Stahloberflachen

In beiden Versuchsdurchgangen konnten auf den polarisierten Stahloberflachen signifi-
kant niedrigere Zellzahlen ermittelt werden als auf den nicht polarisierten Kontrollober-
flachen (p<0,05). Im 1. Durchgang betrug die Zellzahl 75,28 %, im 2. Durchgang

75,10 % im Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 3.9).
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ABBILDUNG 3.9: Relative Zellzahl Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Stahlober-
flachen bei Protein- und Zelladsorption.

Auf der Ordinate ist die Zellzahl in % zu den nicht polarisierten Stahlplattchen (Kontrolle) darge-
stellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Durchgangen wurden
auf den polarisierten Stahloberflachen signifikant niedrigere Zellzahlen ermittelt als auf den nicht
polarisierten (p<0,05).

Mit dem WST-1 Test wurde auf den polarisierten Stahloberflachen in beiden Versuchs-
durchgangen eine signifikant niedrigere mitochondriale Zellaktivitat bestimmt als auf den
nicht polarisierten Kontrolloberflachen (p<0,05). Im 1. Durchgang betrug die Zellaktivitat
76,08 %, im 2. Durchgang 75,11 % im Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 3.10).
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ABBILDUNG 3.10: Relative Zellaktivitat Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Stahl-
oberflachen bei Protein- und Zelladsorption ermittelt durch WST-1 Test.

Auf der Ordinate ist die Zellaktivitat in % zu den nicht polarisierten Stahlplattchen (Kontrolle) dar-
gestellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Durchgangen
wurde auf den polarisierten Stahloberflachen eine signifikant niedrigere Zellaktivitat ermittelt als
auf den nicht polarisierten (p<0,05).

3.1.3.2 Auswertung der Titanoberflachen

In beiden Versuchsdurchgangen konnten auf den polarisierten Titanoberflachen signifi-
kant niedrigere Zellzahlen ermittelt werden als auf den nicht polarisierten Kontrollober-
flachen (p<0,05). Im 1. Durchgang betrug die Zellzahl 80,46 %, im 2. Durchgang

83,71 % im Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 3.11).
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ABBILDUNG 3.11: Relative Zellzahl Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Titanober-
flachen bei Protein- und Zelladsorption.

Auf der Ordinate ist die Zellzahl in % zu den nicht polarisierten Titanplattchen (Kontrolle) darge-
stellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Durchgéngen wurden
auf den polarisierten Titanoberflachen signifikant niedrigere Zellzahlen ermittelt als auf den nicht
polarisierten (p<0,05).

Mit dem WST-1 Test wurde auf den polarisierten Titanoberflachen in beiden Versuchs-
durchgangen eine tendenziell hdhere mitochondriale Zellaktivitat bestimmt als auf den
nicht polarisierten (Kontrolle). Im 1. Durchgang betrug die Zellaktivitat 109,62 %, im

2. Durchgang 103,97 % im Vergleich zur Negativkontrolle. Der Unterschied zu den nicht
polarisierten Kontrolloberflachen war in beiden Versuchsdurchgangen nicht signifikant
(p=0,05) (Abbildung 3.12).
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ABBILDUNG 3.12: Relative Zellaktivitat Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) auf Titan-
oberflachen bei Protein- und Zelladsorption ermittelt durch WST-1 Test.

Auf der Ordinate ist die Zellaktivitat in % zu den nicht polarisierten Titanplattchen (Kontrolle) dar-
gestellt, auf der Abszisse ist der Versuchsdurchgang aufgetragen. In beiden Durchgangen
wurde auf den polarisierten Titanoberflachen eine tendenziell héhere Zellaktivitat ermittelt als auf
den nicht polarisierten. Der Unterschied zur Negativkontrolle war jeweils nicht signifikant
(p=0,05).
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3.14 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Zellzahl und Zellaktivitat

Stahloberflachen Titanoberflachen

Zellzahl Zellaktivitat Zellzahl Zellaktivitat

Proteinadsorption +/+ -/0 -/-- +/+
Zelladsorption -/0 0/- --/-- --/-
Protein- und Zelladsorption -/-- -/-- -/-- +/+

++ signifikant erhoht

+ tendenziell erhoht

0 gleich

- tendenziell verringert
-- signifikant verringert

TABELLE 3.1: Ergebniszusammenfassung zur Zellzahl und Zellaktivitéat auf polarisierten
Stahl- und Titanoberflachen im Vergleich zu den nicht polarisierten Oberflachen.

Das Symbol vor dem Schragstrich reprasentiert jeweils das Ergebnis des 1. Versuchsdurch-
gangs, das Symbol hinter dem Schragstrich steht jeweils fur das Ergebnis des 2. Versuchs-
durchgangs.

3.2 Analyse der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie

3.2.1 Untersuchungen zur Proteinadsorption

Fur die Versuchsreihe zur Proteinadsorption wurden die Testoberflachen 35 min mit
FCS bei einer Spannung von +600 mV und nach Zellaussaat 48 h ohne Spannung inku-
biert.

Zum Nachweis der intrazellularen Proteinverteilung wurden die in Methanol/Aceton
fixierten und permeabilisierten Zellen mit den monoklonalen Primarantikdrpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin und einem entsprechenden Cy2-gekoppelten Sekundaranti-
korper inkubiert. Zellkerne wurden mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285 markiert. Die
Auswertung der Immunfluoreszenzen erfolgte bei 40facher VergroRerung unter dem

Fluoreszenzmikroskop.
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3.2.1.1 Auswertung der Stahloberflachen

Die immunhistochemische Farbung des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin zeigte
auf den polarisierten und nicht polarisierten Stahloberflachen ein ahnliches zytoplasma-
tisches Verteilungsmuster mit vergleichbarer Fluoreszenzintensitat. Auf beiden Oberfla-
chen konnten Adharens-Kontakte und Fokalkontakte, an denen a-Actinin als Adaptor
zur Verankerung von kontraktilen Aktinfilament-Bandeln an Transmembranproteine der
Plasmamembran beteiligt ist, ahnlicher Form identifiziert werden (Abbildung 3.13 A, B).
Sowohl auf den polarisierten als auch den nicht polarisierten Stahloberflachen wurde ein
gut ausgebildetes, das gesamte Zytoplasma durchziehendes Mikrotubulusnetzwerk
nachgewiesen (Abbildung 3.13 C, D). Alle untersuchten Stahloberflachen zeigten gut
ausgebreitete polygonale Zellen, wobei auf den polarisierten Stahloberflachen wach-
sende Zellen sowie deren Zellkerne im Vergleich zu den auf den nicht polarisierten
Oberflachen lokalisierten Zellen und Zellkernen etwas kleiner erschienen. Die Chroma-
tinstruktur der Zellkerne war auf allen ausgewerteten Stahloberflachen nahezu identisch
(Abbildung 3.13 A-D’).



3 Ergebnisse 43

=
o
e
(dp)
S =
£ £
—
O
<
<
z 5
T =
(dp)
O
c
c
o
&
o
e
o)
S =
S &
o
S
H
.
L
c
®

ohne Strom

ABBILDUNG 3.13 A —D’: Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie Osteoblasten-ahnlicher
Zellen (MG-63) auf Stahloberflachen bei Proteinadsorption.

In Methanol/Aceton fixierte und permeabilisierte Zellen wurden mit den Primarantikérpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin inkubiert (A — D). Zur Detektion der gebildeten Antigen-Antikorper-
Komplexe wurde ein Cy2-konjugierter anti-Maus-Antikdrper aus der Ziege als Sekundarantikor-
per verwendet. Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285

(A’ — D’). Auf den polarisierten und nicht polarisierten Stahloberflachen konnten ein ahnliches
Verteilungsmuster des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin mit vergleichbarer Fluoreszenz-
intensitat und dhnliche Adharens-Kontakte und Fokalkontakte nachgewiesen werden. Das gut
ausgebildete Mikrotubulusnetzwerk zeigte zwischen beiden Stahloberflachen keine Unter-
schiede. Die auf den polarisierten Stahloberflachen lokalisierten Zellen erschienen wie die
korrespondierenden Zellkerne im Vergleich zu den Kontrollen geringfligig kleiner. Die Chroma-
tinstruktur der Zellkerne war auf allen ausgewerteten Stahloberflachen nahezu identisch.
Vergrolerung 40 x.
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3.2.1.2 Auswertung der Titanoberflachen

Das Aktin-vernetzende Protein a-Actinin lag auf den polarisierten Titanoberflachen ins-
besondere perinuklear in einer hoheren Dichte vor als auf den nicht polarisierten. Auch
die Fluoreszenzintensitat des a-Actinin war auf den polarisierten Titanoberflachen etwas
hoher als auf den nicht polarisierten. Adharens-Kontakte und Fokalkontakte konnten auf
beiden Titanoberflachen identifiziert werden (Abbildung 3.14 A, B). Sowohl auf den pola-
risierten als auch den nicht polarisierten Titanoberflachen wurde ein gut ausgebildetes,
das gesamte Zytoplasma durchziehendes Mikrotubulusnetzwerk nachgewiesen (Abbil-
dung 3.14 C, D). Alle untersuchten Titanoberflachen zeigten gut ausgebreitete polygo-
nale Zellen. Morphologie der Zellen sowie Gréflie und Chromatinstruktur der Zellkerne
zeigten zwischen den polarisierten und nicht polarisierten Titanoberflachen nahezu
keine Unterschiede (Abbildung 3.14 A - D).



3 Ergebnisse 45

=
o
e
(dp)
S =
£ £
—
O
<
2
z 5
T =
(dp)
®
c
c
o
&
o
e
o)
S =
S &
o
S
=
.
£
c
®©

ohne Strom

ABBILDUNG 3.14 A —D’: Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie Osteoblasten-ahnlicher
Zellen (MG-63) auf Titanoberflachen bei Proteinadsorption.

In Methanol/Aceton fixierte und permeabilisierte Zellen wurden mit den Primarantikérpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin inkubiert (A — D). Zur Detektion der gebildeten Antigen-Antikorper-
Komplexe wurde ein Cy2-konjugierter anti-Maus-Antikérper aus der Ziege als Sekundarantikér-
per verwendet. Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285

(A’ — D’). Auf den polarisierten Titanoberflachen konnten insbesondere perinuklear eine hdhere
Dichte und Fluoreszenzintensitat des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin nachgewiesen wer-
den als auf den nicht polarisierten Titanoberflachen. Adharens-Kontakte und Fokalkontakte wur-
den auf beiden Titanoberflachen identifiziert. Das gut ausgebildete Mikrotubulusnetzwerk zeigte
zwischen beiden Titanoberflachen keine Unterschiede. Morphologie der Zellen sowie Gréfe und
Chromatinstruktur der korrespondierenden Zellkerne waren auf den polarisierten und nicht pola-
risierten Titanoberflachen nahezu gleich. VergréRerung 40 x.
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3.2.2 Untersuchungen zur Zelladsorption

Fur die Versuchsreihe zur Zelladsorption wurden die Testoberflachen 35 min mit FCS

ohne Spannung und nach Zellaussaat 48 h bei einer Spannung von +600 mV inkubiert.

Zum Nachweis der intrazellularen Proteinverteilung wurden die in Methanol/Aceton
fixierten und permeabilisierten Zellen mit den monoklonalen Primarantikdrpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin und einem entsprechenden Cy2-gekoppelten Sekundaranti-
korper inkubiert. Zellkerne wurden mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285 markiert. Die
Auswertung der Immunfluoreszenzen erfolgte bei 40facher VergroRerung unter dem

Fluoreszenzmikroskop.

3.2.2.1 Auswertung der Stahloberflachen

Die immunhistochemische Farbung des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin zeigte
auf den polarisierten und nicht polarisierten Stahloberflachen ein ahnliches zytoplasma-
tisches Verteilungsmuster mit bevorzugter perinuklearer Anordnung. Die Fluoreszenz-
intensitat des a-Actinin erschien auf den polarisierten Stahloberflachen etwas hoher als
auf den nicht polarisierten. Adharens-Kontakte und Fokalkontakte konnten auf beiden
Stahloberflachen gleichermalien identifiziert werden (Abbildung 3.15 A, B). Statt eines
typischen Mikrotubulusnetzwerkes wurden sowohl auf den polarisierten als auch den
nicht polarisierten Stahloberflachen lediglich kurze Tubulinflamente nachgewiesen, die
auf den polarisierten Oberflachen eine hohere Fluoreszenzintensitat aufwiesen als auf
den nicht polarisierten (Abbildung 3.15 C, D). Alle untersuchten Stahloberflachen zeig-
ten gut ausgebreitete polygonale Zellen. Morphologie der Zellen sowie Groflie und
Chromatinstruktur der Zellkerne waren auf den polarisierten und nicht polarisierten
Stahloberflachen nahezu gleich (Abbildung 3.15 A - D’).
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ABBILDUNG 3.15 A —D’: Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie Osteoblasten-ahnlicher
Zellen (MG-63) auf Stahloberflachen bei Zelladsorption.

In Methanol/Aceton fixierte und permeabilisierte Zellen wurden mit den Primarantikérpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin inkubiert (A — D). Zur Detektion der gebildeten Antigen-Antikorper-
Komplexe wurde ein Cy2-konjugierter anti-Maus-Antikérper aus der Ziege als Sekundarantikér-
per verwendet. Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285

(A’ — D’). Auf den polarisierten und nicht polarisierten Stahloberflachen wurden ein ahnliches
Verteilungsmuster des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin mit bevorzugter perinuklearer An-
ordnung und &hnliche Adharens-Kontakte und Fokalkontakte nachgewiesen. Sowohl beim
a-Actinin-Nachweis als auch bei der Anfarbung des Proteins B-Tubulin, das in Form kurzer
Tubulinfilamente nachgewiesen wurde, war die Fluoreszenzintensitat auf den polarisierten Stahl-
oberflachen hoher als auf den nicht polarisierten. Morphologie der Zellen sowie Grof3e und
Chromatinstruktur der korrespondierenden Zellkerne waren auf den polarisierten und nicht pola-
risierten Stahloberflachen nahezu gleich. VergrofRerung 40 x.
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3.2.2.2 Auswertung der Titanoberflachen

Das Aktin-vernetzende Protein a-Actinin zeigte auf den polarisierten und nicht polari-
sierten Titanoberflachen ein ahnliches zytoplasmatisches Verteilungsmuster mit bevor-
zugter Aggregatbildung in Kernnahe und identischer Fluoreszenzintensitat. Adharens-
Kontakte und Fokalkontakte konnten auf beiden Titanoberflachen gleichermalen identi-
fiziert werden (Abbildung 3.16 A, B). Sowohl auf den polarisierten als auch den nicht
polarisierten Titanoberflachen wurde ein gut ausgebildetes, das gesamte Zytoplasma
durchziehendes Mikrotubulusnetzwerk nachgewiesen (Abbildung 3.16 C, D). Alle unter-
suchten Titanoberflachen zeigten gut ausgebreitete polygonale Zellen. Morphologie der
Zellen sowie Grofde und Chromatinstruktur der Zellkerne waren auf den polarisierten

und nicht polarisierten Titanoberflachen nahezu gleich (Abbildung 3.16 A — D’).
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ABBILDUNG 3.16 A —D’: Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie Osteoblasten-ahnlicher
Zellen (MG-63) auf Titanoberflachen bei Zelladsorption.

In Methanol/Aceton fixierte und permeabilisierte Zellen wurden mit den Primarantikérpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin inkubiert (A — D). Zur Detektion der gebildeten Antigen-Antikorper-
Komplexe wurde ein Cy2-konjugierter anti-Maus-Antikérper aus der Ziege als Sekundarantikér-
per verwendet. Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285

(A’ — D’). Auf den polarisierten und nicht polarisierten Titanoberflachen wurde ein dhnliches
Verteilungsmuster des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin mit bevorzugter Aggregatbildung
in Kernndhe und identischer Fluoreszenzintensitat nachgewiesen. Adharens-Kontakte und
Fokalkontakte wurden auf beiden Titanoberflachen gleichermalen identifiziert. Das gut ausge-
bildete Mikrotubulusnetzwerk zeigte zwischen beiden Titanoberflachen keine Unterschiede.
Morphologie der Zellen sowie Gro3e und Chromatinstruktur der korrespondierenden Zellkerne
waren auf den polarisierten und nicht polarisierten Titanoberflachen nahezu gleich.
Vergrolerung 40 x.
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3.2.3 Untersuchungen zur Protein- und Zelladsorption

Fur die Versuchsreihe zur Protein- und Zelladsorption wurden die Testoberflachen
35 min mit FCS und nach Zellaussaat 48 h jeweils bei einer Spannung von +600 mV
inkubiert.

Zum Nachweis der intrazellularen Proteinverteilung wurden die in Methanol/Aceton
fixierten und permeabilisierten Zellen mit den monoklonalen Primarantikérpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin und einem entsprechenden Cy2-gekoppelten Sekundaranti-
korper inkubiert. Zellkerne wurden mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285 markiert. Die
Auswertung der Immunfluoreszenzen erfolgte bei 40facher VergroRerung unter dem

Fluoreszenzmikroskop.

3.2.3.1 Auswertung der Stahloberflachen

Die immunhistochemische Farbung des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin zeigte
auf den polarisierten Stahloberflachen eine hdhere Dichte und Fluoreszenzintensitat als
auf den nicht polarisierten Kontrollen. Adharens-Kontakte und Fokalkontakte konnten
auf beiden Stahloberflachen identifiziert werden (Abbildung 3.17 A, B). Sowohl auf den
polarisierten als auch den nicht polarisierten Stahloberflachen wurde ein gut ausgebil-
detes, das gesamte Zytoplasma durchziehendes Mikrotubulusnetzwerk nachgewiesen,
das an den Zellauslaufern der auf den polarisierten Oberflachen lokalisierten Zellen
weniger aufgelockert erschien als bei den nicht polarisierten Kontrollen (Abbil-

dung 3.17 C, D). Alle untersuchten Stahloberflachen zeigten gut ausgebreitete polygo-
nale Zellen. Morphologie der Zellen sowie Grofe und Chromatinstruktur der Zellkerne
waren auf den polarisierten und nicht polarisierten Stahloberflachen nahezu gleich
(Abbildung 3.17 A-D’).
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ABBILDUNG 3.17 A —D’: Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie Osteoblasten-ahnlicher
Zellen (MG-63) auf Stahloberflachen bei Protein- und Zelladsorption.

In Methanol/Aceton fixierte und permeabilisierte Zellen wurden mit den Primarantikérpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin inkubiert (A — D). Zur Detektion der gebildeten Antigen-Antikorper-
Komplexe wurde ein Cy2-konjugierter anti-Maus-Antikdrper aus der Ziege als Sekundarantikor-
per verwendet. Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285

(A’ — D’). Auf den polarisierten Stahloberflachen konnten eine héhere Dichte und Fluoreszenz-
intensitat des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin nachgewiesen werden als auf den nicht
polarisierten Stahloberflachen. Adharens-Kontakte und Fokalkontakte wurden auf den polari-
sierten und nicht polarisierten Stahloberflachen identifiziert. Das auf beiden Stahloberflachen gut
ausgebildete Mikrotubulusnetzwerk erschien an den Zellauslaufern der Zellen auf den polari-
sierten Oberflachen dichter als bei den nicht polarisierten Kontrollen. Morphologie der Zellen
sowie Grole und Chromatinstruktur der korrespondierenden Zellkerne waren auf den polari-
sierten und nicht polarisierten Stahloberflachen nahezu gleich. Vergrofierung 40 x.
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3.2.3.2 Auswertung der Titanoberflachen

Das Aktin-vernetzende Protein a-Actinin zeigte auf den polarisierten und nicht polari-
sierten Titanoberflachen ein ahnliches zytoplasmatisches Verteilungsmuster mit bevor-
zugter Aggregatbildung in Kernnahe und identischer Fluoreszenzintensitat. Adharens-
Kontakte und Fokalkontakte konnten auf beiden Titanoberflachen gleichermalen identi-
fiziert werden (Abbildung 3.18 A, B). Sowohl auf den polarisierten als auch den nicht
polarisierten Titanoberflachen wurde ein gut ausgebildetes, das gesamte Zytoplasma
durchziehendes Mikrotubulusnetzwerk nachgewiesen (Abbildung 3.18 C, D). Alle unter-
suchten Titanoberflachen zeigten gut ausgebreitete polygonale Zellen. Morphologie der
Zellen sowie Grofde und Chromatinstruktur der Zellkerne waren auf den polarisierten

und nicht polarisierten Titanoberflachen nahezu gleich (Abbildung 3.18 A — D’).
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ABBILDUNG 3.18 A —D’: Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie Osteoblasten-ahnlicher
Zellen (MG-63) auf Titanoberflachen bei Protein- und Zelladsorption.

In Methanol/Aceton fixierte und permeabilisierte Zellen wurden mit den Primarantikérpern anti-a-
Actinin bzw. anti-B-Tubulin inkubiert (A — D). Zur Detektion der gebildeten Antigen-Antikorper-
Komplexe wurde ein Cy2-konjugierter anti-Maus-Antikérper aus der Ziege als Sekundarantikér-
per verwendet. Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33285

(A’ — D’). Auf den polarisierten und nicht polarisierten Titanoberflachen wurde ein dhnliches
Verteilungsmuster des Aktin-vernetzenden Proteins a-Actinin mit bevorzugter Aggregatbildung
in Kernnahe und identischer Fluoreszenzintensitat nachgewiesen. Adharens-Kontakte und
Fokalkontakte wurden auf beiden Titanoberflachen gleichermalen identifiziert. Das gut ausge-
bildete Mikrotubulusnetzwerk zeigte zwischen beiden Titanoberflachen keine Unterschiede.
Morphologie der Zellen sowie Grof3e und Farbmuster der korrespondierenden Zellkerne waren
auf den polarisierten und nicht polarisierten Titanoberflachen nahezu gleich. VergréRerung 40 x.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss eines elektrischen Feldes auf die
Adsorption von Proteinen bzw. Zellen zu testen. Dazu wurden metallische Oberflachen
in Elektrokammern polarisiert und die Wirkung der angelegten Spannung (+600 mV) auf
das Proliferationsverhalten, die mitochondriale Zellaktivitat und die intrazellulare
Proteinverteilung Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) untersucht. Als Testober-
flachen dienten die im klinischen Einsatz bewahrten Implantatmaterialien Stahl und
Titan. Mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus konnten elektrische Felder simuliert werden, wie

sie an rauen, im Mikro- bis Nanometerbereich strukturierten Oberflachen auftreten.

In zahlreichen in vivo-Studien konnte eine bessere Knochenanlagerung auf rauen als
auf glatten Implantatoberflachen beobachtet werden (Thomas & Cook, 1985; Buser et
al., 1991; Wannerberg et al., 1997). In vitro-Untersuchungen zeigten bezuglich der durch
Oberflachenrauigkeit hervorgerufenen Veranderung osteoblastarer Zelleigenschaften
durchaus widerspruchliche Ergebnisse. So werden in der Literatur auf rauen Oberfla-
chen sowohl hohere als auch niedrigere Proliferations- und Differenzierungsparameter
beschrieben als auf glatten (Martin et al., 1995; Lincks et al., 1998; N6th et al., 1999;
Anselme et al., 2000a; Anselme et al, 2000b; Kunzler et al., 2007). Allerdings wurden
die bisherigen Studien mit zum Teil unterschiedlichen Zellkultursystemen durchgefiihrt,
so dass ein direkter Vergleich der Ergebnisse erschwert wird. Abgesehen davon kdnnen
die Anwendung verschiedener Testmethoden, die Wahl unterschiedlicher Beobach-
tungszeitpunkte sowie die Verwendung von Zellen unterschiedlicher Herkunft, Entnah-

mestellen und Reifegrade eine Erklarung fur diese Divergenzen bieten.

Neuere Untersuchungen belegen, dass sogar Nanostrukturen, sog. ,Nanopits“ in der
Lage sind, Zellmigration, -orientierung und -funktion zu beeinflussen (Curtis et al., 2004;
Dalby et al., 2004; Martines et al., 2004). Monsees et al. konnten zeigen, dass
Osteoblasten-ahnliche Zellen bereits auf 12 nm hohe Streifenmuster reagieren und dort
fokale Kontakte bilden (Monsees et al., 2005). Auf Implantatoberflachen mit Mikrometer
grol3en Rillenstrukturen richten sich Zellen haufig Iangs dieses Oberflachenmusters aus.
Diese Erscheinung ist als Kontaktfihrung bekannt (Rovensky et al., 1971; Brunette,
1986a; Brunette, 1986b; Chehroudi et al., 1989; Chehroudi et al., 1990; Clark et al.,
1990; Chesmel & Black, 1995; Chesmel et al., 1995). Wahrend auf glatten Oberflachen
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flache, gut ausgebreitete und eher unbewegliche Zellen nachweisbar sind, die vermehrt
Aktin-Stressfasern ausbilden, nehmen Osteoblasten und Osteoblasten-ahnliche Zellen
auf rauen Oberflachen eine eher kubische Form bei kleinerem Durchmesser an und sind
weniger ausgebreitet. Strukturierte Oberflachen sind den inneren Oberflachen des Koér-
pers ahnlicher und ermoglichen ,naturlichere® Zellreaktionen und Zellbeweglichkeit
(Chesmel & Black, 1995; Chesmel et al., 1995; Lincks et al., 1998; Anselme et al,
2000a; Anselme et al., 2000b; Monsees & Funk, 2005; Kunzler et al., 2007).

Auler den topographisch-mechanischen Reizen treten auch andere Phanomene als
kausale Faktoren fur das beobachtete oberflachenabhangige Zellverhalten auf. In die-
sem Zusammenhang sind neben Chemotaxis (z. B. Konzentrationsgradienten von
Wachstumshormonen oder Komponenten der extrazellularen Matrix) insbesondere
elektrische Potentialgradienten zu nennen (Monsees & Funk, 2005; Funk & Monsees,

2006), deren Einfluss auf Proteine und Zellen bisher weitgehend unerforscht ist.

Elektrische Potentialgradienten an der Phasengrenze sind das Ergebnis von Raum-
ladungen an der Werkstoffoberflache und im oberflachennahen Elektrolytbereich. Oxide
zeigen in wassriger Umgebung eine unterschiedliche Adsorption von Wasserstoffionen
und Hydroxylgruppen an Lewis-Valenzen. Es resultiert eine hydratisierte Oberflache, die
jedoch abhangig davon, ob zum Abbinden der Lewis-Valenzen Wasserstoffionen oder
Hydroxylgruppen benutzt werden, eine unterschiedliche effektive, elektrische Ladung
tragt. Die Oberflachenladung wird nach Einstellung des Gleichgewichts in der extra-
zellularen Flussigkeit durch eine gleich grofde Ladung in der oberflachennahen Elektro-
lytschicht mit umgekehrtem Vorzeichen zu einer elektrischen Doppelschicht vervollstan-
digt. Das von den Eigenschaften der Bindungen in den Oberflachenoxiden und Misch-
oxiden sowie von den mechanischen und chemischen Praparationen der Oberflache
abhangige elektrische Feld im oberflachennahen Elektrolyten kdnnte die Tertiar- und
Quartarstruktur von Proteinen durch Lésen schwacher elektrostatischer oder Wasser-
stoffbrickenbindungen beeinflussen. Deformationen der sterischen Atomanordnung
oder Konformationsanderungen von Proteinen konnten korpereigene Molekule zu kor-
perfremden umwandeln und durch eine Antigen-Antikérperreaktion zu einer Abwehr-
reaktion des Korpers fuhren (Thull et al., 1992; Thull, 1994a; Thull, 1994b; Thull, 1997;
Thull, 1998; Thull, 2000; Thomas et al., 2001; Thull, 2002; Thull, 2003).
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In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass das Anlegen einer
Spannung (+600 mV) wahrend der Proteinadsorption das Proliferationsverhalten und die
Zellaktivitat Osteoblasten-ahnlicher Zellen in unterschiedlicher Weise beeinflusst. Wah-
rend auf den polarisierten Stahloberflachen im Vergleich zu den unpolarisierten Kon-
trollplattchen tendenziell hOhere Zellzahlen bei gleichzeitig tendenziell niedrigerer bzw.
nahezu identischer Atmungsaktivitat ermittelt werden konnten (Abbildung 3.1, 3.2), wur-
den auf den polarisierten Titanoberflachen tendenziell bzw. signifikant niedrigere Zell-
zahlen bei tendenziell héherer Atmungsaktivitat gefunden als auf den unpolarisierten
(Abbildung 3.3, 3.4). Die Struktur der auf der Implantatoberflache adsorbierten Proteine
beeinflusst maldgeblich die nachfolgende Zelladsorption (Albrektsson et al., 1983;
Williams & Williams, 1989; Williams, 1990; Thull, 1993; Kasemo & Lausmaa, 1994,
Martin et al., 1995; Boyan et al., 1996; Horbett, 1996; Jones, 1998; Thull, 1998; Girill et
al., 2000; Kasemo, 2002; Meadows & Walker, 2005; Lee et al., 2006; Scharnweber,
2007). Demzufolge fuhrt die durch das externe elektrische Feld hervorgerufene veran-
derte Ladungsverteilung auf den Testoberflachen indirekt Uber eine Veranderung der
adsorbierten Proteinschicht, der u. a. Wachstumsfaktoren und Adhasionsproteine ange-
horen, zu dem oben beschriebenen Zellverhalten. Die Ergebnisse zur Zellzahl, die einen
positiven Einfluss der auf den polarisierten Stahloberflachen adsorbierten Proteine und
einen negativen Effekt der auf den polarisierten Titanoberflachen adsorbierten Protein-
schicht zeigten, konnten mit dem WST-1 Test nicht bestatigt werden. Wahrend die auf
den polarisierten Stahloberflachen im Vergleich zu den unpolarisierten Kontrollen ermit-
telten geringeren WST-Werte auf eine niedrigere Mitochondrienanzahl der Zellen oder
eine verringerte Aktivitat der mitochondrialen Succinatdehydrogenase schliel3en lassen,
deuten die hoheren WST-Werte auf den polarisierten Titanoberflachen auf eine Zu-
nahme der Mitochondrienzahl oder eine Steigerung der mitochondrialen Stoffwechsel-
aktivitat hin. Zusammenfassend ist allerdings anzumerken, dass der Einfluss der ange-
legten Spannung auf die Proteinadsorption gering war, da lediglich einer der zur Unter-
suchung des Proliferationsverhaltens bzw. der Zellaktivitat durchgeflhrten Versuchs-

durchgange das statistische Signifikanzniveau erreichte.

Der Einfluss des wahrend der Zelladsorption angelegten externen elektrischen Feldes
auf das Proliferationsverhalten und die mitochondriale Zellaktivitat der auf die Testober-
flachen ausgesaten Osteoblasten-ahnlichen Zellen war auf den Titanplattchen deutlich
starker als auf den Stahlplattchen. Im Vergleich zu den unpolarisierten Kontrollen
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wurden sowohl bei der Zellzahlbestimmung als auch bei der Untersuchung der Zell-
aktivitat auf den polarisierten Stahloberflachen in je einem Versuchsdurchgang praktisch
identische Messwerte, in einem weiteren Durchgang lediglich tendenziell verringerte
Werte ermittelt (Abbildung 3.5, 3.6). Das Abweichen der Ergebnisse in den beiden Ver-
suchsdurchgangen kdnnte daran liegen, dass sich die Zellen zum Messzeitpunkt in un-
terschiedlichen Phasen des Zellzyklus befanden. Der Effekt der elektrischen Stimulation
auf das Zellverhalten hangt u. a. vom Reifegrad der Zellen ab (Diniz et al., 2002). Auf
den polarisierten Titanoberflachen konnten signifikant niedrigere Zellzahlen bei signifi-
kant bzw. tendenziell verringerter Atmungsaktivitat gefunden werden als auf den unpola-
risierten Kontrollplattchen (Abbildung 3.7, 3.8). Neben der aus der Versuchsreihe zur
Proteinadsorption gefolgerten indirekten Beeinflussung des Zellverhaltens Uber eine
Veranderung der adsorbierten Proteine durch das externe elektrische Feld, kann davon
ausgegangen werden, dass eine angelegte Spannung insbesondere auf Titanoberfla-
chen auch einen direkten Einfluss auf die adsorbierten Osteoblasten-ahnlichen Zellen
hat.

Die wahrend der Protein- und Zelladsorption angelegte Spannung beeinflusste die un-
tersuchten Testparameter Zellzahl und mitochondriale Zellaktivitat sowohl auf den Stahl-
als auch den Titanoberflachen. Wahrend auf den polarisierten Stahloberflachen in allen
Versuchsdurchgangen signifikant niedrigere Zellzahlen und eine signifikant verringerte
Zellaktivitat im Vergleich zu den unpolarisierten Kontrollen gefunden wurden (Abbil-
dung 3.9, 3.10), konnten auf den polarisierten Titanoberflachen signifikant geringere
Zellzahlen bei gleichzeitig tendenziell erhdhter Atmungsaktivitat ermittelt werden als auf
den unpolarisierten Plattchen (Abbildung 3.11, 3.12). Der Effekt des bei Protein- und
Zelladsorption angelegten elektrischen Feldes auf die untersuchten Testparameter auf
den Stahloberflachen war deutlich starker als die Wirkung einer ausschlie3lich bei
Proteinadsorption bzw. Zelladsorption angelegten Spannung, die das Proliferations-
verhalten und die Atmungsaktivitat lediglich tendenziell bzw. nahezu gar nicht beein-
flusste. Die auf den bei Protein- und Zelladsorption polarisierten Titanoberflachen im
Vergleich zu den unpolarisierten Kontrollen erheblich geringeren Zellzahlen bestatigen
die Ergebnisse der Versuchsreihen zur Proteinadsorption und Zelladsorption. Die
gleichzeitig gemessene tendenzielle Zunahme der mitochondrialen Zellaktivitat korreliert
mit den Beobachtungen, die beim Anlegen einer Spannung bei Proteinadsorption auf
den Titanoberflachen gemacht wurden und widerspricht den Resultaten der bei
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Zelladsorption polarisierten Titanplattchen. Daraus kann gefolgert werden, dass die
durch das externe elektrische Feld hervorgerufene Veranderung der adsorbierten
Proteinschicht fur die positive Beeinflussung der zellularen Atmungsaktivitat verantwort-
lich ist. Die sowohl bei Osteoblasten (N6th et al., 1999) als auch bei Osteoblasten-ahnli-
chen Zellen (MG-63) (Martin et al., 1995; Lincks et al., 1998) beschriebene, auf glatten
gegenuber rauen Oberflachen initial gesteigerte Proliferationsrate, kann einerseits mit
der verfligbaren kleineren Kulturflache erklart werden, die infolge der héheren Zelldichte
anfangs zu einem verstarkten Wachstum fihrt (N6th et al., 1999), andererseits scheinen
die an rauen Oberflachen auftretenden und in der vorliegenden Studie simulierten
elektrischen Felder einen negativen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Zellen

zu haben.

Der Einfluss eines externen elektrischen Feldes auf die intrazellulare Proteinverteilung
kann nach Analyse der Immunfluoreszenzen sowohl auf den Stahl- als auch den Titan-
oberflachen als aulerst gering betrachtet werden. Lediglich auf den wahrend der
Proteinadsorption polarisierten Titanplattchen sowie den wahrend der Protein- und Zell-
adsorption polarisierten Stahlplattchen wurden verglichen mit den jeweils nicht polari-
sierten Kontrolloberflachen eine hohere Dichte des Aktin-vernetzenden Proteins
a-Actinin beobachtet (Abbildung 3.14 A, B; 3.17 A, B). Dies deutet auf eine Zunahme
von kontraktilen Aktinfilament-Blindeln (,Stressfasern®) in den Osteoblasten-ahnlichen
Zellen hin, die u. a. in Fokalkontakte einstrahlen und damit auf eine verstarkte Anheftung
an den polarisierten Oberflachen bzw. eine eingeschrankte Zellbeweglichkeit schliel3en

lassen.

Mit Ausnahme der auf den Stahlplattchen durchgefuhrten Versuchsreihe zur Zelladsorp-
tion wurde auf allen ausgewerteten Testoberflachen, unabhangig von der Polarisation
der Plattchen, ein gut ausgebildetes Mikrotubulusnetzwerk nachgewiesen (Abbil-

dung 3.13C, D; 3.14 C, D; 3.16 C, D; 3.17 C, D; 3.18 C, D). Sowohl auf den bei Zell-
adsorption polarisierten Stahloberflachen als auch den unpolarisierten Kontrollen wur-
den statt des typischen Mikrotubulusnetzwerkes lediglich kurze Tubulinfilamente identifi-
ziert (Abbildung 3.15 C, D). Dies konnte auf eine fehlerhafte Fixierung bzw. ein Aus-
trocknen der Zellen zuriickzuflihren sein. Das auf den bei Protein- und Zelladsorption
polarisierten Stahlplattchen im Vergleich zu den unpolarisierten Kontrollen an den Zell-
auslaufern beobachtete dichtere Mikrotubulusnetzwerk (Abbildung 3.17 C, D) lasst auf
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eine durch das angelegte elektrische Feld hervorgerufene verstarkte mechanische Sta-

bilisierung der Zellen schliel3en.

Eine Beeinflussung der Zellmorphologie durch die angelegte Spannung konnte in allen
Versuchsreihen ausgeschlossen werden. Unabhangig von der Polarisation der
Oberflache wurden ausschlielich gut ausgebreitete Zellen gefunden. Die auf rauen
Oberflachen beschriebenen weniger ausgebreiteten Zellen lassen sich folglich mit dem
Oberflachenrelief erklaren, das den Zellen auch in dieser Form genigend Stabilitat ver-
leint (Kunzler et al., 2007) und nicht mit den in der vorliegenden Studie simulierten und
an rauen Oberflachen auftretenden elektrischen Feldern. Die im Vergleich zu den un-
polarisierten Kontrollplattchen auf den wahrend der Proteinadsorption polarisierten
Stahloberflachen nachgewiesenen geringfligig kleineren Zellen und Zellkerne (Abbil-
dung 3.13 A — D’) kdnnten Folge einer unterschiedlichen Reifung der Osteoblasten-ahn-
lichen Zellen sein. So haben unreife Zellen grolRere Kerne als ausgereifte, deren Funkti-
onsstoffwechsel nicht mehr im Dienst der Gewebeneubildung steht (Curran & Codling,
1972).

Mit dem vorgestellten in vitro-Modell konnte ein deutlich groferer Einfluss der angeleg-
ten Spannung (+600 mV) auf das Proliferationsverhalten und die mitochondriale Zell-
aktivitat Osteoblasten-ahnlicher Zellen (MG-63) als auf die intrazellulare Proteinvertei-
lung gezeigt werden. Allerdings ist zu beachten, dass die Ergebnisse zur Zellzahl und
Atmungsaktivitat nur eingeschrankt aussagekraftig sind, da jeder Versuch lediglich ein-
mal wiederholt wurde. Um verlassliche Aussagen treffen zu kdnnen, bedarf es weiterer
in vitro-Untersuchungen. Ziele folgender Forschungsarbeiten kdnnten zusatzlich sein,
den Einfluss eines externen elektrischen Feldes auf die Osteoblastendifferenzierung zu
evaluieren bzw. die Testparameter Zellzahl und Stoffwechselaktivitat tUber einen lange-

ren Zeitraum zu dokumentieren.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde in einem in vitro-Modell der Einfluss eines elektrischen
Feldes auf die Adsorption von Proteinen und Zellen getestet. Dazu wurden Elektro-
kammern hergestellt, in denen metallische Oberflachen wahrend der Proteinadsorption,
der Zelladsorption sowie der Protein- und Zelladsorption polarisiert wurden. Mit Hilfe
dieses Versuchsaufbaus konnten elektrische Felder simuliert werden, wie sie an rauen,
im Mikro- bis Nanometerbereich strukturierten Oberflachen auftreten. Als Testober-
flachen dienten die im klinischen Einsatz bewahrten Implantatmaterialien Stahl und
Titan. Die Wirkung der angelegten Spannung (+600 mV) auf die Testparameter Prolife-
rationsverhalten, mitochondriale Zellaktivitat und intrazellulare Proteinverteilung wurde

48 h nach Aussaat der Osteoblasten-ahnlichen Zellen (MG-63) untersucht.

Mit Ausnahme der wahrend der Proteinadsorption polarisierten Stahlplattchen konnten
auf allen polarisierten Testoberflachen geringere Zellzahlen nachgewiesen werden als
auf den unpolarisierten Kontrollen.

Die mitochondriale Zellaktivitat war auf allen polarisierten Stahloberflachen im Vergleich
zu den unpolarisierten Kontrollplattchen verringert, wobei lediglich in der Versuchsreihe
zur Protein- und Zelladsorption eine statistisch signifikante Abnahme ermittelt werden
konnte. Auf den wahrend der Zelladsorption polarisierten Titanoberflachen wurde eben-
falls eine verglichen mit den unpolarisierten Kontrollen geringere Stoffwechselaktivitat
beobachtet, wahrend dieser Testparameter durch die bei Proteinadsorption und Protein-
und Zelladsorption angelegte Spannung auf den ubrigen Titanplattchen positiv beein-
flusst wurde.

Der Einfluss des externen elektrischen Feldes auf die intrazellulare Proteinverteilung
stellte sich nach Analyse der Immunfluoreszenzen als auf3erst gering dar. Lediglich auf
den wahrend der Proteinadsorption polarisierten Titanplattchen sowie den bei Protein-
und Zelladsorption polarisierten Stahlplattchen wurde eine verglichen mit den jeweils
nicht polarisierten Kontrolloberflachen hohere Dichte des Aktin-vernetzenden Proteins
a-Actinin gefunden. Ein an den Zellauslaufern dichteres Mikrotubulusnetzwerk wurde
ebenfalls auf den letztgenannten Stahloberflachen nachgewiesen. Auf den anderen
Testoberflachen zeigte das jeweils gut ausgebildete Mikrotubulusnetzwerk keine polari-

sationsbedingten Abweichungen.
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Die Morphologie der Osteoblasten-ahnlichen Zellen wurde in keinem der Versuchs-

durchgange durch die angelegte Spannung beeinflusst.

Mit dem beschriebenen in vitro-Modell konnte gezeigt werden, dass ein externes elektri-
sches Feld das Zellverhalten sowohl direkt als auch indirekt Gber eine Veranderung der
adsorbierten Proteinschicht beeinflussen kann. Ziele folgender Forschungsarbeiten
konnten das Verifizieren der ermittelten Ergebnisse sowie die Untersuchung des Ein-

flusses der angelegten Spannung auf die Osteoblastendifferenzierung sein.
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