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Kapitel 1
Einleitung und Problemstellung

Implantate finden in Zahnheilkunde, Orthopidie und Unfallchirurgie vielfach An-
wendung bei der Therapie degenerativer, traumatischer oder entziindlicher Erkran-
kungen des Knochens, wodurch bereits hiufig sehr gute Heilungserfolge erzielt wer-
den. In vielen Féallen kommen dabei Endoprothesen aus Kobalt- oder Titanlegierun-
gen zum Einsatz. Der Grund hierfiir liegt in der guten Biokompatibilitat bei gleich-
zeitig gilinstigen Materialeigenschaften, die eine grofe dynamische und statische Sta-
bilitdt gewéhrleisten. Die als Makrostruktur bezeichnete dufere Form der Prothese
zielt auf eine bestmdogliche Formanpassung fiir die jeweilige klinische Anforderung
ab. Die Mikrostruktur beschreibt die Oberflichenbeschaffenheit der Prothese, die
beispielsweise durch Sandstrahlen aufgeraut oder das Aufbringen einer Beschichtung
modifiziert werden kann und fiir die erfolgreiche Osteointegration von entscheidender
Bedeutung ist [1]. Weite Verbreitung in der klinischen Anwendung haben dabei Be-
schichtungen mit Calciumphosphaten wie Tri- und Tetracalciumphosphat sowie ins-
besondere Hydroxylapatit. Die erste Endoprothese mit Hydroxylapatit-Beschichtung
wurde 1985 von Furlong erfolgreich in der Klinik eingefiihrt [2]. Weiterfithrende Stu-
dien wiesen dadurch eine Verbesserung der Osteointegration sowie eine erhéhte Sta-
bilitdt im Langzeitverlauf nach. Positive Effekte durch Hydroxylapatit beziiglich der
periprothetischen Knochenneubildung konnten experimentell auferdem bei osteoka-
taboler Stoffwechsellage, wie es beispielsweise bei Osteoporose der Fall ist, gezeigt
werden [3, 4]. Als Standardverfahren zur industriellen Hydroxylapatit-Beschichtung
von medizinisch verwendeten Metalloberflichen hat sich hierbei die seit den 80er
Jahren angewandte Plasmaspritztechnik etabliert. Da diese gewisse Nachteile auf-
weist, wurde als alternatives Beschichtungsverfahren die elektrochemische Abschei-

dung entwickelt, welche in der vorliegenden Arbeit Verwendung findet. Im Gegen-



satz zum Plasmaspritzen erfolgt die Abscheidung bei Umgebungstemperatur, sodass
das Problem hitzebedingter Veranderungen der Beschichtungen umgangen wird. Ein
weiterer Vorteil gegeniiber der Plasmaspritztechnik liegt in der Md6glichkeit beson-
ders diinne und gleichmafige Schichten im pm-Bereich aufzubringen. Dies erlaubt
eine schnellere osteoklastire Resorption, sodass bereits nach kurzer Zeit neu gebil-
detes Knochengewebe zur Stabilisierung des Implantats beitrigt. Zudem stellen sich
homogene, diinne Schichten als stabiler dar, was seltener zu Delamination und da-
mit einhergehendem Implantatversagen fiihrt [5]. Weiterhin weisen elektrochemisch
abgeschiedene Schichten eine dem natiirlichen Knochen dhnliche mikroporose, kris-
talline Struktur auf, was eine signifikante Oberflichenvergroferung zur Folge hat.
Diese wirkt sich positiv auf die Adhésion von Bestandteilen der Knochenmatrix an
das Implantat aus [6].

Durch Modifikation des Elektrolyten und Anpassung der Abscheidungsparameter
konnten Verfahren etabliert werden, die es ermoglichen nicht nur Calciumphospha-
te, sondern auch Magnesiumphosphate elektrochemisch abzuscheiden [7]. Grundlage
dieser Bestrebung waren Erkenntnisse aus der Verwendung von Magnesiumphosphat-
basierten Knochenzementen. Diese zeichnen sich im Vergleich zu Calciumphosphat-
Zementen durch erhohte Loslichkeit und beschleunigte Resorption aus [8, 9]. Der
Zusatz von Metallionensalzen zum Elektrolyten ermdglicht aufserdem die Integrati-
on biologisch aktiver Spurenelemente in die abgeschiedenen Schichten. Motivation
hierfiir sind — trotz bereits verbesserter Osteointegration und Langzeitstabilitiat —
weiterhin bestehende Probleme mit periprothetischen Infektionen. Ein verbreiteter
Ansatz diese zu minimieren liegt darin, Oberflichen mit antimikrobieller Silber-,
Kupfer-, Zink- oder Selendotierung zu entwickeln [10]. Die Versorgung osteoporoti-
scher Patienten stellt ebenfalls eine grofse klinische Herausforderung dar, da aufgrund
der osteokatabolen Situation Prothesen hdufig nur sehr langsam oder ungeniigend
in den Knochen einwachsen. Eine mogliche Konsequenz ist eine spitere aseptische
Lockerung der Prothese, was wiederum eine Explantation zur Folge haben kann.
Ansétze zur Forderung der Osteoblastenaktivitdt bestehen in der Verwendung von
Calciumphosphat-Zementen als Triger von Wachstumsfaktoren. Bisherige Studien
liefern zwar vielversprechende Ergebnisse [11, 12|, dennoch bestehen Schwierigkeiten
bei Sterilisierbarkeit und Lagerung. Auch die damit verbundenen hohen Kosten sind
ein zusatzlicher Grund, der gegen den breiten klinischen Einsatz von Wachstumsfak-
toren spricht. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Zugabe von biologisch aktiven

Ionen, welche beziiglich Handhabung und Kosteneffizienz deutliche Vorteile bieten.



Funktionell erwies sich die Zugabe von Kupfer bereits als vielversprechend, da so-
wohl Aktivitit als auch Proliferation von Osteoblasten hierdurch deutlich gesteigert
wurden [13]. Einen alternativen Ansatz zur Verbesserung der Integration von Im-
plantaten in osteoporotisches Knochengewebe bietet die Verwendung von Strontium.
Strontiumionen zeigten in zahlreichen Studien einen inhibierenden Effekt auf Osteo-
klasten [14-16], was Anlass fiir die Entwicklung strontiumhaltiger Beschichtungen
lieferte [17]. Meininger et al. optimierten hierzu das Verfahren der elektrochemischen
Abscheidung von Struvit auf Titan und etablierten Parameter zur zuverlissigen Do-

tierung mit unterschiedlichen Mengen Strontium [18].

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden fiir vorliegende Arbeit sieben verschiede-
ne strontiumsubstituierte Struvitschichten hergestellt, die zwischen 6 ug und 487 ug
Strontium pro Probe enthielten. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der unter-
schiedlichen Strontiumdotierungen auf das Verhalten osteoklastérer Zellen zu eva-
luieren. Hierfiir wurden RAW 264.7 Zellen zur Osteoklastendifferenzierung angeregt
und diese mittels spezifischer Farbungen, Rasterelektronenmikroskopie sowie auf
genetischer Ebene mittels PCR analysiert. Die Ermittlung von Zellzahl und Zellak-
tivitdt ermdglichte eine Einschitzung der Zellproliferation.

Eine weitere vielfach beschriebene Strontiumwirkung besteht in der zusatzlichen Sti-
mulation von Osteoblasten [16, 19]. Andere Studien zweifeln diesen Effekt jedoch
an und berichten von osteoblasteninhibierendem Einfluss durch Strontium [20]. Im
Rahmen dieser Kontroverse soll die vorliegende Arbeit hierzu ebenfalls einen Bei-
trag leisten, sodass zusétzlich die Kultivierung von osteoblastidren MG-63 Zellen auf
strontiumdotierten Struvitschichten erfolgte. Dabei wurde der Einfluss von Stronti-

um auf osteoblastire Zellen anhand von Zellzahl und Zellaktivitit untersucht.






Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Bildung und Funktion von Knochenzellen

Der menschliche Knochen hat nicht nur im Wachstumsalter, sondern zeitlebens ei-
ne Vielzahl von Aufgaben zu erfiillen. Hierzu zihlt die Bildung des Skelettsystems,
das Stabilitit bei gleichzeitiger Beweglichkeit ermdglicht sowie Schutzfunktion fiir
innere Organe erfiillt. Des Weiteren stellt die Knochenmasse einen wichtigen Spei-
cher fiir Mineralien wie Calcium, Magnesium, Phosphat und Bikarbonat dar und ist
mafgeblich an deren Homdostase beteiligt [21]. Um den wechselnden Anforderungen
beziiglich Stabilitdt und Funktionalitdt gerecht zu werden sowie zur Reparatur von
Mikroschédden, unterliegt der Knochen einem stindigen Umbau. Dieser als Remo-
delling bezeichnete Prozess ist durch das aufeinander abgestimmte Zusammenspiel
von Osteoblasten und Osteoklasten charakterisiert, den Knochensubstanz bilden-
den beziehungsweise resorbierenden Zellen. Dabei kommt es an definierten Stellen
— den bone multicellular units — durch einwandernde Osteoklasten zum Knochenab-
bau, wihrend Osteoblasten neues Knochenmaterial produzieren. Jahrlich werden
somit etwa 10 % der gesamten Knochenmasse erneuert. Dies gewéhrleistet eine be-
lastungsabhéngige Anpassung der Mikroarchitektur, um gréfstmogliche Stabilitit bei
moglichst geringer Masse zu erlangen [22]. Die enorme Bedeutung einer genau ab-
gestimmten Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitét zeigt sich dabei im Falle einer
pathologischen Dysbalance. Bei Osteoporose iiberwiegt der Knochenabbau, was zu
Knochenschmerzen sowie gesteigertem Frakturrisiko fiihrt. Eine erhohte Osteoklas-
tentatigkeit tritt aber auch bei rheumatoider Arthritis, Hyperparathyreoidismus,
Multiplem Myelom oder Knochenmetastasen auf, wohingegen eine fehlende Osteo-
klastenaktivitét in der seltenen Erbkrankheit Osteopetrose resultiert [21, 23, 24].



2.1.1 Osteoblasten und Osteozyten

Osteoblasten sowie Chondrozyten und Adipozyten leiten sich von mesenchymalen
Stammzellen des Knochenmarks ab. Diese sind multipotente Progenitorzellen, die
die Oberflichenproteine cluster of differentiation (CD) 105, CD73 und CD90 expri-
mieren [25]. Fiir die Differenzierung von Osteoblasten ausgehend von mesenchymalen
Stammzellen spielt der Transkriptionsfaktor Runx2 eine zentrale Rolle. In vitro Ver-
suche mit Knockout-Méusen belegen, dass eine homozygote Mutation von Runx2
in einem volligen Fehlen der Ossifikation resultiert, wahrend die Entwicklung der
Chondrozyten weitgehend unbeeinflusst bleibt. Dies zeigte sich in der Ausbildung
eines rein knorpeligen Skeletts, sodass es bei Runx2 defizienten Mausen zum raschen
postnatalen Tod infolge von Atemstillstand kam [26, 27]. Ahnlich essentiell fiir eine
erfolgreiche Osteoblastogenese ist der Runx2 nachgeschaltete Transkriptionsfaktor
Osterix, was sich ebenfalls anhand von Versuchen mit Knockout-Mausen nachweisen
lief [28]. Die iibergeordnete Stimulation von Expression und Aktivitdt der Tran-
skriptionsfaktoren wird vornehmlich iiber die beiden Wachstumsfaktoren Wnt und
bone morphogenetic protein (BMP) vermittelt. Die Glykoproteine der Wnt-Familie
fiihren durch Bindung an ihre osteoblastenstandigen Rezeptoren iiber intrazellulire
Signalkaskaden zu einer Hypophosphorylierung von (-Catenin, was zu dessen Sta-
bilisierung und Akkumulation fiithrt. Nach Translokation in den Zellkern kommt es
zur Interaktion mit weiteren Transkriptionsfaktoren, was schlieflich die Osteoblas-
togenese stimuliert. BMP fiihrt durch Bindung an seine zelluldren Rezeptoren zu
einer Aktivierung von R-Smad-Proteinen. Diese bilden Komplexe mit Smad4 und
stimulieren iiber Runx2-Aktivierung oder durch direkte Transkriptionssteigerung
Gene der Osteoblastogenese [25, 29|. Zur Hemmung der Osteoblastogenese spielt auf
transkriptioneller Ebene der Notch-Signalweg eine bedeutende Rolle. Dabei wird der
Transmembranrezeptor Notch nach Interaktion mit seinem Liganden proteolytisch
gespalten, worauthin das entstandene Spaltprodukt die Transkription von Hey- und

Hes-Genen aktiviert, welche Runx2 inhibieren [30].

Die Bildung von Knochenmatrix durch reife Osteoblasten beruht insbesondere auf
der Synthese von Kollagen Typ I und Alkalischer Phosphatase, die eine wichtige
Rolle bei der Mineralisation spielt. Weitere Bestandteile der organischen Knochen-
matrix wie Osteocalcin, Glykoproteine, bone sialo protein und Osteopontin werden
ebenfalls von Osteoblasten sezerniert [22]. Auf transkriptioneller Ebene wird die Os-

teoblastentétigkeit entscheidend von Runx2 stimuliert. Dieses regt die Expression



von Osteocalcin und von Genen fiir die Synthese extrazelluldrer Knochenmatrix an,
wodurch die Knochenneubildung gefordert wird [31]. Auf hormoneller Ebene greift
Leptin hemmend in die Osteoblastentitigkeit ein. Das von Adipozyten gebildete
Hormon bindet an hypothalamische Rezeptoren und vermittelt seine Wirkung iiber
diesen zentralen Weg. Ein Fehlen von Leptin oder dessen Rezeptor fiihrt zu gestei-
gertem Appetit, Adipositas und einer zugleich signifikant erhéhten Knochenmasse
[32, 33|. Eine weitere wichtige Funktion der Osteoblasten liegt neben der Bildung von
Knochensubstanz in der Regulation der Osteoklastentatigkeit durch die Produktion
von receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand (RANKL) und Osteoprote-
gerin (OPG), was in Kapitel 2.1.2 n&her ausgefiihrt wird.

Nach einer mittleren Lebensdauer von etwa drei Monaten kénnen Osteoblasten zu
Osteozyten transformieren, die mit etwa 95 % die grofte Population aller Knochen-
zellen darstellen. Durch die Uberlagerung mit Knochenmatrix, die von umliegenden
aktiven Osteoblasten produziert wird, kommt es zur Einbettung der Osteozyten ins
Osteoid. Dabei nimmt die Anzahl an Zellorganellen sowie das Zellvolumen schrittwei-
se ab. Weiterhin finden morphologische Verdnderung statt, sodass sich Osteozyten
schlieflich durch eine Vielzahl zytoplasmatischer Zellfortsitze auszeichnen. Diese
bilden ein dichtes Netzwerk im gesamten Knochen und stehen so mit benachbarten
Osteozyten und Osteoblasten in engem Kontakt [34]. Auf dieser starken Zellver-
netzung basieren wichtige regulatorische Funktionen von Osteozyten. So kommt es
durch die osteozytidre Expression des Proteins Sclerostin zur Hemmung des Wnt-
Signalwegs, was zu einer Verminderung der Osteoblastogenese und zu vermehrter
Apoptose von Osteoblasten fiihrt. Dadurch schiitzen Osteozyten vor unkontrollierter
Knochenneubildung und nehmen zudem auch indirekt Einfluss auf die Osteoklasto-
genese. Die Sclerostinbildung wird wiederum hormonell reguliert und unterliegt dem
hemmenden Einfluss von Parathormon (PTH) [22|. Dariiber hinaus wird angenom-
men, dass apoptotische Osteozyten durch bisher unbekannte Signalwege Osteoblas-
ten zur RANKL-Expression stimulieren, um die Knochenresorption in ihrer Umge-
bung anzuregen. Aufserdem konnte gezeigt werden, dass viable Osteozyten selbst

RANKL produzieren und so direkt Einfluss auf die Osteoklastogenese nehmen [35].



2.1.2 Osteoklasten

Granulozyt  Makrophage

O— O S
CFU-GM Monozyt RANKL RANKL RANKL
O L /Lo OF O

OCP Einkerniger Fusionierter Aktiver
Osteoklast Osteoklast Osteoklast

Abb. 2.1: Ausgehend von gemeinsamen granulozytir-monozytiren Progenitorzellen ent-
wickeln sich im Knochenmark unter dem Einfluss verschiedener Faktoren Gra-
nulozyten und Makrophagen sowie Osteoklasten-Progenitorzellen. Die weitere
Differenzierung zum reifen aktiven Osteoklasten unterliegt mafgeblich der Sti-
mulation durch RANKL. Abbildung nach [36, 37].

Osteoklasten leiten sich im Gegensatz zu Osteoblasten von hamatopoetischen pluri-
potenten Stammzellen des Knochenmarks ab. Abbildung 2.1 zeigt schematisch die
Differenzierung von Osteoklasten innerhalb der myeloischen Reihe. Diese bilden sich
ausgehend von granulozytir-monozytéren Progenitorzellen (CFU-GM) in mehreren
Differenzierungsschritten durch Proliferation und Fusion einkerniger Osteoklasten-
Progenitorzellen (OCP) zu multinukledren Vorlduferzellen. Auch Granulozyten, Mo-
nozyten und Makrophagen besitzen gleiche myeloische Ursprungszellen [38|. Uda-
gawa et al. zeigten, dass fiir reife Monozyten und Makrophagen in vitro die Dif-
ferenzierung zu Osteoklasten noch mdoglich ist, wobei direkter zelluldrer Kontakt
zu Osteoblasten und Stromazellen des Knochenmarks essentiell ist [39]. Diese Be-
obachtungen deuten auf das Vorhandensein bestimmter zellulirer Faktoren hin,
die einen entscheidenden Einfluss auf die Osteoklastendifferenzierung ausiiben. In
der friihen Osteoklastogenese wurden die beiden Transkriptionsfaktoren PU.1 und
microphthalmia-associated transcription factor (MITF) identifiziert, die CFU-GM
zur weiteren Differenzierung im Knochenmark anregen [37|. Die Bildung des 16sli-
chen Wachstumsfaktors macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) durch ak-
tivierte T- und B-Lymphozyten, Granulozyten, Endothelzellen sowie Fibroblasten
spielt fiir die Ausbildung von Makrophagen und Osteoklasten eine entscheidende
Rolle. Durch Bindung an seinen membranstindigen Rezeptor werden Signalkaska-
den aktiviert, die fiir das Uberleben und Ausreifen notwendig sind [40]. Dariiber
hinaus induziert M-CSF die Expression von receptor activator of nuclear factor-
kappaB (RANK) auf Osteoklasten-Vorlauferzellen |35].
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Das Zytokin RANKL aus der tumor necrosis factor (TNF)-Familie gilt als wichtigs-
ter Faktor fiir eine erfolgreiche Osteoklastogenese. RANKL wird von Osteoblasten,
Stromazellen des Knochenmarks, aktivierten T- und B-Lymphozyten sowie von Fi-
broblasten als membranstindiger Faktor exprimiert, was die Notwendigkeit des di-
rekten zelluldren Kontakts erklart. Durch Interaktion mit seinem Rezeptor RANK,
der auf Osteoklastenvorldufern bis hin zu reifen Osteoklasten nachgewiesen wurde,
werden die verschiedenen Differenzierungsschritte positiv moduliert. Als RANKL-
Gegenspieler ist OPG, ein von Osteoblasten gebildetes l6sliches Glykoprotein, von
entscheidender Bedeutung. Die Komplexierung von RANKL mit OPG hemmt dabei
die Bindung an RANK. Dies verhindert die Aktivierung verschiedener intrazelluldrer
Signalkaskaden, die {iber Transkriptionsregulation den Prozess der Osteoklastendif-

ferenzierung aktivieren kénnen [40-43].

Calcitriol, PTH, PTHrP, Ostrogene, Calcitonin,
PGE, IL-1, IL-6, BMP2/4, TGF-B, TPO,
TNF, Prolaktin IL-17, PDGF, Ca*"
\ \/ Osteoblast/
Stromazelle
RANKLJN !
F——@ OPG
RANK ® OrG
oo Osteoklast
TRAF 1/2/3/5/6
c-Src MAPK IKK1/2 Bclé6,
v PR v IRFS,
PI3K ERK p38 JNK  NFkB Mafb
\\ *
\\ mi l
"\ NFATcl
PR T

TRAP, CATK, Integrin 3, CTR

Calcitonin, Interferon-y IL-6, TNF-a, TGF-B

Abb. 2.2: Die Regulation der Osteoklastogenese unterliegt in besonderem Mafse der In-
teraktion von RANKL mit seinem Rezeptor RANK, wodurch eine Aktivierung
verschiedener intrazelluldrer Signalkaskaden induziert wird. Das von Osteoblas-
ten gebildete OPG hemmt die Bindung zwischen RANKL und RANK. Sowohl
RANKL- als auch OPG-Synthese unterliegen einer tibergeordneten Regulati-
on durch Hormone und Zytokine. Des Weiteren sind verschiedene Faktoren
bekannt, die Osteoklasten direkt stimulieren beziehungsweise hemmen. Abbil-
dung nach [37, 44].



Wie in Abbildung 2.2 dargestellt unterliegt die Bildung von RANKL und OPG ei-
ner iibergeordneten Regulation durch Hormone, Zytokine und humorale Faktoren.
Durch Bindung an ihre membranstidndigen Rezeptoren induzieren sie eine vermehr-
te Produktion von RANKL beziehungsweise OPG. Bekannt fiir eine Steigerung der
mRNA-Expression von RANKL sind Calcitriol, PTH, parathyroid hormone-related
protein (PTHrP), Prostaglandin Ey (PGEy), Interleukin 1 (IL-1), IL-6, TNF-«,
Prolaktin und Corticosteroide. Im Gegensatz dazu bewirken Ostrogene, Calcito-
nin, BMP2/4, transforming growth factor beta (TGF-f), Thyreoperoxidase (TPO),
1L-17, platelet-derived growth factor (PDGF) und Calcium eine vermehrte OPG-
Freisetzung beziehungsweise verminderte RANKI-Expression [44-47|. Dariiber hin-
aus existieren weitere Mediatoren, die die Osteoklastenentwicklung unabhingig vom
RANKL/RANK/OPG-System beeinflussen. Durch Bindung an ihre auf Osteoklas-
ten exprimierten Rezeptoren werden Signalkaskaden zur Differenzierung und Ak-
tivierung in Gang gesetzt. Inflammatorische Zytokine wie TNF-o und IL-6 wirken
stimulierend, wohingegen Calcitonin und Interferon-y einen hemmenden Einfluss auf
Osteoklasten zeigen |22, 35]. Bei der Aktivierung von RANK durch seinen Liganden
RANKL kommt es initial zu einer Trimerisierung des Rezeptors. Die darauf fol-
gende Bindung von TNF-Rezeptor-assoziierten zytoplasmatischen Faktoren (TRAF
1/2/3/5/6) an den zytoplasmatischen C-Terminus von RANK fiihrt zur Stimulation
verschiedener intrazellulirer Signalwege [44]. Uber c-Src vermittelte Aktivierung von
Phosphoinositid-3 Kinase (PI3K) sowie eztracellular-signal regulated kinase (ERK)-
Signalwege wird eine zytoskelettale Reorganisation mit damit verbundener Motilitat
sowie das Uberleben von Osteoklasten induziert. Die Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFkB)
iiber die Proteinkinasen inhibitor of nuclear factor-kappaB kinase (IKK) 1/2 sowie
die Stimulation von Signalkaskaden iiber p38, c-Jun N-terminal kinases (JNK) und
ERK fiihren schlieflich zur Expression osteoklastenspezifischer Gene. Diese kodieren
unter anderem fiir die Proteine Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP), Ka-
thepsin K (CATK), Integrin 33, Calcitoninrezeptor (CTR) und dendritic cell-specific
transmembrane protein (DC-STAMP). Dariiber hinaus sind Transkriptionsfaktoren
wie B-cell lymphoma 6 (Bcl6), Interferon requlatory factor 8 (IRF8) und Mafb be-

kannt, die hemmend auf die Osteoklastogenese einwirken [37, 44, 48].
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Abb. 2.3: Aktive Osteoklasten weisen als polarisierte Zellen unterschiedlich strukturierte
Plasmamembranabschnitte auf. Die feste Anheftung an die Knochenmatrix er-
folgt {iber die Versiegelungszone, die Resorption iiber den Faltensaum. Durch
Sekretion von HCI in die Resorptionslakune wird mineralische Knochensub-
stanz resorbiert, CATK und MMP degradieren organische Materialien. Weite-
re lonenfliisse insbesondere iiber die basolaterale Membran gewédhrleisten ein
Tonengleichgewicht zwischen Intra- und Extrazellularraum, wahrend resorbier-
tes Kollagen, Calcium und Phosphat tiber die funktionelle Sekretionsdoméne
apikal abgegeben werden. Abbildung nach [49, 50].

Die Synthese osteoklastentypischer Proteine wird damit in einem komplex regulier-
ten System gesteuert, das sich an die aktuellen Anforderungen anpasst. Die Fusion
mehrerer einkerniger OCP zu mehrkernigen Osteoklasten wird iiber Oberflichen-
molekiile wie E-Cadherin und macrophage fusion receptor vermittelt. Von maf-
geblicher Bedeutung ist zudem DC-STAMP, ein Transmembranprotein, das auch
von dendritischen Zellen exprimiert wird. Dessen entscheidende Rolle fiir die Zell-
Zellfusion wurde in Experimenten mit Knockout-M&usen deutlich, in denen eine
komplette Aufthebung der Zellfusion zu beobachten war. Dariiber hinaus trat ei-
ne deutlich herabgesetzte Resorptionstatigkeit auf, was ein Indiz fiir die Bedeu-
tung der Zell-Zellfusion zur Aufnahme der Osteoklastenaktivitit darstellt [51]. Zur
Aufnahme der osteoklastiren Resorptionstatigkeit ist die Anheftung an minerali-
sierte Knochenmatrix initiale Vorraussetzung. Dabei bilden sich an der knochen-
zugewandten Plasmamembran durch intrazelluldre strukturelle Verdnderungen des

Zytoskeletts ringformig angeordnete Podosomen aus, die aus F-Aktin sowie den
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Proteinen Vinculin und Talin bestehen. Vermittelt {iber Integrine und das Prote-
in CD44 kommt es zur Verbindung zwischen Zytoskelett und Extrazellulirmatrix.
Die anschliefsende Ausbildung eines dichten F-Aktinrings stellt den engen Kontakt
der Plasmamembran zum Knochen her. Dieser Bereich ist als Versiegelungszone
bekannt, die ringférmig ein abgeschlossenes Kompartiment zwischen Plasmamem-
bran und Knochenmatrix umgibt, welches als Resorptions-Lakune bezeichnet wird.
C-Src-abhéngige Polarisationssignale vermitteln weitere strukturelle Verinderungen,
wobei es zur Auffaltung der innerhalb der Versiegelungszone gelegenen basalen Plas-
mamembran kommt, was der Oberflachenvergréfterung dient. In diesem Bereich des
sogenannten Faltensaums kann schlieflich der Knochenabbau erfolgen, was in Ab-
bildung 2.3 vereinfacht dargestellt ist [40, 49, 50|. Die Auflésung von Hydroxylapatit
und anderen Knochenmineralien erfolgt durch Anséuerung der Resorptionslakune.
Dies geschieht einerseits durch die Fusion saurer, zytoplasmatischer Vesikel mit der
basalen Membran. Andererseits gelangen Protonen {iber in der basalen Membran
eingelagerte H*-Adenosintriphosphatasen (ATPasen) sowie Chloridionen vermittelt
durch Cl™-Kanile in die Lakune. Die entstehende Salzsdure kann bei einem pH-
Wert von etwa 4,5 mineralisierte Knochensubstanz auflésen. Dabei werden durch
die Aktivitat intrazelluldrer Carboanhydrase II (CA II) stindig Protonen generiert
sowie der intrazelluldre pH-Wert durch Cl~/HCOj;-Austauscher an der basolatera-
len Plasmamembran aufrechterhalten. Eine Vielzahl an Mitochondrien sichert dabei
die Versorgung mit ATP [37, 40, 49, 50|. Auch der Abbau organischer Knochenma-
terialien erfolgt an der basalen Plasmamembran. Durch Exozytose wird aus Vesikeln
das lytische Enzym CATK freigesetzt, welches Kollagen I im sauren Milieu spaltet.
Matrixmetalloproteasen (MMP), insbesondere MMP9 und MMP14, scheinen initial
ebenfalls am Kollagenabbau beteiligt zu sein [49]. Die Aufnahme der entstandenen
Abbauprodukte wie Calcium, Phosphat, Bikarbonat sowie Kollagenfragmenten er-
folgt in einem spezialisierten Bereich der basalen Membran. Die anschliefende Trans-
zytose in Vesikeln bis zur apikalen Membran wird iiber Mikrotubuli gewihrleistet,
um dort die Abbauprodukte in den Extrazelluldrraum abzugeben. Dieser als funk-
tionelle Sekretionsdoméne bekannte Plasmamembranabschnitt ist ultrastrukturell
durch ein dichtes Mikrotubulinetzwerk gekennzeichnet. Dariiber hinaus existieren
vesikelunabhingige Transzytosewege und in der basolateralen Membran lokalisierte
Transporter und Kanéle, die Ionen in den Extrazelluldrraum abgeben kénnen [49].
Fiir das Protein TRAP sind zwei [soformen bekannt, wobei TRAP5a von Makropha-

gen und dendritischen Zellen, TRAP5b vor allem von Osteoklasten sezerniert wird.
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Fiir beide Isoformen konnten zwei enzymatische Aktivitdten nachgewiesen werden,
denen in den verschiedenen Zelltypen spezifische Aufgaben zukommen. Zum einen
fungiert es in Osteoklasten bei saurem pH als Phosphatase, das die Hydrolyse von
Phosphoproteinen wie Osteopontin sowie Osteonektin katalysiert. Zum anderen ist
es bei neutralem pH-Wert zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies fahig. Diese sind
fiir den Abbau von Kollagen und anderen Bestandteilen der Knochenmatrix in zyto-
plasmatischen transzytotischen Vesikeln von Osteoklasten von Bedeutung. Dariiber
hinaus kommt TRAP eine wichtige regulatorische Rolle im Skelett- und Immunsys-
tem zu. Studien mit Knockout-Mé&usen belegen die Bedeutung fiir Kollagensynthese,
Osteoblastenregulation sowie Reifung dendritischer Zellen [52-54]. Neben der Kno-
chenresorption kommt Osteoklasten auch eine wichtige regulatorische Funktion im
Knochenstoffwechsel zu. Dabei wird angenommen, dass Osteoklasten Faktoren pro-
duzieren, die direkten Einfluss auf die Osteoblastenaktivitdt nehmen. Zu den stimu-
lierenden Klastokinen z&hlen Sphingosin-1-phosphat, BMP6, Wnt 10b und Ephrin
B2, wahrend Semaphorin 4D hemmend auf die Differenzierung von Osteoblasten
wirkt [35].

Wiéhrend die Lebensdauer von Osteoklasten in vivo noch nicht abschliefend geklart
ist, konnten 4n wvitro bisher mehrere Resorptionszyklen beobachtet werden, bevor
nach etwa zwei Wochen die Apoptose eintritt. Als apoptosestimulierende Media-
toren fiir Osteoklasten sind Bisphosphonate, Ostrogene sowie TGF-B bekannt, die

Erforschung ihrer detaillierten Wirkungsweise steht allerdings noch aus [38|.

2.2 Bedeutung von Magnesiumphosphaten als

Knochenersatzmaterialien

Magnesiumphosphate sind im menschlichen Korper in unterschiedlichen Formen
in verschiedenen pathologisch mineralisierten Geweben vorzufinden. So wurde bei-
spielsweise in Nieren- und Harnsteinen infektioser Genese als Hauptbestandteil Stru-
vit ((NH,)Mg|PO,] - 6H50) identifiziert. Als verursachende Pathogene sind dabei
Urease-positive Bakterien bekannt, wobei es sich vorwiegend um Proteus, Morga-
nella und Providencia spp. handelt. Durch die Urease-vermittelte enzymatische Hy-
drolyse von Harnsdure bildet sich unter anderem Ammoniak, woraus wiederum Am-

moniumionen entstehen kénnen [55].
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Durch Reaktion mit vorhandenen Ionen wie Mg?* und PO?~ entsteht gemif nach-
folgender Gleichung Struvit [55]:

6H,O + Mg®* + NH; + PO3~ — (NH4)Mg[PO,] - 6H,0

Eine weitere Aggregation sowie das schnelle Wachstum der Kristalle werden durch
ein alkalisches Milieu begiinstigt. Dariiber hinaus hat der Citratgehalt im Urin maf-
geblichen Einfluss auf die Entstehung von Struvitsteinen, indem durch Komplexie-
rung von Citrat mit Magnesium die Kristallisation gehemmt wird [55]. Newberyit
(MgHPO, - 3H50) wurde ebenfalls in Nieren- und Harnsteinen nachgewiesen, Whit-
lockit (B-Tricalcium-Magnesiumphosphat) als Bestandteil von Zahnstein und in Stei-
nen der Speicheldriisen [56]. Magnesiumionen hingegen kommt im menschlichen Kor-
per eine wichtige physiologische Rolle zu. Die grofite Menge an Magnesium befindet
sich in gebundener Form im Knochen, nur ein kleiner Anteil sind freie Ionen, die
an der Zellproliferation, Zell-Matrix-Interaktion und dem Vitamin D-Metabolismus
beteiligt sind. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Magnesiummangel als

Risikofaktor fiir die Entstehung von Osteoporose in Frage kommt [57].

Ausgehend von dieser Bedeutung riickte Magnesium zunehmend in das Interesse
der Forschung bei der Entwicklung von Knochenersatzmaterialien. Ein moglicher
Ansatzpunkt besteht darin, die etablierten Calciumphosphat-Zemente (CPC) wie
Hydroxylapatit und Bruschit durch Zusatz von Magnesiumionen zu optimieren (Mg-
CPC). Dies fiihrte zu einer Verbesserung der phyikalisch-chemischen Eigenschaften
in Form von erh6hter Stabilitdt im Syntheseprozess [58|. Dariiber hinaus zeigte sich
auf Mg-CPC verglichen mit CPC erhohte Proliferation und Adhésion von Osteo-
blasten, was auf eine gute Biokompatibilitdt hinweist. In vivo wurde zudem eine
Magnesium-induzierte Knochenneubildung und beschleunigte Zementresorption be-
obachtet [57|. Daneben kommt der Weiterentwicklung reiner Magnesiumphosphat-
Zemente (MPC), die bereits um 1940 von Prosen entdeckt wurden, eine immer
grofsere Bedeutung zu. MPC entstehen durch die Reaktion der Basiskomponente
Magnesiumoxid mit sauren Ammoniumphosphaten wie Diammoniumhydrogenphos-
phat ((NH4)2HPO,) oder Ammoniumdihydrogenphosphat (NH4H5POy) [59]. Giins-
tige Eigenschaften wie schnelles Aushérten, gute Adhésion, sowie rasch einsetzende
mechanische Belastbarkeit machen MPC bereits seit Jahren zu gefragten Materialien
im Bauwesen — beispielsweise bei der Reparatur von Straken oder Bodenbeldgen [60].

Ihr Einsatz im medizinischen Bereich als Knochenersatzmaterialien wird aufgrund
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dieser positiven Charakteristika ebenfalls intensiv erforscht. Von besonderem Inter-
esse sind dabei Struvitzemente, die aus Farringtonit (Mgs(POy)2) und Diammoni-
umhydrogenphosphat ((NH4)oHPO,) entstehen. Ein grofer Vorteil gegeniiber vielen
anderen Zementen ist ihre Fahigkeit bei neutralem pH-Wert bereits innerhalb von
3-10 Minuten abzubinden, was giinstig fiir die klinische Anwendung im biologischen
Milieu ist. Zudem weisen sie eine hohe Druckfestigkeit auf und kénnen aufgrund
ihrer guten Loslichkeit in vivo innerhalb von mehreren Monaten passiv resorbiert
und durch kérpereigenes Hartgewebe ersetzt werden [8]. Auch die aktive Resorption
von Struvitzementen durch Osteoklasten ist gegeniiber CPC beschleunigt [61]. In
vivo bestitigte sich im Tiermodell die gute Resorption von Struvitzementen, die
nach Implantation in die Muskulatur nach drei Monaten deutlich degradiert waren.
Die dabei stattfindende Ausbildung von Mikroporen gilt als gute Ausgangssituati-
on fiir das Einwachsen neuen Knochens und den spiteren Ersatz durch belastbares
korpereigenes Knochengewebe |62]. Weiterhin gelang es die Viskositét der Zemente
durch Zusatz von Diammoniumcitrat herabzusetzen. Daraus resultiert eine bessere
Einspritzbarkeit, was fiir minimalinvasive klinische Anwendungen von grundlegen-
der Bedeutung ist [8]. In mikrobiologischen Untersuchungen erwiesen sich Struvit
und andere MPC als Materialien mit intrinsischen antimikrobiellen Eigenschaften.
Ihre bakteriostatische bis bakterizide Wirkung gegen Escherichia coli, Pseudomo-
nas aeruginosa und Aggregatibacter actinomycetemcomitans machen MPC somit be-
sonders fiir zahnmedizinische Anwendungen zu vielversprechenden Materialien [9].
Neben guten Materialeigenschaften ist fiir den erfolgreichen klinischen Einsatz eine
gute Biokompatibilitdt von grofer Bedeutung. Hierzu konnte gezeigt werden, dass
Osteoblasten auf den MPC Newberyit und Cattiit keine signifikant erhohte Frei-
setzung von Laktatdehydrogenase im Vergleich zu CPC wie Hydroxylapatit und
Bruschit aufwiesen, sodass die Zytotoxizitit als relativ gering eingestuft werden
kann. Auch die Expression von Markern der Osteoblastendifferenzierung liefs sich
bestatigen [56]. Fiir ammoniumhaltige MPC dagegen bestand die Annahme, dass
ihre Biokompatibilitdt durch die Freisetzung von Ammonium beeintrichtigt werden
kénnte [59], was jedoch inzwischen mehrfach widerlegt wurde. So zeigten in vitro-
Untersuchungen auf Struvitzementen mehr Wachstum sowie eine deutlich hohere
Aktivitdt der Osteoblasten verglichen mit dem Verhalten auf CPC. Obwohl die Ex-
pression osteoblastenspezifischer Proteine etwas geringer als auf CPC ausfiel, kann
die Biokompatibilitdt von Struvit dennoch als gleichwertig oder gar verbessert an-

gesehen werden [63]. Dariiber hinaus lief sich auch kein Hinweis auf Zytotoxizitét
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gegen Osteoklasten finden [61]. Weitere Studien belegen, dass MPC keine intrinsi-
sche Toxizitdt aufweisen und weder DNA-Schéden noch Genmutationen induzieren.
Auch in vivo fanden sich keine Anhaltspunkte fiir entziindliches Geschehen oder
Nekrosen [62].

Ein noch relativ neues Einsatzgebiet von Magnesiumphosphaten liegt in der Ent-
wicklung magnesiumhaltiger Schichten auf metallischen Implantaten. Ibasco et al.
entwickelten eine Methode, um Titanoberflichen mit Magnesium zu besputtern, um
diese als Ausgangsschicht fiir die weitere Abscheidung bioaktiver Schichten zu nut-
zen. Dazu wurden Magnesium-besputterte Titanproben bei 37°C in verschiedene
Phosphatlésungen eingebracht, sodass die geldsten Ionen mit der Magnesiumschicht
reagierten und stabile Préizipitate bildeten. Bei Immersion in Ammoniumphosphat-
Losung entstanden dabei gleichmiifige Struvitschichten [64]. Die direkte Beschich-
tung von Titanoberflichen mit Struvit bei neutralem pH-Wert gelang mittels elek-
trochemischer Abscheidung. Unter Verwendung von Magnesiumsalzen und Ammo-
niumionen im Elektrolyten kam es zur raschen Ausbildung von Préazipitaten, die als
reines Struvit identifiziert werden konnten [65]. Durch Modifikation der Beschich-
tungsparameter war es moglich in nur 15 Minuten bei Temperaturen zwischen 23—
50°C eine dichte Struvitschicht abzulagern [7].

2.3 Einfluss von Strontium auf Knochengewebe

Das Erdalkalimetall Strontium liegt in natiirlicher Form als Mischung seiner vier
stabilen Isotope (®Sr, %6Sr, 87Sr, ®Sr) stets in gebundener Form vor. Lediglich die
Isotope 8°Sr, 8Sr und °Sr sind radioaktiv und werden zum Teil fiir diagnostische
und therapeutische Zwecke in der Medizin genutzt. In den Korperfliissigkeiten liegt
Strontium — genau wie Calcium und Magnesium — als divalentes Kation vor, sodass
fiir Strontium und Calcium &hnliche Transportwege zur Resorption und Ausschei-
dung existieren. Téglich werden insbesondere iiber pflanzliche Nahrung etwa 2-4 mg
Strontium aufgenommen, die fikal und renal ausgeschieden werden. Die daraus re-
sultierende durchschnittliche Menge an Strontium im menschlichen Kérper wird fiir
einen 70 kg schweren Mann mit 0,32 g angegeben, weshalb Strontium als Spurenele-
ment bezeichnet wird. Der iiberwiegende Anteil befindet sich hierbei im Knochen,

wo es neben Calcium und Magnesium in sehr geringen Mengen eingelagert wird [15].
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In der Medizin liegt die Bedeutung von Strontium in der Verwendung als Therapeu-
tikum bei Osteoporose. Den Grundstein fiir den pharmakologischen Einsatz stellte
die Beobachtung dar, dass die orale Aufnahme von Strontiumlactat zu erhchter Cal-
ciumkonzentration im Knochen fiihrt. Weitere Studien zeigten, dass Strontiumlactat
Knochenschmerzen bei Osteoporosepatienten mildert sowie eine radiologisch erkenn-
bare Verbesserung der Knochenstruktur bewirkt [15]. Dieser anti-osteoporotische Ef-
fekt tritt jedoch nur bei der Aufnahme moderater Strontiummengen auf. Bei Ratten,
die taglich 87,5 umol Strontium aufnahmen, kam es zu einer Steigerung der osséren
Calciumkonzentration, wohingegen die 10-fache Menge zu deren Erniedrigung fiihr-
te [66]. Das heute therapeutisch gebrauchliche Strontiumranelat ist die Verbindung
einer organischen Sdure mit zwei stabilen Strontiumatomen. Verschiedene Studien
lieferten vielversprechende Ergebnisse fiir den Einsatz als Arzneimittel bei Osteo-
porose, da es sowohl die Knochenbildung stimuliert als auch die Knochenresorption
hemmt [14]. Im Rahmen mehrerer randomisierter kontrollierter Studien gelang der
Nachweis von verminderten Hiift- und Wirbelkorperfrakturen sowie erhohter Kno-
chendichte bei Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose, was schlieflich zur

Zulassung und zum klinischen Einsatz von Strontiumranelat fiithrte [67, 68].

Die beobachteten Effekte werden auf die osteoanabolen und antiresorptiven Ei-
genschaften divalenter Strontiumionen zuriickgefiihrt, sodass es zur Hemmung der
Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten sowie zur Stimulation von Osteo-
blasten kommt. Eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion spielen nach momen-
tanem Kenntnisstand G-Protein gekoppelte calcium-sensing receptors (CaSR), die
hauptsichlich auf den Hauptzellen der Nebenschilddriise lokalisiert sind, zudem aber
auch auf Osteoblasten und Osteoklasten exprimiert werden [23]. Aufgrund struktu-
reller Ahnlichkeiten kann neben Ca?* auch Sr*>* mit etwas niedrigerer Affinitit an
CaSR binden, was iiber eine Aktivierung von Phospholipase C3 und Inositol-1,4,5-
triphosphat einen Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration bewirkt. Dies
fiihrt nachfolgend zur Stimulation der in Abbildung 2.4 gezeigten intrazelluldren Si-
gnalwege. Differenzierung, Aktivititssteigerung und verlingertes Uberleben von Os-
teoblasten scheinen dabei iiber ERK1/2-mitogen-activated protein kinases (MAPK),
Wnt- sowie Akt-vermittelte Signalwege gefordert zu werden. Dariiber hinaus wird
durch Interaktion von Sr?>T mit CaSR die osteoblastire OPG-Expression gefordert
und die RANKL-Expression gehemmt, was in einer verminderten Osteoklastoge-

nese und Osteoklastenaktivitédt resultiert. Die direkte Osteoklastenhemmung durch
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Strontium wird iiber NFkB und Proteinkinase C (PKC) vermittelt und fiihrt zu
reduzierter Differenzierung sowie gesteigerter Apoptose. Die Wirkung von Stronti-
um auf Knochenzellen erfolgt allerdings nicht ausschlieflich iiber CaSR, wie Studien
mit CaSR-Knockout-Mausen belegen. Dabei wurden unter dem Einfluss von Stronti-
um weiterhin gesteigerte Osteoblastenproliferation sowie verminderte Apoptoseraten
beobachtet. Hierbei scheint eine calcineurinabhéngige Dephosphorylierung des Tran-
skriptionsfaktors nuclear factor of activated T-cells (NFATc1) seine Translokation in
den Zellkern und Transkriptionsaktivitéit zu steigern. Weiterhin sind mdoglicherweise
fibroblast growth factor receptor (FGFR) und G-protein coupled receptor (GPCR 61)
sowie eine gesteigerte PGEo-Produktion an der strontiumvermittelten Wirkung auf

Osteoblastendifferenzierung und -proliferation beteiligt [16, 19].

Sr 2+ Sr 2+ Sr 2+
\4 ‘ \4
FGFR, , CaSR
GPCR 61 Calcilieurin / - l2+ A \

ERK1/2, Wnt, Akt PKC, NFkB
NFATcl \ |

l Osteoklastogenese §
|Osteoblastogenese 4 Apoptose +| Apoptose 4

'OPGt RANKL ¥/
i

Osteoblast Osteoklast

Abb. 2.4: Die anti-osteoporotische Wirkung von Sr?* erfolgt mafgeblich iiber CaSR, die
iiber Aktivierung verschiedener intrazelluldrer Signalwege zur Hemmung von
Osteoklasten sowie zur Aktivierung von Osteoblasten fiihrt. Die strontiumab-
héngige Wirkung auf Osteoblasten wird zudem iiber NFATc1 sowie FGFR und
GPCR 61 moduliert. Abbildung nach [16].

Die allgemein angenommene aktivierende Wirkung von Strontium auf Osteoblas-
ten wird allerdings kontrovers diskutiert. Wornham et al. berichten, dass sowohl
Strontiumranelat als auch Strontiumchlorid die Mineralisation von Knochenmatrix
in konzentrationsabhingiger Stéarke deutlich hemmt. Zudem kam es zu vermehrter
Freisetzung von Laktatdehydrogenase, welche als Marker fiir erhéhte Zellmorbiditat
und -mortalitdt angesehen werden kann [20]. Auch der Einsatz von Strontium in
Form von oral appliziertem Strontiumranelat zur Osteoporosetherapie ist Gegen-
stand von Diskussionen. Nachdem sich Hinweise auf ein erhdhtes Risiko kardialer

und thrombembolischer Ereignisse ergaben, wurde die Indikationsstellung angepasst.
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Dabei besteht eine Empfehlung nur noch bei schwerer Osteoporose unter Beriick-
sichtigung von Kontraindikationen. Dennoch wird Strontiumranelat als sehr wirk-
sames Medikament eingestuft, das insbesondere das Risiko fiir das Auftreten von
Hiift- und Wirbelkorperfrakturen reduziert [69]. Aus diesem Grund gibt es neuere
Bestrebungen die anti-osteoporotische Wirkung von Strontium bei der Entwicklung
von Knochenersatzmaterialien zu nutzen. Dazu wurden strontiumsubstituierte Cal-
ciumphosphate und Titanimplantate entwickelt, um die Effekte lokal verfiigharen
Strontiums auf Knochenzellen zu untersuchen. Dabei ist die Datenlage zum mo-
mentanen Zeitpunkt nicht eindeutig, da beispielsweise Roy et al. im Vergleich zu
Kontrolloberflichen eine vermehrte Ausbildung von ostoklastiren Resorptionslaku-
nen jedoch keine signifikant beeinflussbare Osteoklastendifferenzierung beobachte-
ten [70]. Andere Studien hingegen berichten unter dem Einfluss von Strontium von
gesteigerter Osteoblastogenese und Osteoblastenaktivitit bei zugleich verminder-
ter Osteoklastogenese |17, 71, 72|. Auf elektrochemisch abgeschiedenen Oberflichen
zeigte sich durch Strontiumzusatz eine gesteigerte osteoblastére Proliferation, sodass
diese Methode ebenfalls vielversprechende Ansétze fiir die Modifikation von Implan-
tatoberflichen bietet [73].

Auch in vorliegender Arbeit wurde die Methode der elektrochemischen Abscheidung
genutzt, um Titanoberflichen mit dem Magnesiumphosphat Struvit zu beschichten
und verschiedene Mengen Strontium in die Oberflichen einzulagern. Dabei wur-
den sieben verschiedene Strontiumdotierungen zwischen 6 pg und 487 pg Strontium
pro Probe hergestellt. Auf diesen Schichten erfolgte die Kultivierung osteoklastérer
RAW 264.7 Zellen sowie osteoblastiarer MG63 Zellen, um den Einfluss unterschied-
licher Mengen Strontium im Substrat auf das zellulire Verhalten zu untersuchen.

Im Zentrum dieser Arbeit stand dabei die Analyse von Differenzierungsverhalten
und Aktivitat osteoklastérer Zellen. Dies wurde mittels Bestimmung von Zellzahl
und zelluldrer Aktivitdt untersucht. Zudem kamen sowohl verschiedene mikroskopi-
sche Darstellungen der Zellmorphologie als auch Untersuchungen auf transkriptio-
neller Ebene zum Einsatz. Zur zusétzlichen Einschitzung des Strontiumeinflusses
auf osteoblastéire Zellen erfolgte die Ermittlung von Zellzahl und Zellaktivitit von
MGG63 Zellen, sodass diese Arbeit einen neuen Beitrag zur bereits thematisierten
Kontroverse beziiglich der Wirkung von Strontium auf osteoblastire Knochenzellen

liefert.
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Kapitel 3

Materialien und Methoden

3.1

Gerateverzeichnis

Tabelle 3.1: Verzeichnis der verwendeten Geréte.

Gerit ‘ Hersteller Bezeichnung
Analysenwaage Scaltec Instruments GmbH,
Heiligenstadt
Analysenwaage Ohaus GmbH, Giessen Explorer
Autoklav HP Medizintechnik GmbH, Varioclav 400E
Oberschleiftheim
Autoklayv HP Medizintechnik GmbH, Varioclav 500E
Oberschleifsheim

Bio Doc Analyze

Eismaschine

Elektrophoresenetzgerit
ELISA Reader

Fluoreszenzmikroskop
Gefrierschrank —80°C

Heizblock

Inkubator

Kiihl-Gefrierkombination

Biometra GmbH, Géttingen
Scotsman Ice Systems,

Vernon Hills, [linois

Consort bab, Turnhout, Belgien
Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Telstar Lifesciences, Woerden,
Niederlande

Eppendorf Vertrieb DE GmbH,
Wesseling-Berzdorf

Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold

Bosch GmbH, Miinchen
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AF 100

Power Supply EV 265

Spectrafluor plus

Axio Imager.M1

Igloo VIP Insulation
570L

ThermoMixer 5436

Hera cell 1501



Labormikroskop

Lichtmikroskop

Magnetriithrer

Magnetriithrer

Magnetriihrer

Magnetriihrer

Microplate Reader

Mikrozentrifuge

Multimeter

pH-Meter

Potentiostat /Galvanostat

Rasterelektronenmikroskop

Reinstwasseranlage
Reinstwasseranlage
Rollenmischer
Sandstrahlgerit
Stereomikroskop
Sterilbank
Sterilbank

Stickstoffbehalter

Thermocycler

Leica Microsystems Wetzlar GmbH,
Wetzlar

Leica Microsystems Wetzlar GmbH,
Wetzlar

IKA-Werke GmbH & Co.KG,
Staufen

IKA-Werke GmbH & Co.KG,
Staufen

IKA-Werke GmbH & Co.KG,
Staufen

IKA-Werke GmbH & Co.KG,
Staufen

Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim

VWR International GmbH,
Darmstadt

Tektronix GmbH Keithley Instru-
ments, Germering

WTW GmbH, Weilheim

Bank Elektronik Intelligent Con-
trols GmbH, Pohlheim

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Sartorius Lab Instruments

GmbH & Co.KG, Gottingen

USF Pure Lap GmbH,
Ramsbach-Baumbach

Karl Hecht GmbH & Co.KG,
Sondheim /Rhon

Renfert Gmbll, Hilzingen

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Heraeus GmbH & Co.KG, Hanau
Integra Biosciences GmbH,
Fernwald

Air Liquide Kryotechnik GmbH,
Diisseldorf

Thermo Hybaid GmbH, Garching
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DMIL

Leitz DMRD

C-MAG HS 7

Combimag-RCO

Combimag-RCT

Combimag-RET

Infinite M200

MiniStar silverline

2700E

inoLab Multi pH

Level 1

Crossbeam 340
arium pro VETOC

RM5, Assistent 348

Basic quattro No. 2954
SteREO Discovery. V20
Lamin Air HB 2472
Nuaire Labgard

PCR Express



Thermostat

Tischzentrifuge

Ultraschallbad

Vortexer

Wasserbad

Zellzéhler
Zentrifuge

Zentrifuge

3.2 Materialien

Thermo Haake GmbH, Karlsruhe
Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen

Elektronik GmbH & Co.KG,
Berlin

Heidolph GmbH & Co. KG,
Kehlheim

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach

Roche GmbH, Mannheim
Thermo Electron LED GmbH,
Osterode am Harz

Thermo Electron LED GmbH,

Osterode am Harz

C 10
EBA 20

Bandelin Sonorex

Casy 1, Schirfe System
Heraeus Multifuge X3

Megastar 1.6R

Die verwendeten Chemikalien und Losungen wurden in Analysequalitit bezogen.

Tabelle 3.2: Materialien zur Plidttchenbeschichtung.

Material

Hersteller

Aceton

Ammoniumdihydrogenphosphat
((NH4)H2POy)

Extran MAQ05

Korox Strahlsand 50 (Al2O3)

Magnesiumoxid (MgO)
Salpetersiaure 65 % (HNOs3)
Strontiumnitrat (Sr(NOs)2)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

BEGO Bremer Goldschligerei Wilh. Herbst
GmbH & Co.KG, Bremen

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Tabelle 3.3: Medien, Losungen und Chemikalien fiir die Zellkultur.

Material Hersteller

Accutase PAA Laboratories GmbH, Célbe
Agarose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Albumin, bovine (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Borsdure Merck KGaA, Darmstadt

Chloroform (CHClj3)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
(NagHPO4 x 12 H50)

Dulbeccos Modified Eagles Medium
30-2002 (DMEM)

Dulbeccos Modified Eagle Medium,
high glucose, GlutaMAX Supplement,
pyruvate

Ethylenediaminetetraacetic acid tetraso-
dium salt dihydrate (EDTA-Nay-Salz)
Ethanol 99 %

Fetal Bovine Serum (FBS)
Glutardialdehyd-Losung 25 %
Hamatoxylinlésung GILL Nr.3

Hepes Buffer Solution (1M)
Hexamethyldisilazan (HMDS)

Hoechst 33342

Isopropanol (2-Propanol)

Isoton

Kaliumchlorid (KC1)
Kaliumdihydrogenphosphat (KHsPOy)
Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid 20 % (NaOH)
Natriumtartrat dibasisch Dihydrat
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin-Glutamin
(100X)

VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

ATCC, Manassas, Virginia

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Walter CMP GmbH & Co. KG, Kiel
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Life Technologies GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn
Life Technologies GmblH, Darmstadt
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Phalloidin-Tetramethylrhodamine B
isothiocyanate

peqGOLD 100bp DNA Ladder
peqGOLD TriFast

pegGREEN

p-Nitrophenol
p-Nitrophenylphosphat
RANKL/TRANCE

Triton X-100

TRIS (Trizma base), Primary Standard
and Buffer

Trypan blue solution (0,4 %)
WST-1 Cell Proliferation Reagent

Tabelle 3.4: Alle fiir diese Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma biomers.net

GmbH, Ulm bezogen.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
R&D Systems, Minneapolis, Minnesota
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics Gmbll, Mannheim

Primer Sequenz Tyt

GAPDH for 5’-caa ggt cat cca tga caa ctt tg-3’ 58°C
GAPDH rev 5’-gtc cac cac cct gtt get gta g-3’ 58°C
CATK for 5’-gat act gga cac cca ctg gga-3’ 53°C
CATK rev 5’-cat tct cag aca cac aat cca c-3’ 53°C
CTR2 for 5’-gca atg ctt tca cte ctg afa aac-3’ 57°C
CTR2 rev 5’-cag taa aca cag cca cga caa tga g-3’ 57°C

T4 = Annealing-Temperatur.
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Tabelle 3.5: Verwendete Kits.

Kit

‘ Hersteller

Leukocyte acid phosphatase (TRAP)
Kit 387A

peqGOLD ¢DNA Synthesis Kit H Plus
peqGOLD Micro Spin Total RNA Kit
KAPA2G Fast Ready Mix with Dye

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Tabelle 3.6: Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialen in der Zellkultur.

Gegenstand

Hersteller/Vertrieb

Casy cups

Combitips 1/2,5/5ml
Handschuhe, puderfrei
Multipette plus
Multiwellplatten 24/96 Wells

Pasteurpipetten (Glas)

PCR Soft Tubes 0,2ml
Pipetten Pipetman Classic
Pipetten Reference
Pipettenspitzen 20/200/1000 pl
Pipettierhilfe acu-jet pro
Polypropylen Réhrchen Cellstar
15/50 ml

Reagiergefift Safe Seal 1,5/2,0ml
Serologische Pipette Cellstar
2/5/10/20 ml

Spritze 10 ml

Spritzenfilter Filtropur S 0,2 um
Wigeschalen aus PS
Zellkulturflasche 75 cm?
Zellschaber

Roche GmbH, Mannheim
Eppendorf AG, Hamburg
Meditrade GmbH, Kiefersfelden
Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fischer Scientific Nunc A /S,
Roskilde, Danemark

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Gilson Inc., Middleton, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht
Brand GmbH, Wertheim

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht
A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg
Corning Inc.,Corning, USA

SPL Life Sciences,Pocheon, Korea
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3.3 Herstellung strontiumdotierter Struvitschichten

3.3.1 Vorbereitung der Titanplattchen

Die als Beschichtungsgrundlage fiir die Untersuchungen genutzten Titanplittchen
(commercially pure-Titan, Grad 2) wurden von der Feinmechanikwerkstatt der FMZ
Wiirzburg mit einem Durchmesser von 15,5 mm und einer Dicke von 1 mm angefer-
tigt. Vor der Beschichtung der Plidttchen war eine Probenvorbereitung notig, die
sich aus einer ersten Reinigung, dem anschliefenden Sandstrahlen und einer zwei-
ten Reinigung zusammensetzte. Fiir den ersten Reinigungszyklus wurden die Ti-
tanplattchen in einem Becherglas iiberlappungsfrei ausgelegt und in vier Schritten
mit Aceton, Extran 5%, Reinstwasser und erneuertem Reinstwasser fiir jeweils 10
Minuten im Ultraschallbad gereinigt. Ziel dieser Behandlung war es, auf den Her-
stellungsprozesses zuriickzufiihrende Verunreinigungen zu entfernen. Das darauf fol-
gende Sandstrahlen erfolgte unter Verwendung von Aluminiumoxid-Strahlsand mit
einer Korngréfse von 50 um. Um die Oberfliche aufzurauen und damit die Anhaftung
der Beschichtung zu verbessern, wurden die Plidttchen gleichméfig fiir 10 Sekunden
mit einem Arbeitsabstand von 2cm behandelt. Zur Beseitigung von Riickstdnden
des Sandstrahlens wurden die Titanplédttchen in drei Arbeitsschritten mit Extran

5% sowie zweimal Reinstwasser fiir je 10 Minuten im Ultraschallbad gereinigt.

3.3.2 Elektrochemische Abscheidung auf Titan

Die Beschichtung der so vorbereiteten Titanpldttchen mit strontiumdotiertem Stru-
vit erfolgte mittels elektrochemischer kathodischer Abscheidung, welcher eine Po-
tenzialdifferenz innerhalb eines Elektrolyten zugrunde liegt. Die im Elektrolyten
gelosten Tonen fungieren als Ladungstriager, wodurch sich ein Stromfluss zwischen
Anode und Kathode ausbildet. Dabei kommt es an der Anode zur Oxidation, an der

Kathode zur Reduktion von Wasser gemif den nachfolgenden Gleichungen |7
Anode : 2H;0 — Oq(gas) + 4H" + 4e™

Kathode : 2H50 4 2e~ — Ha(gas) + 20H™

Durch die Entstehung von Hydroxidionen an der Kathode kommt es zur Hydro-
xylierung der Titanoberfliche. Dies ermdglicht die Interaktion mit im Elektrolyten

enthaltenen positiv geladenen Ionen, was initial zur Bildung heterogener Nukleatio-
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nen fiihrt. Die anschliefsende Entstehung homogener Nukleationen beruht ebenfalls
auf der Zunahme an Hydroxidionen in Kathodennéhe, wodurch es dort zu einer lo-
kalen pH-Wert-Erh6hung kommt. Die hierdurch herabgesetzte Loslichkeit der Ionen
begiinstigt somit ihre Abscheidung auf Titan |5, 74, 75]. Der fiir die Struvitbeschich-
tung benotigte Basiselektrolyt setzte sich bei einem Volumen von einem Liter aus

den folgenden Komponenten zusammen [76]:

3,8334g  Diammoniumhydrogenphosphat
6,6 ml Salpetersdure
2,0150g  Magnesiumozid

1000 ml Reinstwasser

| Kathode

—
/\/ elektrochemische Zelle
NS

——Potentiostat
Anode ] -t ] 4] s

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung zur elektrochemischen Be-
schichtung von Titanplittchen. In die elektrolytgefiillte doppelwandige Zelle
wurde die Kathode mit vier daran befestigten Titanplittchen eingebracht. Als
Anode diente ein engmaschiges, zylindrisches Platinnetz, das sich — wie auch
die Kathode — frei hiingend im Elektrolyten befand. Uber einen Potentiostaten
wurde eine konstante Spannung von 100 mV angelegt. Abbildung nach [7].

Die Elektrolytlosung wurde in eine doppelwandige elektrochemische Zelle gefiillt
und durch einen Thermostaten konstant auf 30°C gehalten. Als Anode diente ein
engmaschiges Platinnetz, das die Polymethylmethacrylat-ummantelte Titankathode
im Abstand von etwa 3 cm ringformig umgibt.? An der Kathode (Arbeitselektrode)

2Anode und Kathode wurden von der Feinmechanikwerkstatt der FMZ Wiirzburg angefertigt.
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wurden vier Titanpldttchen angeschraubt. Anode und Kathode wurden wie in Ab-
bildung 3.1 gezeigt in die Elektrolytlosung eingebracht. Fiir die Abscheidung der
gelosten Tonen auf den Titanplattchen wurde eine konstante Spannung von 100 mV
unter Verwendung eines Potentiostaten angelegt. Bei gepulstem Strom der Starke
40 mA und einer Beschichtungszeit von 15 Minuten wurde eine gleichmakig diin-
ne Struvitschicht auf den Titanpliattchen abgeschieden. Die Modulation des Stroms
bestand aus einer Sequenz von 5000 ms konstantem Stromfluss, gefolgt von einer Un-
terbrechung von 1000 ms. Eine ebensolche Schicht konnte alternativ bei ungepulstem
Stromfluss von 50 mA bei 15 Minuten Beschichtungszeit hergestellt werden. Zur Do-
tierung der Struvitschicht mit Strontium wurde dem Elektrolyten Strontiumnitrat
(Sr(NOs3)2) zugesetzt. Tabelle 3.7 zeigt die verwendeten Strontiumkonzentrationen
mit dazugehorigen Beschichtungsparametern |76, 77].

Tabelle 3.7: Ubersicht {iber die mittels Massenspektrometrie bestimmten Strontiummen-
gen pro Plittchen sowie die dazugehorigen Parameter des Beschichtungspro-
zesses |76, 77]. Dabei wurden die Menge an Strontiumnitrat im Elektrolyten,
Stromstéirke und Beschichtungsdauer variiert. Zur Benennung der untersuch-
ten Schichten wird im Folgenden die aufgefiihrte Bezeichnung verwendet.

Bezeichnung Sr-Menge/Plittchen Sr(NO3)s Stromstérke Dauer
[ng] /1] [mA] [min]
Sr6 5,57 + 0,53 0,02706 50, ungepulst 15
Srdb 452 £ 2.9 0,2706 50, ungepulst 15
Sr186 186 + 34 2,706 50, ungepulst 15
Sr212 212 + 91 2,706 75, gepulst 15
Sr290 290 + 49 2,706 60, gepulst 25
Sr371 371 + 47 5,412 40, gepulst 20
Sr487 487 £ 52 5,412 75, gepulst 15

Nach Beendigung des Beschichtungsprozesses wurden die Plattchen ziigig aus dem
Elektrolyten entnommen und vorsichtig mit Reinstwasser gespiilt, da sich ohne
Stromfluss im Elektrolyten rasch ein saurer pH-Wert einstellt, der die Ablosung

der Schichten begiinstigt.

29



3.4 Kultivierung von RAW 264.7 und MG-63 Zellen

Bei den verwendeten monozytiren RAW 264.7 Zellen handelt es sich um eine muri-
ne Monozytenzellinie, die von ATCC bezogen wurde. Die gefroren gelieferten Zellen
wurden langerfristig in fliilssigem Stickstoff bei 196 °C aufbewahrt. Zum Auftauen
der Zellen wurde ein Kryorohrchen aus dem Stickstoffbehilter entnommen und bei
37°C ziigig im Wasserbad erwirmt. Zunéchst erfolgte die Zugabe von 9,0 ml DMEM

Kulturmedium, das sich aus folgenden Komponenten zusammensetzt:

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM)
Fetal bovine serum (FBS) 10%
Penicillin-Streptomycin 1%

Im Anschluss wurden die Zellen bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten bei 1000 U/min
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das gewonnene Zellpellet in 1,0 m] Kul-
turmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde zusammen mit 20 ml DMEM
in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt und bei 37°C inkubiert. Ein Wechsel des Kul-
turmediums wurde in regelméfigen Abstdnden von 2—4 Tagen durchgefiihrt, um
konstantes Zellwachstum und Zellaktivitat in Kultur zu gewdhrleisten. Zur Subkulti-
vierung der Zellen wurde nach Absaugen des Kulturmediums 10 ml frisches Medium
zugegeben und mithilfe eines Zellschabers die adhidrenten RAW-Zellen abgelost. Je
nach bendtigter Zellmenge wurde 0,5-2 ml Zellsuspension mit 20 ml frischem Medi-
um in neue Kulturflaschen iiberfiihrt. Die Zellen wurden nur bis zu einer maximalen
Passage von 20 verwendet. Um die Differenzierung zu Osteoklasten zu induzieren
wurde zum Kulturmedium 50 ng/ml receptor activator of nuclear factor-kappaB li-
gand-Losung (RANKL-Losung) zugegeben. Diese wurde aus dem von R&D Systems
bezogenen RANKL, bovinem Albumin und phosphatgepufferter Salzlosung (PBS-

Puffer), welche sich wie folgt zusammensetzt, hergestellt.

8,0g Natriumchlorid

0,2g Kaliumhydrogenphosphat
2,8¢g Dinatriumhydrogenphosphat
02g Kaliumchlorid

1000 ml  Reinstwasser

Zum Einfrieren von RAW 264.7 Zellen wurden diese zuerst abgelost und mit DMEM
versetzt fiir 5 Minuten bei 1000 U/min und 4-6°C zentrifugiert. Das dabei gewonne-
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ne Pellet wurde mit Kulturmedium resuspendiert und in Dimethylsulfoxid und FBS
auf Eis aufgenommen. Im Anschluss wurden die Zellen in einem Kryordhrchen fiir
24-72 Stunden auf -80°C abgekiihlt, bevor sie zur Lagerung in fliissigen Stickstoff

tiberfithrt wurden.

Die osteoblastére Zelllinie MG-63 wurde ebenfalls von ATCC bezogen. Dabei han-
delt es sich um humane Osteosarkomzellen mit fibroblastendhnlicher Morphologie.
Auftauen und Einfrieren von MG-63 Zellen erfolgte geméf des fiir RAW 264.7 Zellen
beschriebenen Vorgehens. Das verwendete Kulturmedium wurde hierbei aus folgen-

den Komponenten hergestellt:

DMEM (high glucose, GlutaMAX Supplement, pyruvate)
FBS 10%

Hepes-Buffer 1%

Penicillin-Streptomycin 1%

Ebenso wurden die Zellen bei 37°C inkubiert und das Kulturmedium im Abstand
von 2-3 Tagen erneuert. Um MG-63 Zellen zu subkultivieren wurden die Zellen
nach Abnahme des Mediums zweimal vorsichtig mit PBS-Puffer gespiilt und zum
Ablésen mit 1 ml Accutase fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch anschlieffendes
Beklopfen der Kulturflasche wurden die adhérierenden Zellen gelost und vereinzelt
und mit 1 ml DMEM die Wirkung der Accutase gestoppt. In eine neue Kulturflasche
mit 20 ml DMEM wurden 0,2-0,5 ul der Zellsuspension iiberfiihrt.

3.5 Zellbiologische Untersuchung von Osteoklasten

3.5.1 Versuchsansatz von RAW 264.7 Zellen

Fiir die Untersuchungen zur Osteoklastendifferenzierung unter dem Einfluss von
Strontium wurden RAW 264.7 Zellen auf die beschichteten Titanplattchen ausgesit,
die zuvor fiir 60 Minuten in 70%igem Ethanol desinfiziert und anschliefend luftge-
trocknet wurden. Es wurden von jeder Oberflichenspezifikation drei Parallelanséitze
angelegt. Dazu wurde das Medium einer konfluent bewachsenen Kulturflasche ab-
gesaugt und die Zellen mittels Zellschaber in 10 ml frischem Medium abgeldst. Die
zur Aussaat angestrebte Zellzahl von 4 - 10* Zellen pro ml Kulturmedium wurde

mittels eines Casy 1 Zellzdhlers ermittelt, wozu 0,1 ml der bereiteten Zellsuspension
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mit 10 ml Isoton versetzt wurden. Bei der Messung wird die Zellsuspension in Isoton
iiber eine elektrolytgefiillte Kapillare unter geringer Spannung gleichméfig eingeso-
gen. Wahrend ihrer Passage durch die Kapillare ersetzen die Zellen in Abhéngigkeit
ihrer Grofke unterschiedliche Mengen Elektrolytlosung. Da intakte Zellen als Isolato-
ren betrachtet werden, kommt es dadurch zu einer Zunahme des Widerstands. Somit
konnen Zellgrofe und Zahl intakter Zellen in die Auswertung einbezogen werden, wo-
zu aus zwei Messungen automatisch ein Mittelwert generiert wird [78|. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h bei 37°C erfolgte die Zugabe von 50ng RANKL pro ml
DMEM, um die Differenzierung zu Osteoklasten zu induzieren. Die Versuchsreihen
erstreckten sich jeweils iiber die Dauer von zwei Wochen, wobei das Kulturmedium
alle 2-4 Tage erneuert wurde. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu {iber-
priifen, wurden die in diesem Kapitel beschriebenen Versuche mit Ausnahme von
PCR und Rasterelektronenmikroskopie (REM) jeweils in zwei zeitlich voneinander

getrennten Versuchsansitzen durchgefiihrt.

3.5.2 Bestimmung von Zellzahl und Zellaktivitat

Um die Aktivitit der Zellen bei Kultivierung auf strontiumdotierter Struvitbeschich-
tung zu ermitteln, wurden WST-1 Tests durchgefithrt. WST-1 Reagenz ist ein che-
misch stabiles Tetrazoliumsalz von hellroter Farbe, das zum gelblichen Formazan
reduziert wird. Die Reduktion erfolgt grofstenteils an der Zelloberfliche durch Ni-
cotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Dehydrogenase (NADH) beziehungsweise Nico-
tinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Dehydrogenase (NADPH) sowie durch
das mitochondriale Enzym Succinat-Dehydrogenase und ist folglich nur in viablen
Zellen moglich. Somit kann der photometrisch detektierbare Farbumschlag als Mafs

fiir die allgemeine zelluldre Aktivitdt betrachtet werden [79].

Die zu untersuchenden Proben wurden jeweils an den Messtagen 3, 6, 10 und 13 mit
einer Mischung aus WST-1 Reagenz und DMEM im Verhéltnis 1:10 bedeckt und
fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Als Blindwert wurde zusétzlich reine Mischlo-
sung inkubiert. Um die Umsetzung von WST-1 zu stoppen wurden die Uberstinde
abgenommen und in eine frische 24-Wellplatte iiberfiihrt. Die Substratoberflichen
wurden mit PBS bedeckt, um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden. Daraufthin
wurde aus jedem Well 2 x 200 ul des Uberstandes entnommen und in je ein Well einer
96-Wellplatte transferiert. Die photometrische Absorptionsmessung erfolgte bei einer

Wellenlénge von 450 nm, die Referenzwellenldinge betrug 620 nm. Anschliefend wur-
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de die Zellzahl anhand derselben Proben bestimmt. Dazu wurden die Proben nach
Abziehen von PBS noch zweimalig mit PBS gewaschen. Um die Zellen abzul6sen
wurde jede Probe mit 500 ul Accutase + Ethylendiamintetraacetat (EDTA) versetzt
und 40 Minuten inkubiert. Zum Stoppen der Accutasetitigkeit wurden anschliefend
jeweils 500 ul DMEM zugegeben. Durch 20-maliges Auf- und Abpipettieren wurden
die Zellen zusdtzlich mechanisch gelost und vermischt. Die maschinelle Zellzdhlung
erfolgte mittels eines Casy I Zellzdhlers, wozu 0,1 ml der bereiteten Zellsuspension
mit 10 ml Isoton versetzt wurden. Um eine eventuelle Verfilschung der maschinel-
len Messergebnisse durch abgeloste Beschichtungspartikel festzustellen, wurde in re-
gelméfkigen Abstdnden stichprobenartig die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer
iiberpriift. Hierzu wurden 20 pl der geldsten Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau
in ein Eppendorfgefaf iiberfiihrt. Anschliefend wurden 25 ul dieser Mischung in die
zuvor mit Wasser und Ethanol gereinigte Zahlkammer pipettiert. Die Auszdhlung
erfolgte mikroskopisch anhand von vier Grofsquadraten. Fiir die statistische Aus-
wertung der einzelnen Messreihen wurden fiir jede Probe an drei Pliattchen Zellzahl
und Zellaktivitdt bestimmt. Daraus wurden mittels Microsoft excel jeweils Mittel-
wert und Standardabweichung berechnet und auf den Wert fiir Titan am ersten
Messtag normiert. Es erfolgte eine einfaktorielle Varianzanalyse mit anschliefendem
Tukey-Test mithilfe der Software inerSTAT-a v.1.3 von Mario H. Vargas.

3.5.3 Aktivitiat der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase

Zur Beurteilung der Osteoklastendifferenzierung erfolgte die Ermittlung der Akti-
vitit intrazelluldrer Tartrat-resistenter saurer Phosphatase (TRAP). Die photome-
trische Messung beruht hierbei auf der TRAP-vermittelten Hydrolyse von para-
Nitrophenylphosphat (pNPP) zu para-Nitrophenol (pNP), sodass die dabei entste-
hende Farbénderung als Absorption bei A=405nm detektiert werden kann [80].

Vor Beginn der Versuchsdurchfiihrung wurden nachfolgend aufgefiihrte Losungen

jeweils neu angesetzt:
Acetat-Tartrat-Puffer:

100mM  Nailriumacetat
50 mM Natriumtartrat
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Lysepuffer:
10 ml PBS-Puffer

0,1ml Triton X-100
Substratpuffer:

10ml Acetat-Tartrat- Puffer

7,6 mM  p-Nitrophenylphosphat
Stopp-Lésung:

100ml  Reinstwasser

3M NaOH

Die Proben wurden an den Messtagen 4, 7, 11 und 14 nach Abziehen des Kul-
turmediums griindlich mit PBS gewaschen. Zur Zell-Lyse wurden die Proben mit
300 ul Lysepuffer pro Well bedeckt und eine Stunde auf Eis inkubiert. 50 ul dieses
Lysats wurden zusammen mit 150 pul Substratpuffer in eine 96-Wellplatte iiberfiihrt
und fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 50 pl
Stopp-Lésung zugegeben. Zur Absorptionsmessung bei 405 nm und einer Referenz-
wellenldnge von 620 nm wurde eine Kalibrierkurve aus 10-200 uM pNP-Loésung in
Acetat-Tartrat-Puffer erstellt. Die statistische Auswertung erfolgte iber Mittelwerte

und Standardabweichungen analog zum unter 3.5.2 beschriebenen Vorgehen.

3.5.4 Farbung Tartrat-resistenter saurer Phosphatase

Der lichtmikroskopische Nachweis differenzierter Osteoklasten auf den zu untersu-
chenden Proben erfolgte iiber Anfirbung des Enzyms TRAP innerhalb der Zellen.
Das Férbeprinzip beruht dabei auf der Hydrolyse von Naphthol AS-BI Phosphorsiu-
re-Losung durch TRAP und der anschliefenden Verbindung mit Fast Garnet GBC,

wodurch unldsliche, violette bis dunkelrote Granula entstehen [81].

Die Osteoklasten auf den verschiedenen Proben wurden jeweils nach 4, 7, 11 und 14
Tagen in Kultur angefirbt, wozu das Kit 387A von Sigma Aldrich verwendet wurde.
Die Fixierlosung, die sich wie folgt zusammensetzt, wurde dabei fiir die Dauer der

Versuche bei 4°C gelagert.

25 ml Citratlosung
65ml  Aceton
8ml Formaldehyd 37 %

34



Die Farbelosung wurde hingegen geméif nachstehender Vorschrift vor jedem Ge-

brauch frisch angesetzt und auf 37°C vortemperiert.

33 ul Fast Garnet GBC Standardlosung

33 ul Natriumnaitrit-Losung

3ml Reinstwasser 37°C

33 ul Naphthol AS-BI Phosphorsdure-Lisung
133ul  Acetatlosung

66 ul Tartratlosung

Die Zellen wurden fiir 30 Sekunden mit Fixierlésung bedeckt und im Anschluss eine
Stunde mit Farbelosung bei 37 °C inkubiert. Durch den Zusatz von Tartratlosung zur
Farbelosung konnte sichergestellt werden, dass nur Zellen, die das Enzym Tartrat-
resistente saure Phosphatase aufweisen, angefirbt wurden. Anschliefend wurden die
Zellen griindlich in Reinstwasser gewaschen und 2 Minuten in Hamatoxylinlosung
GILL Nr. 3 gegengetérbt, sodass sich die Zellkerne durch Spiilen mit alkalischem Lei-
tungswasser blau farbten. Vor der mikroskopischen Betrachtung wurden die Proben
30 Minuten luftgetrocknet.

3.5.5 Aktindarstellung mittels Immunfluoreszenz

Eine weitere Moglichkeit zum lichtmikroskopischen Nachweis differenzierter Osteo-
klasten ist die Darstellung des Aktin-Zytoskeletts. Da es sich bei Aktin um einen
iiblichen Bestandteil des zelluldren Zytoskeletts handelt, ist der alleinige Nachweis
kein spezifisches Kriterium fiir Osteoklasten. Das Vorhandensein ringformiger Akt-
instrukturen stellt jedoch das morphologische Korrelat fiir die Ausbildung der Ver-
siegelungszone und einer beginnenden Osteoklastentétigkeit dar. Aktin wurde iiber
Phalloidin markiert, dem Gift aus Amanita phalloides, da sich dieses spezifisch in
F-Aktinstrange einlagert. Durch Kopplung von Phalloidin an einen Fluoreszenzfarb-
stoff lasst sich Aktin fluoreszenzmikroskopisch nachweisen. Zur zusétzlichen Darstel-
lung von Zellkernen wurde Hoechst 33342 eingesetzt, das an doppelstringige DNA

bindet und blau fluoresziert.
Phalloidinfdrbungen wurden ebenfalls an Tag 4, 7, 11 und 14 nach Zellaussaat durch-

gefithrt. Nach zweimaligem Waschen der Proben mit PBS-Puffer fiir je 2 Minuten

wurden diese zur Fixierung 5 Minuten in 2%igem Paraformaldehyd in PBS auf Eis
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gestellt. Nach zwei weiteren Waschschritten zu je 2 Minuten wurden die Proben 5
Minuten mit 0,2%igem Triton X-100 in PBS versetzt und nach erneut zwei Wasch-
zyklen in eine feuchte Kammer gelegt. Darin erfolgte unter Bedeckung mit 200 ul
1%igem Phalloidin in PBS pro Well fiir 30 Minuten die lichtgeschiitzte Inkubation.
Im Anschluss wurden die Proben fiir 7 Minuten mit 5 Tropfen Hoechst pro Well ge-
gengefirbt, wobei zuvor und danach je zweimal fiir 2 Minuten mit PBS gewaschen
wurde. Die Entwésserung erfolgte 1 Minute in 96%igem Ethanol, sodass die Proben

nach 30-miniitigem, lichtgeschiitztem Trocknen mikroskopiert werden konnten.

3.5.6 Rasterelektronenmikroskopie

Die Probenvorbereitung fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen bestand aus
zweimaligem Waschen der Proben in PBS-Puffer und anschliekender Fixierung mit-
tels 60%igem Glutaraldeyd fiir 15 Minuten auf Eis. Fiir die Entwésserung der Pré-
parate wurden die Proben jeweils zweimal fiir je 10 Minuten mit PBS (auf Eis),
70%igem, 90%igem und 100%igem Ethanol (jeweils bei Raumtemperatur) sowie
zweimal fiir 15 Minuten mit Hexamethyldisilazan iiberschichtet. Die damit fixierten
Zellen wurden 30 Minuten luftgetrocknet und konnten im Anschluss ohne weite-
re Behandlung mikroskopiert werden. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnah-
men wurden in einem Zeiss Crossbeam 340 bei einer Spannung von 1,0 kV mit 200-

bis 2000-facher Vergroferung angefertigt.

3.5.7 PCR zum Nachweis osteoklastiarer Gene

Ein weiterer Nachweis der Osteoklastendifferenzierung erfolgte durch Bestimmung
der Aktivitdt spezifischer Gene im zeitlichen Verlauf. Nachgewiesen wurden dabei
Kathepsin K (CATK) und Calcitoninrezeptor 2 (CTR2), welche als Marker fiir ei-
ne erfolgreiche Osteoklastenentwicklung angesehen werden [82]. Als Positivkontrolle
diente das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), ein
Enzym der Glykolyse.

Der erste Schritt des angewandten Nachweisverfahrens bestand in der RNA-Ex-
traktion aus der zu untersuchenden Probe. Diese erfolgte gemaf der Vorschrift des
verwendeten peqGOLD TriFast®, wobei pro Well 0,5 ml TriFast eingesetzt wurden.
Die hierbei erhaltene, in 1%igem Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser geloste RNA

3peqGOLD TriFast v0314 D.
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wurde im Anschluss aufgereinigt, um DNA-Reste und Beschichtungspartikel zu ent-
fernen. Dazu wurde das peqGOLD Micro Spin Total RNA Kit verwendet.* Jeder
Probe wurden 100 ul DEPC-Wasser, 350 ul RNA Lysis Buffer T und 250 pl 99%iger
Ethanol zugegeben und griindlich vermischt. In einer RNA-Sidule wurde die Probe
kurz zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und im Anschluss drei Waschschritte
sowie Trocknung nach Anweisung im Kit durchgefiihrt. Die abschliefende Elution
erfolgte mit 14 ul DEPC-Wasser. Die gewonnene RNA wurde daraufthin mittels re-
verser Transkriptase in ¢cDNA umgeschrieben, um diese in der PCR einzusetzen.
Die Durchfiihrung der cDNA-Synthese orientierte sich am Protokoll des verwende-
ten Kits,® wobei 1 ug RNA pro Probe und oligo (dT)g-Primer eingesetzt wurden.
Anhand einer photometrischen Bestimmung der DNA-Konzentration wurde durch
Verdiinnung mit DEPC-Wasser eine DNA-Konzentration von 250 ng/ul eingestellt.
Fiir die PCR wurden in einem PCR-Tube fiir jede Probe 24 ul des nachfolgend
aufgefithrten Mastermixes vorgelegt. Diesem wurde 1 ul des aus der cDNA gewon-
nenen DNA-Templates mit einer DNA-Konzentration von 250 ng/ul beigefiigt. Die
nachfolgend angegebenen Mengen des Mastermix beziehen sich dabei auf eine Probe.

12,5ul  2x KAPA2G Fast Ready Miz with Dye
2,5ul  Forward Primer 10 uM

2,5ul  Reverse Primer 10 uM
95w DEPC-Wasser

Nach kurzer Zentrifugation wurde die DNA im Thermocycler nach Tabelle 3.8 am-
plifiziert. Dabei betrug die Zahl der Zyklen fiir GAPDH und CATK 25, fiir CTR2
35. Zudem war die Annealing-Temperatur primerabhéingig mit 58 °C fiir GAPDH,
53°C fiir CATK sowie 57°C fiir CTR2.

Tabelle 3.8: Parameter der DNA-Amplifikation im Thermocycler.

Schritt Temperatur Dauer ‘ Zyklen
Initiales Denaturieren 95°C 3 Min. 1
Denaturieren 95°C 15 Sek.

Annealing primerabhingig 15 Sek. 25/35
Elongation 72°C 10 Sek.

Finale Elongation 72°C 3 Min. 1

4peqGOLD Micro Spin Total RNA Kit, Arbeitsanleitung v0314 D, Protokoll C.
5peqGOLD cDNA Synthesis Kit H Plus, Instruction Manual v0314 E, RT-PCR Protokoll.
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Zur Visualisierung des amplifizierten Genabschnittes wurde eine Agarose-Gelelektro-
phorese durchgefiihrt. Dazu wurde in einem ersten Schritt TRIS-Borat-EDTA (TBE)-
Puffer wie folgt hergestellt:

10,8¢ Tris(hydrozymethyl)aminomethan (TRIS)
0,83¢g EDTA-Nay-Salz
5,08 Borsdaure

1000 ml Reinstwasser

Aus TBE-Puffer und Agarose wurde anschliefend ein 2%iges Gel gegossen, dem peq-
GREEN als DNA-Farbstoff zugefiigt wurde. Nach 30-miniitiger Aushartung wurde
das Gel in eine Elektophoresekammer eingelegt. In die Taschen wurden jeweils 10 ul
des PCR-Produkts pipettiert, als Marker diente eine 100 bp DNA-Ladder. Bei ei-
ner Spannung von 170V und einer Laufzeit von 45-60 Minuten trennten sich die
Banden auf und konnten mittels UV-Licht visualisiert werden. Eine Grauwertanaly-
se der Banden ermoglichte die quantitative Erfassung der Genexpression, wozu die

ermittelten Grauwerte auf die entsprechenden Werte fiir GAPDH normiert wurden.5

3.6 Zellbiologische Untersuchung von Osteoblasten

3.6.1 Versuchsansatz von MG-63 Zellen

Zur Aussaat von MG-63 Zellen auf desinfizierte, beschichtete Titanplattchen wurde
das Medium einer konfluent bewachsenen Kulturflasche abgezogen, zweimal mit PBS
gespiilt und mit 1 ml Accutase fiir 5 Minuten inkubiert. Die dabei abgelosten Zellen
wurden mit 10 ml DMEM versetzt und die Zellzahl der Suspension mittels Casy 1
Zellzihler bestimmt. Zur Aussaat wurde eine Konzentration von 2 - 1074 Zellen pro
ml Kulturmedium eingestellt. Die Versuchsansitze mit Osteoblasten waren iiber
10 Tage angelegt, wobei im Abstand von 2-3 Tagen das Kulturmedium erneuert
wurde. Pro Beschichtungsspezifikation wurden drei Parallelansitze untersucht. Zur
Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden auch diese Versuche in zwei zeitlich

getrennten Ansétzen durchgefiihrt.

6Verwendete Software: GelAnalyzer, vs. 2010a, I. Lazar.
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3.6.2 Zellzahl und zellulare Aktivitat

Da die Enzyme NADH, NADPH und Succinat-Dehydrogenase neben osteoklastéren
auch von osteoblastéren Zellen exprimiert werden, eignet sich WST-1 Reagenz auch
zur Ermittlung der zellularen Aktivitat von MG-63 Zellen.

Die Zellaktivitat wurde an den Tagen 3, 5, 7 und 10 bestimmt, wobei die Durchfiih-
rung dem bereits beschriebenen Vorgehen unter 3.5.2 entspricht. Auch die Ermitt-
lung der Zellzahl erfolgte analog zum Vorgehen mit RAW 264.7 Zellen, Unterschiede
bestanden lediglich in der Verwendung von Accutase ohne EDTA-Zusatz und einer
verkiirzten Inkubationszeit von 10 Minuten. Zur statistischen Auswertung wurde

ebenfalls wie in Abschnitt 3.5.2 beschrieben vorgegangen.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Differenzierung und Aktivitat von Osteoklasten

unter dem Einfluss von Strontium

Im nachfolgenden Kapitel wird der Einfluss einer Dotierung von Struvitoberflichen
zwischen 6 pg und 487 pg Strontium pro Probe auf das Verhalten osteoklastérer
Zellen dargestellt. Dabei wurde die Differenzierung von RAW 264.7 Zellen zu Osteo-
klasten mittels zytochemischer Farbung der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase
(TRAP), fluoreszenzmikroskopischer Darstellung von Aktin, rasterelektronenmikro-
skopischen Aufnahmen (REM) sowie TRAP-Aktivitdt und PCR untersucht. Die
Ergebnisse aus der Bestimmung von Zellzahl und WST-Aktivitét lieferten insbeson-

dere Informationen hinsichtlich zellularer Proliferation und Aktivitat.

4.1.1 Wirkung von Strontium auf Zellzahl und Zellaktivitat

Zur Beurteilung des Zellwachstums auf den verschiedenen strontiumdotierten Stru-
vitschichten wurden nach Zugabe von 50ng Receptor activator of nuclear factor-
kappaB ligand (RANKL) pro 1 ul Kulturmedium sowohl Zellzahl als auch zellulire
Aktivitdt ermittelt.

Proben mit 6 pug, 45 ug und 186 nug Strontium wurden initial untersucht, wobei Titan
und Struvit als Referenzoberflichen dienten. In einer ersten Messreihe, dargestellt in
den Abbildungen 4.1 (a) und (c), war auf Titan von Tag 3 auf Tag 6 ein sehr starker
Riickgang der Zellzahl um anndhernd 90 % zu beobachten. Erst im weiteren zeitli-
chen Verlauf stieg die Zahl der Zellen wieder an, blieb jedoch bis Tag 13 unterhalb
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des Ausgangsniveaus. Auf Struvit lag die Zellzahl an Tag 3 verglichen mit Titan
noch etwas niedriger, nahm aber bis Tag 6 stark zu, sodass sie mehr als das Dreifa-
che des ersten Messtages betrug. Erst an Tag 10 kam es auch auf Struvit zu einem
deutlichem Riickgang der Zellzahl um rund 70 %. Bis zum Ende des Beobachtungs-
zeitraumes stieg die Zahl wieder deutlich an, sodass diese etwa doppelt so hoch lag
als an Tag 3. Die Zellaktivitdt auf Titan nahm einen mit der Zellzahl vergleichbaren
zeitlichen Verlauf, allerdings in weniger ausgeprégter Form. Auf Struvit lag die zellu-
lare Aktivitdt an Tag 3 deutlich iiber derjenigen auf Titan, das Aktivitdtsmaximum
war an Tag 6 zu beobachten. Durch den Zusatz einer geringen Menge Strontium von
6 ug pro Probe konnten an den Messtagen beziiglich Zellzahl und -aktivitat kaum
signifikante Unterschiede zu undotiertem Struvit festgestellt werden. Im Gegensatz
dazu dhnelte der zeitliche Verlauf von Zahl und Aktivitit der Zellen fiir die bei-
den hoheren Dotierungen dem Wachstum auf Titan mit einem deutlichen Riickgang
von Tag 3 zu Tag 6. Die darauf folgende Zunahme war auf diesen Proben aber nur
schwach ausgeprigt, sodass im Mittel niedrigere Werte als an Tag 3 vorlagen. Im
direkten Vergleich zeigten die drei Strontiumkonzentrationen an Tag 6 einen nen-
nenswerten Zusammenhang: Je héher die Strontiummenge in den Beschichtungen
lag, desto weniger Zellwachstum und zelluldre Aktivitdt konnte beobachtet werden.
So betrug die Zellzahl an diesem Messtag auf Sr6 im Mittel noch 86 % des Wertes
auf reinem Struvit, auf Sr45 15 % und auf Sr186 nur noch 3 %. Auch an Tag 10 blieb
dieser Trend in schwicherer Auspragung bestehen. Am letzten Messtag betrug die
Zellzahl auf Sr45 und Sr186 bezogen auf Struvit nur etwa ein Drittel, die Zellakti-
vitdt lag bei maximal 50 %.

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurde eine unabhingige zweite Messreihe
angelegt, die in den Abbildungen 4.1 (b) und (d) dargestellt ist. Auf Titan &hnelte
der zeitliche Verlauf des Zellwachstums dem der ersten Messreihe, wobei die Zunah-
me der Zellzahl ab Tag 6 stiarker ausgepragt verlief. Auf Struvit kam es erneut zu
einem Anstieg der Zellzahl bis Tag 6, der zuvor beobachtete zwischenzeitliche Riick-
gang an Tag 10 blieb dabei allerdings aus. Die Beobachtungen zur Zellaktivitit auf
Titan und Struvit kultivierter Zellen zeigten wiederum einen weitgehend der Zell-
zahl entsprechenden Verlauf. Bei Zusatz von 186 pg Strontium fiel an Tag 3 eine sehr
hohe Zellzahl und Zellaktivitit auf, was sich im ersten Ansatz nicht gezeigt hatte.
An den weiteren Messtagen konnte jedoch — trotz relativ grofer Streuung der Mess-
werte — die bereits beschriebene Tendenz von sinkender Zellzahl und Zellaktivitét

bei steigender Strontiummenge beobachtet werden.
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Abb. 4.1: Diagramme (a) und (b) zeigen die Zellzahl von RAW 264.7 Zellen auf den Pro-
ben Sr6, Sr45 und Sr186. In der ersten Messreihe (a) wurde ab Tag 6 eine Ten-
denz von sinkenden Zellzahlen bei steigender Strontiummenge sichtbar. Auch
in der zweiten Messreihe (b) konnte dieser Zusammenhang in etwas geringerer
Auspriagung beobachtet werden. Die Zellaktivitdt wird in den Diagrammen (c)
fiir Messreihe 1 und (d) fiir Messreihe 2 dargestellt, wobei diese tendenziell dem
Zellwachstum entsprach. Signifikante Unterschiede gegeniiber Struvit sind mit
x= p<0,05, xx= p<0,01 gekennzeichnet.

Fiir die Untersuchung der vier héheren Strontiumdotierungen Sr212, Sr290, Sr371
und Sr487 wurden wiederum die beiden Kontrollen Titan und Struvit mitgefiihrt.
In einer ersten Messreihe, Abbildungen 4.2 (a) und (c), zeigte sich fiir Titan ein
weitgehend mit den bisherigen Ergebnissen vergleichbarer Verlauf von Zellzahl und
-aktivitat {iber die Messdauer. Bei Kultivierung der Zellen auf Struvit kam es nun
jedoch bereits von Tag 3 auf Tag 6 zu einem starken Riickgang der Zellzahl um mehr

als 70 %. Bis zum Ende der Messreihe stieg die Zellzahl zwar wieder an, tiberschritt
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dabei allerdings den Ausgangswert nur geringfiigig. Zudem waren dabei im Gegen-
satz zu den bisherigen Messreihen konstant niedrigere Zellzahlen als auf Titan zu
verzeichnen. Auch die zellulare Aktivitat lag ab Tag 6 bei im Mittel etwas niedrigeren
Werten als auf Titan. Strontiumdotierte Proben wiesen am ersten Messtag Zellzah-
len auf, welche im Bereich der Kontrolloberflichen lagen. Lediglich auf Sr487 war
die Zellzahl gegeniiber Struvit signifikant erhoht, die zelluldre Aktivitdt war dement-
sprechend ebenfalls vergleichsweise hoch. Zudem zeigten auch Zellen auf Struvit und
Sr371 gegeniiber den restlichen Oberflichen vermehrte Zellaktivitdt. Bis Tag 6 kam
es auf allen vier strontiumdotierten Proben zu einem ausgeprigten Riickgang von
Zellzahl sowie Zellaktivitdt um mindestens 80 % beziehungsweise 50 %. Verglichen
mit dem Verhalten der Zellen auf Struvit konnten an diesem Messtag jedoch keine
signifikanten Unterschiede verzeichnet werden; diese bestanden erst an Tag 10 fiir
Sr290 und Sr371. Bis Tag 13 war im weiteren Verlauf eine Zunahme der Zellaktivitit
zu beobachten, die Unterschiede zwischen den verschiedenen Strontiumdotierungen
und undotiertem Struvit waren jedoch nicht signifikant. Auch hinsichtlich der Zell-
zahl liefs sich bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes ein Anstieg auf allen vier
Oberflichen verzeichnen, der fiir die verschiedenen Strontiumdotierungen variierte.
Wiéhrend auf Sr212 mit Struvit vergleichbare mittlere Zellzahlen vorlagen, waren
diese auf Sr290 am letzten Messtag bezogen auf Struvit etwas reduziert. Eine weite-
re Erhohung der Strontiummenge insbesondere auf 487 pg Strontium fiihrte dagegen
zu einer Zunahme an Zellen, sodass die Zellzahl im Mittel um fast 70 % hoher lag
als auf Struvit.

In der zweiten Messreihe in Abbildung 4.2 (b) und (d) zeichnete sich auf Titan und
Struvit ein weitgehend der ersten Messreihe entsprechendes Zellwachstum ab, wobei
an Tag 3 erneut die meisten Zellen auf Sr487 detektiert wurden. Bis Tag 6 kam
es wiederum auf allen strontiumdotierten Proben zu einer Abnahme der Zellzahl,
die besonders auf Sr371 sowie Sr487 deutlich ausgepragt war. Ab Tag 10 zeichnete
sich mit vermehrtem Strontiumzusatz ein Trend hin zu steigenden Zellzahlen ab.
Wiéhrend dieser Zusammenhang an Tag 10 noch gering ausgeprigt war, betrug die
Zellzahl an Tag 13 auf Sr371 im Mittel etwa das Doppelte, auf Sr487 sogar mehr
als das Dreifache der beiden geringeren Strontiummengen. Die Zellaktivitdt nahm
erneut auf allen Proben bis Tag 10 ab und wies an diesem Messtag zwischen den
verschiedenen Oberflichen keine nennenswerten Differenzen auf. Bis Tag 13 stieg die
Aktivitat der Zellen auf allen Oberflichen wieder leicht an, wobei diese auf Sr371
und Sr487 gegeniiber Sr212 und Sr290 im Mittel um etwa ein Viertel erhoht war.
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Abb. 4.2: Bei Zusatz von 212 ug, 290 ug, 371 ug beziehungsweise 487 ug Strontium pro
Probe wurde fiir die Zellzahl von RAW 264.7 Zellen sowohl in Messreihe 1
(a) als auch in Messreihe 2 (b) eine Tendenz ersichtlich, wonach hohe Stron-
tiummengen von 371 ug und 487 ug ab Tag 10 zu einem Anstieg der Zellzahl
fithrten. Fiir die Zellaktivitdt in der ersten (c) und zweiten Messreihe (d) waren
bis zum Ende der Messungen zwischen den verschiedenen Beschichtungen nur
geringfiigige Unterschiede zu verzeichnen. x= p<0,05, xx= p<0,01.

Zur Beurteilung der Aktivitdt der Einzelzellen in Abbildung 4.3 wurde der Quotient
aus mittlerer Zellaktivitit und Zellzahl (vgl. Abb. 4.1 und 4.2) gebildet. Auf Titan
zeigte sich fiir alle Messreihen ein zeitlicher Verlauf mit niedriger Einzelzellaktivitat
an Tag 3 und einem Aktivitdtsmaximum an Tag 6. Im Gegensatz dazu wiesen Zellen
auf Struvit am ersten Messtag eine deutlich hohere Aktivitdt auf — besonders aus-
gepriigt zeigte sich dies in der zweiten Messreihe (Abb. 4.3 (b)). Uber die weiteren
Tage verhielt sich die Einzelzellaktivitdt auf Struvit relativ inhomogen, bis Tag 13

nahm diese jedoch tendenziell ab.
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Abb. 4.3: Die Aktivitdt pro Zelle von RAW 264.7 Zellen auf Sr6, Sr45 und Sr186 von
(a) erster und (b) zweiter Messreihe stellte sich insbesondere an Tag 3 und
Tag 6 relativ variabel dar. Durch den Zusatz hoherer Mengen Strontium in den
Beschichtungen in einer (c¢) ersten und (d) zweiten Messreihe kam es auf allen
strontiumdotierten Oberflichen bis Tag 6 zu einem Anstieg der Einzelzellaktivi-
tdt. Im weiteren Verlauf sank diese wieder ab, wobei tendenziell mit steigender
Dotierkonzentration niedrigere Aktivitdtswerte pro Zelle zu beobachten waren.

Wie in Abb. 4.3 (a) ersichtlich zeigte sich in der ersten Messreihe bei einer geringen
Dotierkonzentration von 6 ug Strontium pro Plittchen an allen Messtagen eine mit
reinem Struvit vergleichbare Einzelzellaktivitdt. Bei hoherer Dotierung verringerte
sich diese an Tag 3 leicht, wobei auf Sr186 eine hohere Einzelzellaktivitdt als auf
Sr45 nachgewiesen wurde. Ab Tag 6 dagegen lag die Einzelzellaktivitat sowohl auf
Sr45 als auch auf Sr186 im Mittel {iber derjenigen von reinem Struvit. Davon ab-
weichend stellte sich an Tag 3 der zweiten Messreihe (vgl. Abb. 4.3 (b)) auf allen

drei Strontiumdotierungen eine Aktivitdtsminderung dar, die auf Sr186 besonders
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deutlich ausgepréigt war. An den weiteren Tagen waren bedingt durch die verhélt-
nismékig groke Streuung der Einzelmessungen kaum Unterschiede zwischen den drei
Strontiumdotierungen festzustellen.

Bei der Untersuchung der vier héheren Strontiumkonzentrationen Sr212, Sr290,
Sr371 und Sr487, dargestellt in Abbildung 4.3 (c¢) und (d), zeigten sich jeweils am
ersten Messtag niedrigere Einzelzellaktivititen als auf Struvit. Lediglich Sr371 der
ersten Messreihe bildete hiervon eine Ausnahme mit einer im Mittel leicht erhoh-
ten Aktivitit pro Zelle. Bis Tag 6 kam es in beiden Messreihen zu einem Anstieg
der Einzelzellaktivititen; das Ausmafs der Aktivitdtszunahme auf den jeweiligen Be-
schichtungen variierte jedoch deutlich. Bis zum letzten Messtag sank die Aktivitit
der Einzelzellen schlieflich wieder deutlich ab. Dabei zeigte sich insbesondere an
Tag 10 und Tag 13 in beiden Messreihen eine schwache Tendenz von niedrigerer

Einzelzellaktivitat bei steigender Strontiummenge in der Beschichtung.

4.1.2 Aktivitit Tartrat-resistenter saurer Phosphatase

1600 TRAP-AKktivitit [a.u.] Titan = Struvit = Sr45 m Sr186 m Sr290 m Sr487
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Abb. 4.4: Ermittlung der intrazelluliren TRAP-Aktivitit von RAW 264.7 Zellen auf
Titan und Struvit sowie den strontiumdotierten Proben Sr45, Sr186, Sr290
und Sr487. Eine erste Messreihe (a) ergab eine deutlich fluktuierende TRAP-
Aktivitdt im zeitlichen Verlauf. Lediglich die Aktivitdt auf Sr186 blieb nach
initialem Aktivitdtsanstieg relativ konstant und zeigte im Schnitt die gerings-
ten Werte. In einer zweiten Messreihe (b) fiel die TRAP-Aktivitét von Tag 4 zu
Tag 7 stark ab. Bis Tag 14 nahm diese wieder deutlich zu, wobei sich mit erh6h-
ter Strontiumdotierung eine vermehrte TRAP-Aktivitat darstellte. Signifikante
Unterschiede zu reinem Struvit sind mit = p<0,05, *x= p<0,01 markiert.
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Die Bestimmung der enzymatischen TRAP-Aktivitat osteoklastirer Zellen erfolgte
auf vier Struvitbeschichtungen mit unterschiedlichen Strontiumdotierungen sowie
den Kontrolloberflachen Titan und Struvit. In einer ersten Messreihe (Abb. 4.4 (a))
wurden auf Titan starke Schwankungen der TRAP-Aktivitit beobachtet, wobei die
héchsten Werte an den Tagen 7 und 14 vorlagen. Auch auf Struvit zeigten sich die-
se Verdnderungen im zeitlichen Verlauf. Dabei war die TRAP-Aktivitdt gegeniiber
Titan insbesondere an Tag 14 deutlich reduziert. Bei Dotierung der Struvitbeschich-
tung mit unterschiedlichen Mengen Strontium stieg die TRAP-Aktivitidt von Tag 4
auf Tag 7 ebenfalls bei allen Proben stark an. Auf Sr45 und Sr290 konnten dabei
jeweils vergleichbare mittlere Aktivitdtswerte festgestellt werden, die zudem iiber
denjenigen auf Sr186 und Sr487 lagen. Wihrend an Tag 11 aufgrund grofser Streuung
der Einzelmessungen kaum Unterschiede zwischen den verschiedenen Proben nachge-
wiesen werden konnten, nahm die TRAP-Aktivitat bis Tag 14 in unterschiedlichem
Mafe zu. Dabei lagen die hochsten TRAP-Aktivitdtswerte innerhalb des Messzeit-
raumes bei Zellen auf Sr45 sowie Sr487 vor, die geringste TRAP-Aktivitit stellte
sich auf Sr186 dar. Dennoch waren gegeniiber undotiertem Struvit keine signifikan-

ten Unterschiede zu verzeichnen.

In der zweiten Messreihe stellten sich einige abweichende Befunde dar, wie aus Ab-
bildung 4.4 (b) ersichtlich ist. Dabei kam es auf Titan und Struvit in den ersten
Tagen zu einer deutlichen Verminderung der TRAP-Aktivitét, erst zu Tag 11 stieg
diese wieder an. Auf Struvit lag die mittlere TRAP-Aktivitit erneut durchweg nied-
riger als auf Titan, wobei der relative Unterschied im Verlauf der Messtage zunahm.
Bei der strontiumdotierten Probe Sr45 entsprach die TRAP-Aktivitit an allen Mess-
tagen weitgehend den Werten auf undotiertem Struvit. Auf Sr186 war diese dagegen
bereits an Tag 4 gegeniiber Struvit signifikant erh6ht, was im Verlauf der weiteren
Messtage bestehen blieb. Dariiber hinaus zeigte sich am letzten Messtag ein signifi-
kanter Zusammenhang von zunehmender TRAP-Aktivitdt mit steigendem Stronti-

umgehalt in der Beschichtung.

4.1.3 Farbung der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase

Bei der Anfirbung intrazelluldrer Tartrat-resistenter saurer Phosphatase (TRAP)
zeigten sich auf Glas bereits an Tag 4 nach RANKIL-Zugabe, dargestellt in Abbil-
dung 4.5 (b), zahlreiche morphologisch ausdifferenziert erscheinende Osteoklasten

mit, einer Grofe von bis zu 150 um. Diese wiesen ein hellviolettes Zytoplasma auf,
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was als TRAP-positives Kriterium zu bewerten ist. Zudem enthielten sie mindes-
tens 3 Zellkerne, die in einer oder mehreren Ansammlungen entweder zentral oder
randstindig angeordnet waren. Die ebenfalls zahlreich vorhandenen dunkelviolett
gefarbten Zellen ohne sichtbares Zytoplasma sind als mononukledre Vorlauferzellen
einzustufen. Daneben zeigten sich verschiedene Zwischenstadien mit hellviolettem
Zytoplasmasaum, die jedoch keine abgrenzbaren Zellkerne aufwiesen. Bis Tag 14
(Abb. 4.5 (c)) blieb dieses Zellbild auf Glas weitgehend erhalten, wobei die Zahl
undifferenzierter Vorlduferzellen etwas abnahm und die Grofe differenzierter Osteo-
klasten auf bis zu 400 um anstieg. Als Kontrolle dienten RAW 264.7 Zellen, die ohne
Zugabe von RANKL kultiviert wurden. Wie aus Abbildung 4.5 (a) ersichtlich ist,
zeigten sich diese als blasse, rétlich-braune Zellen von etwa 10 um Durchmesser, die

in ihrer urspriinglichen Morphologie verblieben.

(a)

Abb. 4.5: Zytochemische TRAP-Férbung von RAW 264.7 Zellen auf Glas. Ohne das Vor-
handensein von RANKL verblieben die Zellen iiber alle Tage in ihrer urspriing-
lichen Morphologie (a). Durch die Zugabe von RANKL stellten sich an Tag 4
(b) bis 14 (c¢) Osteoklasten als polynukledre Zellen mit TRAP-positivem, vio-
lett gefarbten Zytoplasma dar. Die besonders an Tag 4 zahlreich vorhandenen
dunkelvioletten Zellen lassen sich als osteoklastire Vorlduferzellen einordnen.
(Pfeile markieren beispielhaft Zellkernansammlungen.)

Wie in Abbildung 4.6 gezeigt, waren bei Kultivierung von RAW 264.7 Zellen auf Ti-
tan und Struvit an Tag 4 und 7 nach RANKL-Zugabe neben zahlreichen mononukle-
aren Vorlduferzellen einzelne TRAP-positive Zellen zu erkennen. Ab Tag 11 konnten
erste Osteoklasten identifiziert werden,! deren Zahl und Grofe bis Tag 14 zunahm.
Dabei betrug der Durchmesser von Osteoklasten auf Titan maximal 100 um, auf
Struvit zeigten sich einzelne Osteoklasten mit bis zu 200 pm. Im Gegensatz zu Glas

waren samtliche Kerne als zentralstindige Konglomerate angeordnet.

! Abbildung zu Tag 11 im Anhang.
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Abb. 4.6: TRAP-Farbung von RAW 264.7 Zellen an den Tagen 4, 7 und 14 nach Anregung
zur Osteoklastendifferenzierung mittels RANKL. Bei Kultivierung auf Titan,
Struvit und Sr186 liefen sich bereits an Tag 4 fusionierte Vorlduferzellen nach-
weisen, die bis Tag 11 zu Osteoklasten mit deutlich violettem, TRAP-positivem
Zytoplasma differenzierten. Auf Sr6 und Sr45 waren an Tag 4 dagegen nur mo-
nonukledre Vorlduferzellen zu erkennen. Hier erfolgte der Osteoklastennachweis
mittels TRAP-Farbung jedoch bereits ab Tag 7. (Die zentralstéindige Ansamm-
lung von Zellkernen ist exemplarisch durch Pfeile markiert.)
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Abb. 4.7: TRAP-Farbung von RAW 264.7 Zellen 4, 7 und 14 Tage nach RANKL-Zugabe,
kultiviert auf Sr212, Sr290, Sr371 und Sr487. Dabei konnten mit Ausnahme von
Srd87 bereits an Tag 4 fusionierte Vorliuferzellen nachgewiesen werden. Uber
den Versuchszeitraum stieg die Grofse dieser Zellstrukturen auf bis zu 150 pm
an, ausdifferenzierte mehrkernige Osteoklasten konnten jedoch zu keinem Zeit-
punkt sicher identifiziert werden.

Ein Einfluss auf die Osteoklastendifferenzierung durch Dotierung der Proben mit
Sr6, Srd5 und Sr186 (Abb. 4.6) wurde bereits mittels TRAP-Féarbung deutlich. Auf
den Proben Sr6 und Sr45 waren an Tag 4 lediglich dunkelviolette Vorlduferzellen
sichtbar, die zum Teil konfluierende Ansammlungen bildeten. Dennoch zeigten sich
zu diesem Zeitpunkt noch keine eindeutigen Hinweise fiir die Ausbildung organi-
sierter Zellfusionen oder Osteoklasten. Ab Tag 7 waren jedoch insbesondere auf

Sr45 erste mehrkernige Osteoklasten mit bis zu 100 um Durchmesser vorhanden. Im
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weiteren zeitlichen Verlauf nahm deren Anzahl stetig zu, sodass sich ab Tag 11 mor-
phologisch vollstindig differenzierte, TRAP-positive Osteoklasten darstellten. Auf
Sr186 waren schon am ersten Messtag einige TRAP-positive Zwischenstadien nach-
weisbar, die bis Tag 11 zu mehrkernigen Osteoklasten ausdifferenzierten.

Bei Dotierung mit héheren Mengen Strontium, dargestellt in Abbildung 4.7, liefen
sich auf den Proben Sr212, Sr290 und Sr371 bereits an Tag 4 nach RANKL-Zugabe
osteoklastire Zellfusionen mit hellviolettem Zytoplasma nachweisen. Dabei domi-
nierten jedoch insbesondere auf Sr212 dichte und stark konfluierende Ansammlungen
mononukledrer Vorlduferzellen. Auf Sr487 zeigten sich an Tag 4 zwar organisiert er-
scheinende mononukleédre Vorlauferzellen, mittels TRAP-Farbung wurden allerdings
keine Zellfusionen nachgewiesen. An Tag 7 waren auf allen vier Proben osteoklastére,
TRAP-positive Zellstrukturen mit einem Durchmesser von bis zu 150 um erkennbar.
Die Zahl mononukledrer Einzelzellen nahm dabei deutlich ab. Auch an Tag 11 und
14 stellte sich ein weitgehend vergleichbares Zellbild dar, der sichere Osteoklasten-

nachweis unter dem Kriterium der Mehrkernigkeit konnte allerdings nicht zweifelsfrei

erbracht werden.

Sr6 Sr45 Sr186

Sr290 Sr371

Abb. 4.8: TRAP-Farbung von RAW 264.7 Zellen kultiviert auf Struvit, Sr6, Sr45, Sr186,
Sr212, Sr290, Sr371, Sr487 an Tag 14 nach RANKL-Zugabe. Bei Zusatz von
6 ug Strontium waren mehr TRAP-positive Zellen nachweisbar als auf reinem
Struvit. Durch Erhdhung der Strontiummenge bis 186 g nahm deren Zahl
deutlich ab. Eine weitere Steigerung des Strontiumzusatzes blieb jedoch ohne
weiteren Finfluss.
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Zur Abschitzung der Menge TRAP-positiver Zellen wurden Ubersichtsaufnahmen
angefertigt, die in Abbildung 4.8 fiir Tag 14 gezeigt sind.? Nachdem an Tag 4 auf den
Proben nur sparlich Zellen nachweisbar waren, zeigte sich ab Tag 7 eine deutliche
Zunahme TRAP-gefarbter Zellen. Bei Kultivierung auf Struvit konnten zahlreiche,
homogen verteilte Zellen einheitlicher Grofse nachgewiesen werden, was sich bis Tag
14 nicht wesentlich verdnderte. Auf unbeschichtetem Titan waren iiber den gesam-
ten Beobachtungszeitraum weniger Zellen anfirbbar. Neben zahlreichen kleineren
waren zudem grofe TRAP-positive Zellstrukturen von bis zu 100 um erkennbar.
Durch Dotierung mit einer geringen Strontiummenge von 6 ug zeigte sich ab Tag 7
verglichen mit reinem Struvit eine erhdhte Anfarbbarkeit, die an Tag 14 am stérks-
ten ausgepragt war. Die Verteilung der Zellen war dabei etwas ungleichméfbiger, die
Einzelzellgrofe erschien leicht erh6ht. Eine weitere Steigerung der Strontiummenge
in den Beschichtungen auf 45 ug und 186 pug Strontium fiihrte zu einer sukzessiven,
reproduzierbaren Abnahme TRAP-positiver Zellen. Auch die Gréfe der einzelnen
Zellen war augenscheinlich reduziert. Bei Zusatz von 212 ug, 290 ug, 371 ug bezie-
hungsweise 487 nug Strontium war kein weiterer Riickgang TRAP-positiver Zellen
zu verzeichnen, insgesamt erschien die mittlere Zellzahl insbesondere an Tag 14 be-
zogen auf Sr186 sogar etwas erhdht. Zudem waren keine eindeutigen Unterschiede

zwischen den verschiedenen Proben zu erkennen.

4.1.4 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Aktin

Nachdem mittels TRAP-Féarbung bereits ein Einfluss der Strontiumdotierung auf
die Osteoklastogenese zu beobachten war, wurde dieser mittels fluoreszenzmikrosko-
pischer Darstellung von Phalloidin-markiertem Aktin weitergehend untersucht. Wie
aus Abbildung 4.9 ersichtlich ist, konnten auf Titan und Struvit bereits am vierten
Tag nach RANKL-Zugabe Zellen mit vollstindig ausgebildetem Aktinring nachge-
wiesen werden. Mittels Kernfirbung lief sich zeigen, dass diese das Kriterium der
Mehrkernigkeit erfiillten, wobei besonders grofte Osteoklasten haufig mehrere Kern-
komplexe aufwiesen. Im Laufe des zweiwOchigen Beobachtungszeitraums war eine
Zunahme der Zellgréfse zu beobachten, sodass Zelldurchmesser von bis zu 300 um
an Tag 14 keine Seltenheit darstellten. Hervorzuheben ist zudem, dass die Osteo-
klasten augenscheinlich auf Struvitbeschichtungen im Vergleich zu Titanoberflichen

iiber alle Messtage hinweg im Schnitt einen grofleren Durchmesser aufwiesen.

2Abbildungen zu Tag 4, 7 und 11 im Anhang.
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Abb. 4.9: Fluoreszenzmikroskopische Overlay-Aufnahmen von RAW 264.7 Zellen mit
Phalloidin-markiertem Aktin (rot) und Hoechst-gefarbten Zellkernen (blau).
Auf Titan und Struvit waren bereits ab Tag 4 vollsténdig ausgebildete Aktin-
ringe nachweisbar. Durch Dotierung mit Strontium kam es zu einer verzogerten
Ausbildung, sodass auf Sr45 und Sr186 ab Tag 7 Aktinringe detektierbar waren.
Auf Sr6 war dagegen erst ab Tag 11 eine morphologisch komplette Ostoklasto-
genese zu beobachten. (Pfeile zeigen beispielhaft einen Aktinring.)
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Abb. 4.10: Bei Fluoreszenzmarkierung von Aktin (rot) und Zellkernen (blau) bei RAW
264.7 Zellen waren ab Tag 4 auf Sr212 und Sr371 mehrkermge Zellen mit
gut ausgebildeten Aktinringen vorhanden. Bei Sr290 und Sr487 waren die
vorhandenen Aktinringe an Tag 4 noch nicht vollstéindig organisiert. Zudem
waren auf Sr487 die nachweisbaren Osteoklasten verglichen mit den drei iibri-
gen Strontiumdotierungen im Schnitt von geringerer Grofe und Zahl. (Pfeile
zeigen beispielhaft einen Aktinring.)

Sry 9>

Bei Zusatz von 6 ug, 45 ug sowie 186 ug Strontium pro Probe konnte fluoreszenz-
mikroskopisch eine verlangsamte Osteoklastenentwicklung beobachtet werden. Am
ausgepragtesten stellte sich dieser Effekt auf Sr6 dar. Dort zeigten sich an Tag 4
und 7 zwar bereits Zellen, die aufgrund ihrer Grofe als fusionierte Vorlduferzel-

len zu betrachten sind; vollstindig entwickelte Aktrinringe waren jedoch noch nicht
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vorhanden. Erst ab Tag 11 konnten Zellen mit einem Durchmesser von mehr als
50 um mit eindeutig ausgebildetem Aktinring nachgewiesen werden.? Bei Kultivie-
rung auf Sr45 und Sr186 konnte eine erfolgreiche Osteoklastogenese bereits ab Tag 7
bestétigt werden. Allerdings waren bei Dotierung mit 186 pug Strontium vollstandig
intakte Ringe erst an Tag 14 zu erkennen.

Bei Erh6hung der Strontiummenge auf 212 pg, 290 ug, 371 ug und 487 ug pro Probe,
dargestellt in Abbildung 4.10, war im Gegensatz zu den drei geringeren Strontium-
dotierungen keine ausgeprigte Verzogerung in der Ausbildung von Aktinringen zu
beobachten. Wéhrend auf Sr212 und Sr371 bereits an Tag 4 intakte Aktinringe vor-
handen waren, zeigten sich diese auf Sr290 und Sr487 noch weniger gut entwickelt.
Die grofsten Durchmesser lagen mit etwa 150 wum auf Sr212 vor. An den weiteren
Messtagen waren die Aktinringe auf allen vier Proben von vergleichbarer Grofe und
erreichten dabei Durchmesser von bis zu 300 um. Einzige Ausnahme stellten die Zel-
len auf Sr487 dar. Die beobachteten Aktinringe waren kleiner als 200 pum und zudem

in geringer Zahl vorhanden.

4.1.5 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung
der Zellmorphologie
Rasterelektronenmikroskopische (REM) Untersuchungen ermdglichten es, die Zellen

hinsichtlich ihrer Morphologie zu untersuchen und Erkenntnisse iiber den Kontakt

zwischen Zellen und Oberflichen zu erlangen.

(a) (b)

Abb. 4.11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von RAW 264.7 Zellen (a) eines
differenzierten Osteoklasten 14 Tage nach Zugabe von RANKL sowie (b) von
undifferenzierten mononukledren Zellen ohne RANKL-Zugabe 14 Tage nach
Aussaat auf Glas. (Pfeile markieren Zellkern-Ansammlungen.)

3 Abbildung zu Tag 11 im Anhang.
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Auf Glas (Abb. 4.11) zeigten sich nach Zugabe von RANKL bereits ab Tag 4 morpho-
logisch vollstdndig differenziert erscheinende Osteoklasten mit einem Durchmesser
von bis zu 500 um. Dabei waren mehrere Zellkerne erkennbar, die teils randstandig
angeordnet waren, teils eine zentral gelegene Ansammlung bildeten. Optisch stellte
sich ein enger Kontakt zur glatten Glasoberfliche dar, der iiber flach auslaufende
Zellfortsitze gewahrleistet wurde. Ohne die Zugabe von RANKL verblieben die Zel-
len iiber den gesamten Versuchszeitraum in ihrer mononukledren Ausgangsform und
wiesen eine kugelige Gestalt mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 5-8 um
auf. Uber zytoplasmatische Zellfortsitze war auch hier der Kontakt zur Glasober-
fliche hergestellt.

Auf den Kontrolloberflichen Titan und Struvit (Abb. 4.12) konnte mittels REM das
Vorhandensein zahlreicher Zellen nachgewiesen werden. Dabei waren sowohl kleine
mononukleidre Zellen erkennbar — wie sie auch auf Glas ohne RANKI-Zusatz vorzu-
finden waren — als auch grofere osteoklastire Zellen mit bis zu 200 pm Durchmesser.
Viele dieser Osteoklasten wiesen eine gewdlbte, rundliche Form auf. Besonders grofe
Zellen, die vermehrt an Tag 11 und 14 auftraten,! waren dagegen sehr flach und un-
regelméfig lappenartig konfiguriert. Der Kontakt zum Untergrund erschien aber in
jeder Morphologie &hnlich eng wie auf Glas zu sein. Dariiber hinaus zeigten sich
halbkugelige Zellen mit einer Grofse von 10-20 um, bei denen es sich vermutlich um
fusionierte Osteoklastenvorldufer handelt. Bei Dotierung der Beschichtungen mit
45 ng beziehungsweise 186 pg Strontium pro Probe waren zahlreiche Osteoklasten
vorhanden, die morphologisch denjenigen auf Titan und Struvit dhnelten. Der Kon-
takt zur Beschichtung erschien auch hier gut ausgepriagt zu sein. Ab Tag 7 wiesen
die vorhandenen Osteoklasten jedoch verglichen mit den Kontrolloberflichen eine im
Allgemeinen etwas geringere Grofe sowie unregelméfigere Zellrinder auf. Dariiber
hinaus zeigten einige Osteoklasten Lécher und Risse in der Plasmamembran. Zudem
konnten auch auf diesen Proben reichlich Zellen verschiedener Vorlauferstadien fest-
gestellt werden. Zellen auf Sr290 und Sr487 zeigten hdufig ungewhnliche Formen
und waren zudem teils deutlich vom Untergrund abgeldst, sodass sich die Zellrénder
aufwolbten. Dies trat besonders stark ab Tag 7 auf und betraf fast ausschliefslich
Osteoklasten ab 40 um Durchmesser. Kleinere Zellen, die als Vorldufer betrachtet
werden konnen, entsprachen in ihrer Gestalt weitgehend dem morphologischen Bild

auf den iibrigen Probenoberflichen.

4REM-Aufnahmen zu Tag 11 im Anhang.
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Abb. 4.12: REM-Aufnahmen von RAW 264.7 Zellen an Tag 4, 7 und 14 zeigten auf allen
untersuchten Oberflichen neben undifferenzierten mononukledren Zellen und
fusionierten Vorlduferstadien das Vorhandensein osteoklastérer Zellen unter-
schiedlicher Morphologie. Dabei wiesen insbesondere Osteoklasten auf Sr290
und Sr487 ab einem Durchmesser von etwa 40 pm weniger festen Kontakt zur
Probenoberfliche auf.
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4.1.6 Nachweis osteoklastenspezifischer Gene mittels PCR

Um eine Beurteilung der Osteoklastendifferenzierung auf transkriptioneller Ebene
vorzunehmen, wurde eine PCR mit anschliefsender Agarose-Gelelektrophorese fiir
Kathepsin K (CATK) sowie Calcitoninrezeptor 2 (CTR2) durchgefiihrt. Dabei wur-
den auf Sr45, Sr186, Sr290 und Sr487 kultivierte Zellen untersucht sowie die Kon-
trolloberflichen Polystyrol (PS), Titan und Struvit mitgefiihrt.

Abb. 4.13: Agarose-Gelelektrophorese des Haushaltsgens GAPDH von RAW 264.7 Zellen
an den Tagen 3, 7 und 14. Die Zellen auf den Oberflichen PS, Titan, Stru-
vit, Srdb, Sr186, Sr290 und Sr487 zeigten {iber alle Messtage nachweisbare
GAPDH-Expression, einzige Ausnahme stellte PS an Tag 14 dar.

Der Nachweis von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mit einer
Lange von 496 bp diente zunédchst zur Bestédtigung einer erfolgreichen Durchfiih-
rung der PCR und ist in Abbildung 4.13 dargestellt. Dabei zeigte sich fiir Titan
und Struvit in der Agarose-Gelelektrophorese eine iiber alle Messtage hinweg ho-
he GAPDH-Expression. Auf PS war der GAPDH-Nachweis nur bis Tag 7 positiv,
dessen Fehlen an Tag 14 ist jedoch hochstwahrscheinlich auf einen RNA-Verlust
in Folge der Reinigungsschritte zuriickzufiihren. Fiir die strontiumdotierten Proben
stellten sich an den verschiedenen Messtagen zum Teil geringere Bandenintensita-
ten als fiir die Kontrolloberflichen dar, der Nachweis einer GAPDH-Expression war
jedoch an allen Tagen moglich. Um die Unterschiede in der Expression von CATK
und CTR2 auf den verschiedenen Oberflachen darzustellen, erfolgte eine Normierung
der Bandenintensitit von CATK sowie CTR2 auf den jeweiligen Wert fiir GAPDH,
dargestellt in den Abbildungen 4.14 (b) sowie 4.15 (b).
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Intensitét [a.u.] Tag3 mTag7 mTag 14

Ll

Titan Struvit Sr45 Sr186 Sr290 Sr487
(a) (b)

Abb. 4.14: (a) Anhand der Gelelektrophorese war eine Kathepsin CATK-Expression von
RAW 264.7 Zellen bereits an Tag 3 auf allen Proben nachweisbar.
(b) Nach Normierung der Bandenintensititen auf GAPDH zeigte sich fiir
die Zellen auf Sr45, Sr186 und Sr487 eine deutliche Abnahme der CATK-
Expression von Tag 3 bis Tag 14.
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Wie aus Abbildung 4.14 (a) ersichtlich, war CATK mit einer Liange von 463 bp be-
reits an Tag 3 auf allen Proben deutlich nachweisbar. Lediglich Sr290 bildete hiervon
eine Ausnahme mit einer nur sehr schwach ausgepréigten Bande. Zum Vergleich der
CATK-Expression im zeitlichen Verlauf wurde die Normierung auf GAPDH genutzt,
die in Abbildung 4.14 (b) dargestellt ist. Dabei wird deutlich, dass Zellen auf Titan
und Struvit CATK an Tag 3 in vergleichbarer Starke exprimierten. Auf Titan kam es
anschliefsend bis Tag 7 zu einem Riickgang mit erneutem Anstieg bis Tag 14; Zellen
auf Struvit zeigten im zeitlichen Verlauf dagegen eine relativ gleichbleibende Genex-
pression. Bei einer Dotierung mit 45 pug Strontium war nach hoher CATK-Expression
an Tag 3 eine stetige Abnahme bis Tag 14 zu verzeichnen, sodass an diesem Tag —
wie auch anhand der Gelelektrophorese ersichtlich — kein sicherer CATK-Nachweis
mehr moglich war. Die Genexpression auf Sr186 lag an Tag 3 bei etwas geringeren
Werten als auf Sr45 und entsprach somit in etwa den Kontrolloberflichen. Auch hier
liefs sich im Mittel eine bis Tag 14 sinkende Genexpression beobachten, allerdings
bei einer an Tag 7 und 14 duferst schwachen Bandenintensitit. Auf Sr487 lag die
CATK-Expression am ersten Tag noch etwas niedriger als auf Sr186, im weiteren
Verlauf kam es auch hier zu einem stetigen Riickgang. Somit war am letzten Mess-
tag die CATK-Expression von Zellen auf Sr45, Sr186 und Sr487 gegeniiber reinem
Struvit stark reduziert. Hiervon abweichend stellte sich die Dotierung mit 290 pg
Strontium dar. Nach einer dufserst geringen Genexpression an Tag 3 stieg diese bis

Tag 7 stark an, sodass trotz eines darauf folgenden Riickgangs an Tag 14 noch mit
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Struvit vergleichbare CATK-Expression festzustellen war.

Die mRNA von CTR2 mit einer Linge von 363 bp war mittels Gelelektrophorese
(Abb. 4.15 (a)) an Tag 3 auf PS, Titan, Struvit und Sr4)5 eindeutig detektierbar.
Fiir Sr186 und Sr487 waren die Banden nur sehr schwach ausgeprigt, fiir Sr290
nicht nachweisbar. Auch bei Normierung der Bandenintensititen auf GAPDH in
Abbildung 4.15 (b) wird deutlich, dass Zellen auf Titan und Struvit an Tag 3 CTR2
in geringem Mafe exprimierten. Bis Tag 7 kam es lediglich zu einer geringfiigigen
Zunahme, erst an Tag 14 war eine sehr hohe CTR2-Expression zu verzeichnen, was
auch anhand der Gelelektrophorese deutlich wird. Bei Sr45 lag die Genexpression
von CTR2 an Tag 3 zwar noch etwas hoher als auf den Kontrolloberflichen, an Tag
14 wurde jedoch keine starke Zunahme, sondern vielmehr eine leichte Verminderung
der Genexpression detektiert. Obwohl sich auf Sr290 wie auf den Kontrolloberfla-
chen im zeitlichen Verlauf eine Zunahme der CTR2-Expression darstellte, war diese
jedoch so gering ausgeprigt, dass an Tag 14 eine mit Sr45 vergleichbare Genexpres-
sion vorlag. Diese war gegeniiber Struvit herabgesetzt und lag im Mittel bei unter
25 %. Auf Sr186 beziehungsweise Sr487 kultivierte Zellen zeigten an Tag 3 nur eine
minimale CTR2-Expression. Wéhrend diese auf Sr487 im weiteren Verlauf kaum
variierte, war auf Sr186 anhand der in Abbildung 4.15 (a) abgebildeten Gelelektro-

phorese ab Tag 7 keine Expression von CTR2 mehr nachweisbar.

Intensitét [a.u.] Tag3 mTag7 mTag 14
0,7
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Tag 0.1 I I
14 0 - |
Titan Struvit Sr45 Sr186 Sr290 Sr487

(a) (b)

Abb. 4.15: (a) Mittels Gelelektrophorese lief sich eine deutliche CTR2-Expression von
RAW 264.7 Zellen an Tag 3 nur auf PS, Titan, Struvit und Sr45 nachweisen.
(b) Durch Normierung der Bandenintensitéten auf GAPDH wird zudem er-
sichtlich, dass erst an Tag 14 auf Titan und reinem Struvit eine stark ausge-
préagte Genxpression stattfand. Eine Dotierung mit Strontium reduzierte diese
insbesondere an Tag 14.
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4.2 Untersuchungen zur Wirkung von Strontium
auf MG-63 Zellen

Da Osteoblasten neben Osteoklasten im Knochenstoffwechsel ebenfalls zahlreiche
wichtige Funktionen ausiiben (s. hierzu Abschnitt 2.1.1), war es von Interesse den
Einfluss von Strontium auch auf osteoblastire Zellen zu untersuchen. Dazu wur-
den MG-63 Zellen auf Struvitoberflichen kultiviert, die mit 45 png, 186 nug, 290 ug
sowie 487 pg Strontium dotiert waren. Die Auswirkung der verschiedenen Dotier-
konzentrationen auf das Zellwachstum wurde anhand von Zellzahl und Zellaktivitét
untersucht. Als Kontrolloberflichen dienten analog zu den Versuchsreihen mit RAW
264.7 Zellen Titan und Struvit.

4.2.1 Zellwachstum unter dem Einfluss von Strontium

1500 Zellzahl [%] Titan ©Struvit ®Sr45 ®Sri86 M Sr290 M Sr487
3000, @ (b) I
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Abb. 4.16: Abbildung (a) zeigt in einer ersten Messreihe eine starke Zunahme der Zell-
zahl von MG-63 Zellen auf allen Proben im zeitlichen Verlauf. Am letzten
Messtag wiesen Sr186 und Sr487 mit reinem Struvit vergleichbare Zellzahlen
auf; die der iibrigen beiden dotierten Oberflichen waren dagegen signifikant
verringert. In Abbildung (b) lésst sich anhand eines unabhingigen zweiten
Versuchsansatzes eine prinzipielle Reproduzierbarkeit ablesen, wobei die Stei-
gerung des Zellwachstums noch um ein Vielfaches stirker ausgeprédgt war.
Am letzten Messtag lagen die niedrigsten mittleren Zellzahlen auf Sr186 vor.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen strontiumdotierten Oberflachen
und undotierten Struvitoberflichen sind mit = p<0,05, *x= p<0,01 gekenn-
zeichnet.
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In einer ersten Messreihe, dargestellt in Abbildung 4.16 (a), zeigte sich im Verlauf
von zehn Tagen auf allen Oberflachen ein kontinuierlicher Anstieg der mittleren Zell-
zahl. Die héchsten Absolutwerte waren dabei auf Titan zu verzeichnen, wo sich die
Zellzahl vom ersten bis zum letzten Messtag etwa verzehnfachte. Auch auf Struvit
kam es zu einem vergleichbaren Anstieg, wobei die Zellzahl bezogen auf Titan an
jedem Messtag nur in etwa die Hilfte betrug. Bei Dotierung mit Strontium wies an
Tag 3 lediglich Sr45 eine gegeniiber Struvit signifikant verringerte Zellzahl auf. Im
weiteren zeitlichen Verlauf zeigten die dotierten Proben eine im Vergleich zu Struvit
verringerte Zellzahl, deren Wert an Tag 10 fiir Sr186 und Sr487 um rund 20 %, fiir
Sr45 und Sr290 dagegen um etwa 50 % reduziert war.

In einem zweiten Versuchsansatz liefsen sich diese Ergebnisse relativ gut reproduzie-
ren, wie aus Abbildung 4.16 (b) ersichtlich wird. Der starke Zuwachs an Zellen auf
den Kontrolloberflichen Titan und Struvit bis Tag 10 lief sich erneut beobachten,
wobei die Proliferation noch um ein Vielfaches stiarker ausgeprigt war als in der
ersten Messreihe. Auch die dotierten Struvitschichten wiesen einen vergleichbaren
Anstieg der Zellzahl auf. Wahrend diese an den beiden ersten Messtagen auf allen
vier strontiumhaltigen Proben keine signifikanten Unterschiede zu reinem Struvit
aufwies, zeigte sich an Tag 7 auf Sr290 eine im Mittel deutlich geringere Zellzahl
als auf den iibrigen Proben. An Tag 10 wies dagegen die Beschichtung mit 186 ug

Strontium pro Probe die niedrigste mittlere Zellzahl auf.

4.2.2 Zellaktivitat und Aktivitit pro Zelle

Die metabolische Aktivitat auf Titan und Struvit zeigte analog zur Zellzahl im zeit-
lichen Verlauf eine starke Zunahme. Diese fand in beiden Messreihen, dargestellt in
den Abbildungen 4.17 (a) und (b), insbesondere von Tag 5 auf Tag 7 statt, wobei
sich die Zellaktivitdt mindestens verdoppelte. Die Zellaktivitat auf Struvit war dabei
reproduzierbar iiber alle Messtage auf vergleichbarem beziehungsweise reduziertem
Niveau gegeniiber Titan. Eine Dotierung mit den verschiedenen Strontiumkonzen-
trationen zeigte an den ersten beiden Messtagen verglichen mit Struvit lediglich fiir
Sr45 an Tag 3 einen signifikanten Unterschied in der Zellaktivitdt. Ab Tag 7 kam es
wie auch auf den Kontrolloberflichen zu einer deutlichen Aktivitdtszunahme. Die-
se war jedoch auf Sr45 sowie Sr290 weniger ausgepragt als auf Struvit, sodass die
mittlere Aktivitdt beider Messreihen am letzten Messtag gegeniiber Struvit um etwa
30 % reduziert war. Zellen auf Sr186 wiesen dagegen an Tag 10 in beiden Messrei-

hen keine signifikanten Unterschiede zu undotiertem Struvit auf. Auf Sr487 war die
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stiarkste Zunahme der Zellaktivitat aller strontiumdotierten Oberflichen zu verzeich-
nen. Damit lag am letzten Messtag eine mit Struvit vergleichbare Aktivitit vor, die

in der ersten Messreihe im Mittel noch leicht iiber derjenigen von Struvit lag.
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Abb. 4.17: Bei der Bestimmung der Zellaktivitdt von MG-63 Zellen in einer (a) ersten und

(b) zweiten Messreihe zeigte sich iiber einen Zeitraum von 10 Tagen auf allen
Schichten eine zunehmende Aktivitdt. An Tag 10 wiesen Zellen auf strontium-
dotierten Oberflachen gegeniiber reinem Struvit eine im Mittel um maximal
30 % verminderte Zellaktivitat auf. Signifikante Unterschiede zu reinem Stru-
vit sind mit x= p<0,05, xx= p<0,01 markiert.
Anhand der ermittelten Aktivitét pro Zelle fiir Messreihe 1 (¢) und Messreihe 2
(d) ist ersichtlich, dass die Einzelzellaktivitidt am ersten Messtag am hochsten
lag. Im weiteren Verlauf war die Aktivitét pro Zelle auf allen Schichten niedri-
ger, zudem bestanden meist nur noch geringfiigige Unterschiede zwischen den
verschiedenen Schichten.
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Zur Beriicksichtigung der jeweiligen Zellzahl bei der Betrachtung der Zellaktivitéten
wurde aus den entsprechenden Mittelwerten die Aktivitit pro Zelle bestimmt, wie in
den Abbildungen 4.17 (c¢) und (d) gezeigt. Die hochsten Einzelzellaktivitdten waren
dabei bereits am ersten Messtag nachweisbar, welche allerdings nicht auf den Kon-
trolloberflichen, sondern bei Zusatz von Strontium vorlagen. Im weiteren Verlauf
der Messtage waren die mittleren Aktivitdtswerte pro Zelle auf den verschiedenen
Oberflaichen geringer, was in der zweiten Messreihe noch stiarker ausgepriagt war.
In beiden Messreihen bestanden jedoch von Tag 5 bis Tag 10 auf den untersuch-
ten Schichten keine signifikanten Unterschiede in der Einzelzellaktivitdt gegeniiber

undotiertem Struvit.
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Kapitel 5
Diskussion

Im Knochenstoffwechsel sind fiir Strontium bereits seit Jahren osteoanabole sowie
antiresorptive Eigenschaften bekannt, worauf in Kapitel 2.3 ndher eingegangen wird.
Auf diesen Erkenntnissen beruht der Einsatz von oral appliziertem Strontiumrane-
lat zur Behandlung der postmenopausalen Osteoporose [14, 23|. Die Verwendung
von Strontiumranelat zur oralen medikamentosen Osteoporose-Therapie wird jedoch
aktuell aufgrund von unklarer Nutzen-Risiko-Bewertung kontrovers diskutiert [69].
Vor diesem Hintergrund bestanden in den letzten Jahren zahlreiche Bestrebungen
eine lokale anti-osteoporotische Wirkung von Strontium zu nutzen. Hierzu erfolg-
te die Entwicklung verschiedener strontiumsubstituierter mineralischer Oberflachen
wie beispielsweise Hydroxylapatit und anderen Calciumphosphaten.

Meininger et al. etablierten erfolgreich ein Verfahren Titan mit dem Magnesiumphos-
phat Struvit mittels elektrochemisch gestiitzter Abscheidung zu beschichten. Durch
Modifikation des Elektrolyten gelang es zudem variable Mengen an Strontium in die
Struvitbeschichtung einzulagern [18]. Davon ausgehend erfolgte in der vorliegenden
Arbeit die Kultivierung von RAW 264.7 sowie MG-63 Zellen auf Struvitschichten
mit sieben verschiedenen Strontiumdotierungen. Diese enthielten zwischen 6 pg und
487 ug Strontium pro Probe, entsprechend einem mittleren Massengehalt zwischen
0,09% und 13,4 %.! Im Fokus der Arbeit stand dabei die Analyse von Osteoklasten-
differenzierung und Proliferation, wohingegen das Verhalten osteoblastirer Zellen

bei Strontiumzusatz nur orientierend untersucht wurde.

'Die Berechnung basiert auf Daten von |76, 77|; s. Diagramm im Anhang,.
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5.1 Wirkung von Strontium auf RAW 264.7 Zellen

Um die Differenzierung monozytiarer RAW 264.7 Zellen zu Osteoklasten anzure-
gen, wurden 50 ng receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand (RANKL) pro
ml Kulturmedium zugegeben. Dies entspricht den Kultivierungsbedingungen gemaf
Groflardt et al., wobei sich auch ohne zusétzliche Stimulation mit macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF) eine erfolgreiche Osteoklastogenese nachweisen liefs [61].
Da M-CSF jedoch als unverzichtbarer Faktor fiir Proliferation und Osteoklastendif-
ferenzierung beschrieben ist [83], scheint dies im Widerspruch zu fritheren Erkennt-
nissen zu stehen. Inzwischen ist aber bekannt, dass RAW 264.7 Zellen die Fahigkeit
besitzen, RANKL-abhéngig selbst M-CSF zu produzieren. Deshalb kann auch oh-
ne den exogenen Zusatz von M-CSF eine erfolgreiche Osteoklastogene beobachtet
werden [84]. Aus diesem Grund konnte auch in der vorliegenden Arbeit bei den Un-
tersuchungen zu Differenzierung und Proliferation von RAW 264.7 Zellen auf eine

zusitzliche Supplementierung des Kulturmediums mit M-CSF verzichtet werden.

5.1.1 Bewertung der Osteoklastendifferenzierung anhand

mikroskopischer Methoden

Zum Nachweis und zur Beurteilung einer erfolgreichen Fusionierung und Differen-
zierung mononukledrer RAW 264.7 Zellen zu multinukledren Osteoklasten kamen
insbesondere die mikroskopischen Methoden der zytochemischen Férbung Tartrat-
resistenter saurer Phosphatase (TRAP), der fluoreszenzmikroskopischen Aktindar-
stellung sowie der Rasterelektronenmikroskopie (REM) zum Einsatz. Es erfolgt zu-
néchst jeweils eine methodische Betrachtung der drei eingesetzten mikroskopischen
Nachweisverfahren. Nachfolgend werden die Ergebnisse der drei Methoden fiir die
untersuchten Kontrolloberflichen Glas, Titan und Struvit sowie die verschiedenen

strontiumdotierten Struvitoberflachen diskutiert.

Fiir das mittels TRAP-Farbung visualisierbare zytoplasmatische Enyzm TRAP sind
zwei [soformen bekannt, die beide im menschlichen Blut zirkulieren. Wahrend TRAP
5a von Makrophagen und dendritischen Zellen sezerniert wird, wird TRAP 5b aus-
schliefslich von Osteoklasten freigesetzt. Deshalb eignet sich TRAP 5b als Marker
einer erfolgreichen Osteoklastogenese [53|. Die im verwendeten Kit als Substrat die-
nende Naphtol AS-BI Phosphorsiure wird dabei weitgehend selektiv durch die Iso-
form 5b hydrolysiert [85]. Aus diesem Grund kann fiir die durchgefiihrte Farbung
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angenommen werden, dass es sich bei den violett gefiarbten Zellen um TRAP 5b-
positive und somit osteoklastére Zellen handelt. Dies wird weiterhin dadurch unter-
stiitzt, dass Zellen ohne Zugabe von RANKL zum Kulturmedium im Gegensatz dazu
eine braunliche Farbung aufwiesen (vgl. Abb. 4.5 (a)). Bei Supplementierung des
Mediums mit RANKL zeigten sich auf Glas hinsichtlich Morphologie und Anfirb-
barkeit unterscheidbare Zellpopulationen, die verschiedenen Differenzierungsstadien
entsprechen (vgl. Abb. 4.5 (b) und (c)). Grofe Zellen mit einem Durchmesser von et-
wa 50 um bis 400 um zeichneten sich durch hellviolettes Zytoplasma aus und kénnen
aufgrund ihrer Grofe und des Nachweises mehrerer Zellkerne nach morphologischen
Kriterien als ausdifferenzierte Osteoklasten identifiziert werden. Bei den dunkelvio-
lett gefirbten Einzelzellen, die einen Durchmesser von etwa 10 um aufwiesen, handelt
es sich dagegen wahrscheinlich um mononukleére Vorlduferzellen. Dariiber hinaus
waren noch verschiedene fusionierte Zwischenstadien vorhanden, wobei sich diese
durch den Nachweis von hellviolettem Zytoplasma, jedoch ohne eindeutig identifi-
zierbare Zellkerne auszeichnen. Da unter dem Einfluss von RANKL auch sédmtliche
Vorlauferzellen violett anfarbbar waren, ldsst sich ableiten, dass nicht nur ausdiffe-
renzierte Osteoklasten TRAP 5b sezernieren, sondern bereits auch deren Vorstufen.
Hierzu zeigten Halleen et al., dass sowohl aktive als auch inaktive Osteoklasten zur
TRAP-Sekretion fihig sind [53]. Dariiber hinaus wurden auch mononukleére Zellen
bereits als TRAP-positiv beschrieben [86].

Im Vergleich zu Glas erwies sich die Beurteilung der Osteoklastogenese auf den iib-
rigen Proben als deutlich erschwert, was auf die Rauigkeit der Oberflachenstruktur
zuriickzufiihren ist. Dadurch gestaltete sich bei der Betrachtung im Auflichtmikro-
skop insbesondere die exakte Unterscheidung zwischen vollstindig differenzierten
Osteoklasten und fusionierten Vorstufen als sehr schwierig, sodass als Kriterium fiir
reife Osteoklasten eindeutig identifizierbare Zellkerne vorausgesetzt wurden. Dabei
ist jedoch nicht auszuschlieffen, dass vorhandene Zellkerne lediglich aufgrund ihrer
schlechten optischen Abgrenzbarkeit zum Hintergrund der Probenoberfliche nicht
erkennbar waren und Zellen aus diesem Grund falsch klassifiziert wurden. Somit er-
laubt die TRAP-Farbung zwar eine erste Einschidtzung der Osteoklastendifferenzie-
rung, fiir eine detaillierte Analyse des Differenzierungsverhaltens ist diese Methode
jedoch nur bedingt geeignet. Diese Problematik ist auch der Grund dafiir, dass eine
Ermittlung der Osteoklastenzahl ausgehend von TRAP-Farbungen in der vorliegen-

den Arbeit nicht angewendet werden konnte.
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Um eine genauere Einschitzung des Differenzierungsvorgangs von Osteoklasten vor-
nehmen zu kénnen, wurde des Weiteren Aktin fluoreszenzmikroskopisch dargestellt.
Unter Verwendung fluoreszenzmarkierten Phalloidins stellt sich polymerisiertes F-
Aktin rot dar, wihrend sich Zellkerne mittels Hoechst-Farbung blau farben und
somit die Mehrkernigkeit von Osteoklasten gezeigt werden kann. Fiir ringférmig
angeordnetes F-Aktin sind in Abhéngigkeit des Substrats zwei verschiedene Orga-
nisationsformen — Podosomen-Giirtel sowie Versiegelungszone — beschrieben. Podo-
somen stellen zylindrische Aktinstrukturen dar, die ausgehend von Aktin-Clustern
sogenannte Podosomen-Giirtel oder sealing zone-like structures (SZL) in der Zell-
peripherie ausbilden. Diese weisen eine Dicke von etwa 0,5 um auf und entstehen
in Zellen, welche auf nicht mineralisierten Oberflichen kultiviert wurden. Die Ver-
siegelungszone hingegen ist mit etwa 4 um deutlich dicker und entsteht nur bei
Zellen, die auf mineralisiertem Substrat kultiviert wurden. Im Gegensatz zu SZL
liegt die Versiegelungszone zentraler und weist zudem einen geringeren Durchmes-
ser auf. Dariiber hinaus besitzen nur polarisierte Zellen eine Versiegelungszone, im
nicht-polarisierten, migrierenden Zustand sind keine dieser charakteristischen Ak-
tinstrukturen erkennbar [87-90]. Somit stellt sich die Frage nach der Einordnung
der in vorliegender Arbeit beobachteten Aktinringe. Aufgrund der Dicke der Ringe
von circa 2-4 um ist eher davon auszugehen, dass es sich um die Versiegelungszone
handelt. Dem widerspricht die Tatsache, dass vergleichbar dicke Aktinringe auch auf
den nicht-mineralisierten Oberflichen Glas und Titan zu beobachten waren und die
Ringe auf allen Proben sehr peripher gelegen waren. Damit ldsst sich fiir die be-
obachteten Aktinringe eine Charakterisierung nach obigen Kriterien nicht eindeutig
vornehmen. Andere Publikationen kommen jedoch zu dem Schluss, dass eine strikte
Trennung der beiden Organisationsformen von Aktin nur eingeschrénkt mdoglich ist
oder diese sogar dquivalent sein kdnnten. So besteht auch die Vesiegelungszone aus
einzelnen Podosomen, die sich von SZL lediglich durch grofere Dichte sowie hoheren
Vernetzungsgrad unterscheidet [91]. Beobachtungen von Fuller et al. legen zudem
nahe, dass sowohl die Ausbildung von Versiegelungszonen als auch die Ausbildung
von SZL eine Aktivierung der osteoklastiren Resorptionstétigkeit widerspiegelt [92],
sodass fiir die Aktivitdt und Funktion von Osteoklasten Knochen nicht zwingend
als Substrat notwendig ist [93]. Somit ist davon auszugehen, dass fiir Zellen mit
Aktinringen in jedem Fall mittels Immunfluoreszenz der sichere Nachweis fiir reife

Osteoklasten erbracht ist.
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Mittels REM zeigten sich vollstindig differenzierte Osteoklasten auf Glas als flach
ausgebreitete Zellen, die iiber zahlreiche Zellfortsitze augenscheinlich fest am Unter-
grund adhérierten. Die als Randwall in der Zellperipherie imponierende Verdickung
(vgl. Abb. 4.11) ist als Korrelat fiir die fluoreszenzmikroskopisch darstellbaren Ak-
tinringe beschrieben [90]. Auf Titan und Struvit war demgegeniiber eine verdnderte
Morphologie mit deutlich gewélbterer Oberfliche zu erkennen (vgl. Abb. 4.12 Tag 4
und Tag 7). Dies steht in Einklang mit bisherigen Beobachtungen, bei denen sich Os-
teoklasten auf raueren Proben wie Dentin oder Bruschitzementen in vergleichbarer
Form présentierten [90, 94|. Einige der hier vorliegenden Osteoklasten zeigten auch
die von Roy et al. beschriebenen charakteristischen zentralen Vorwolbungen der Plas-
mamembran, die als blebs bezeichnet werden [70]. Eine gute Adhésion schien trotz
Unebenheiten der Probenoberfliche auch hier iiber feine Zellfortsitze gewihrleistet
zu sein. An den Tagen 11 und 14 wiesen jedoch zahlreiche grofsere Osteoklasten
eine hiervon abweichende flache Gestalt auf. Da eine solche Morphologie untypisch
fiir diese Oberflichen ist, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um Arte-
fakte im Zuge der Probenvorbereitung handelt. Moglicherweise wurde wiahrend der
Waschschritte der aufgewdlbte Zellteil abgerissen und abgespiilt, sodass nur noch
die fest anhaftende basal gelegene Plasmamembran verblieb. Zur Beurteilung der
REM-Aufnahmen ist anzumerken, dass diese keine sichere Differenzierung zwischen
reifen Osteoklasten und spéten Stadien fusionierter Vorlduferzellen erlaubt. Es ist
anzunehmen, dass sich diese morphologisch bereits stark dhneln, sodass — wie bereits
erldutert — die fluoreszenzmikroskopische Aktindarstellung hierzu besser geeignet er-

scheint.

Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten TRAP-Farbungen zeigten sich auf den
Kontrolloberflichen Glas, Titan sowie Struvit an allen Tagen TRAP-positive Zellen
(vgl. Abb. 4.6). Dies entspricht lediglich zum Teil den Beobachtungen von Grofardt
et al., da hierbei auf Struvitzementen kein Nachweis TRAP-positiver Zellen moglich
war. Dabei wurde als Grund mangelnde Stabilitidt in der Kristallstruktur der Ze-
mente angenommen [61]. Somit steht der erfolgreiche Nachweis auf elektrochemisch
abgeschiedenen Struvitschichten nicht im Widerspruch zu bisherigen Ergebnissen,
sondern zeigt einen methodischen Vorteil gegeniiber Struvitzementen auf. Mittels
Immunfluoreszenz und REM liefs sich auf Titan und Struvit ebenfalls an allen Tagen
das Vorhandensein osteoklastirer Zellen aufzeigen, wobei bereits ab Tag 4 nach mor-

phologischen Kriterien vollstindig differenzierte Osteoklasten zu beobachten waren.
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Demgegeniiber zeigte sich die vollstindige Differenzierung zu multinukledren Osteo-
klasten mittels TRAP-Farbung erst verspétet ab Tag 11, was jedoch auf die bereits
aufgefiihrten Schwierigkeiten bei der Beurteilung dieser Methode zuriickzufiihren ist
(s. Seite 69). Beim Vergleich der Aktinringe auf den Oberflichen Glas, Titan sowie
Struvit fielen unterschiedlich grofe Durchmesser auf, die vermutlich auf Unterschiede
in der Oberflichenbeschaffenheit zuriickzufiihren sind. Fuller et al. zeigten, dass die
Zellausbreitung auf glatten Proben erleichtert ist, was sich in der Ausbildung gro-
ferer Aktinringe manifestiert [92]. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen
waren auch in der hier vorliegenden Arbeit mittels TRAP-Farbung sowie Fluores-
zenzmikroskopie auf Glas im Mittel grofere Osteoklasten als auf Titan vorhanden
(s. Abschnitt 4.1.3). Aktinringe auf Struvit kultivierter Osteoklasten wiesen gegen-
iiber Titan im Mittel ebenfalls deutlich gréfsere Durchmesser auf. Auf der Grundlage
von REM-Aufnahmen ist jedoch davon auszugehen, dass Struvit gegeniiber sandge-
strahltem Titan eine rauere Oberflache aufweist [61, 95]. Somit scheint die Rauigkeit
der Proben nicht der einzige Faktor zu sein, der die Gréfe von Osteoklasten beein-
flusst. Vielmehr steht vermutlich die Ausbildung gréflerer Aktinringe auf Struvit mit
der hier vorliegenden kristallinen Struktur der Beschichtung in Verbindung, die sich

forderlich auf die Ausbreitungstendenz von Osteoklasten auszuwirken scheint.

Durch Dotierung der Struvitschichten mit 6 pug beziehungsweise 45 pug Strontium
konnte anhand der TRAP-Férbung (vgl. Abb. 4.6) anfénglich ein hemmender Ein-
fluss festgestellt werden, da an Tag 4 noch keine Zellfusionen nachweisbar waren.
Diese initiale Hemmung der Osteoklastogenese bestétigte sich auch bei der Visuali-
sierung von Aktin, da an Tag 4 sowohl auf Sr6 als auch auf Sr45 noch keine Aktinrin-
ge als Zeichen reifer Ostoklasten vorhanden waren (vgl. Abb. 4.9). Auf Sr6 zeigten
sich erst an Tag 11 vollstindig ausgebildete Aktinringe, sodass auf dieser Oberfliche
die Ausbildung von Osteoklasten noch weiter verzogert war als anhand der TRAP-
Farbung angenommen. Auch auf Sr186 erwiesen sich Zellen, die an Tag 4 mittels
TRAP-Farbung als Osteoklasten klassifiziert wurden, in der Fluoreszenzmikroskopie
noch als mehrkernige Zellfusionen. Obwohl sich mittels REM (vgl. Abb. 4.12) hiervon
abweichend bereits am ersten Messtag osteoklastire Zellen nachweisen liefsen, kann
trotzdem angenommen werden, dass es bei Zusatz von Strontium in diesen Mengen
zu einer Verzogerung der Osteoklastogenes um mindestens vier Tage kam. Der Grund
hierfiir liegt in der bereits beschriebenen mangelhaften elektronenmikroskopischen

Differenzierbarkeit zwischen fusionierten Vorstufen und reifen osteoklastaren Zellen
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(s. Seite 71). Dariiber hinaus zeigte sich anhand der TRAP-Ubersichtsaufnahmen,
dass mit Steigerung des Strontiumzusatzes auf bis zu 186 ug pro Probe die Menge
TRAP-positiver Zellen abnahm (vgl. Abb. 4.8).Als Grund hierfiir kommen grund-
satzlich zwei Moglichkeiten in Betracht. Zum einen kénnte mit steigender Strontium-
dotierung eine Hemmung der Osteoklastogenese auch im gesamten Versuchszeitraum
die weitere Ausbildung TRAP-positiver Zellen vermindern. Zum anderen kénnte auf
eine konzentrationsabhangige Forderung der Apoptose von Osteoklasten und ande-
ren TRAP-positiven Vorlduferzellen geschlossen werden. Diese Annahme wird bei
der ndheren morphologischen Betrachtung der vorhandenen Zellen mittels REM un-
terstiitzt. Dabei zeigten sich im Verlauf der Messtage zunehmend Osteoklasten mit
Lochern und Rissen, die geméf Xia et al. als apoptotische Osteoklasten eingestuft
werden konnen [94]. In Anbetracht der Tatsache, dass dies auf Titan und Struvit
kaum zu beobachten war, kann daraus gefolgert werden, dass Strontium in diesen

Konzentrationen die Apoptoserate fordert.

Bei einer Erhéhung der Dotierung auf 212 pug, 290 ug, 371 nug beziehungsweise 487 ug
Strontium pro Probe konnten mittels TRAP-Farbung ab Tag 4 zwar Zellfusionen
nachgewiesen werden, vollstindig differenzierte Osteoklasten waren jedoch iiber den
gesamten Versuchszeitraum nicht eindeutig identifizierbar (vgl. Abb. 4.7). Dage-
gen zeigten sich in der Immunfluoreszenz bereits am ersten Messtag auf allen vier
Proben Aktinringe, die lediglich auf Sr290 und Sr487 noch nicht vollstindig or-
ganisiert erschienen (vgl. Abb. 4.10). Diese mangelnde Ubereinstimmung zwischen
den Ergebnissen aus TRAP-Farbung und fluoreszenzmarkierter Aktindarstellung ist
erneut auf die bereits beschriebenen Schwierigkeiten bei der Beurteilung der TRAP-
Féarbung zuriickzufithren (s. Seite 69). Es lasst sich somit beobachten, dass eine
weitere Erhohung des Strontiumzusatzes auf iiber 200 pug im Gegensatz zu niedri-
geren Strontiumdotierungen die initiale Osteoklastogenese nicht nennenswert ver-
zogerte. Anhand der Ubersichtsaufnahmen fiir diese vier Strontiumdotierungen ist
ersichtlich, dass die Zahl TRAP-positiver Zellen gegeniiber Struvit in einem mit
Sr186 vergleichbaren Mafe reduziert war (vgl. Abb. 4.8). Dies lisst ebenfalls auf
eine Steigerung der Apoptoserate schliefen, was durch die REM-Aufnahmen un-
terstiitzt wird, da sich dort auf Sr290 beziehungsweise Sr487 im Verlauf vermehrt
apoptotische Osteoklasten nachweisen lieken (vgl. Abb. 4.12). Zudem zeigten grofe-
re Osteoklasten ab Tag 7 vielfach deutlich aufgewélbte Zellréinder (vgl. Abb. 4.12),

sodass ein fester Kontakt zum Untergrund nicht mehr gewédhrleistet zu sein schien.
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Ein Strontiumzusatz in diesen Mengen hemmt somit zwar nicht unmittelbar die
Ausbildung osteoklastentypischer Strukturen, fordert jedoch ebenfalls die Apoptose
von Osteoklasten. Dariiber hinaus kdnnten die vorliegenden Ergebnisse aber auch
Hinweis darauf sein, dass Strontium in diesen Konzentrationen eine Storung der
zelluldren Adhésion sowie Ablésung vom Substrat bewirkt, was moglicherweise se-

kundér die Funktionsfahigkeit der Zellen beeintréchtigt.

Anhand der verschiedenen mikroskopischen Ergebnisse ldsst sich damit zusammen-
fassen, dass Strontiumdotierungen unter 200 pg eine initiale Hemmung der Osteo-
klastogenese bewirken, die auf Sr6 am ausgeprigtesten ausfiel. Zudem ist bei diesen
Dotierkonzentrationen mit steigender Strontiummenge eine vermehrte Apoptoserate
anzunehmen. Demgegeniiber scheinen Strontiummengen iiber 200 pg zwar geringe-
ren direkten Einfluss auf die Osteoklastogenese zu nehmen, dafiir aber ebenfalls

pro-apoptotisch sowie anti-adhésiv zu wirken.

5.1.2 Beurteilung von Differenzierungsvorgiangen

auf transkriptioneller Ebene

Um die Osteoklastendifferenzierung auch hinsichtlich der Expression osteoklastenty-
pischer Gene beurteilen zu kénnen, erfolgte der Nachweis von Kathepsin K (CATK)
sowie Calcitoninrezeptor 2 (CTR2) mittels PCR und anschliefender Agarose-Gel-
elektrophorese. Dabei diente der Nachweis von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehy-
drogenase (GAPDH) auf allen Proben iiber den gesamten Versuchszeitraum zur
Kontrolle einer erfolgreichen Durchfithrung der PCR. Lediglich auf Polystyrol (PS)
an Tag 14 konnte keine GAPDH-Expression gezeigt werden, was jedoch nicht als me-
thodisches Problem zu betrachten ist. Stattdessen ist der fehlende GAPDH-Nachweis
auf einen RNA-Verlust im Rahmen der Reinigungsschritte zuriickzufiithren, da aus-
gehend von dieser Probe in keinem Fall ein Gennachweis moglich war. Grundsétzlich
liegt bei der Beurteilung dieser Methode die gréfste Schwierigkeit in der Abhéngigkeit
der absoluten Genexpression, die trotz definierter eingesetzter RNA-Menge Schwan-
kungen unterliegt. Dies dufsert sich in variabler Bandenhelligkeit und ist zum einen
auf RNA-Verluste im Zuge der Reinigungsschritte zuriickzufiihren, zum anderen auf
eine schwankende Effektivitit der Reversen Transkriptase auf den verschiedenen
Proben [96]. Durch Verwendung von GAPDH als Referenzgen und Normierung der
Bandenintensitdten von CATK und CTR2 auf diejenigen von GAPDH wurde der
Einfluss schwankender Genmengen ausgeglichen (vgl. Abb. 4.14 (b) und 4.15 (b)).
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CATK ist ein proteolytisches Enzym zur Spaltung von Kollagen I [49] und wurde
mittels PCR auf Titan und Struvit ab Tag 3 nachgewiesen (vgl. Abb. 4.14). Die auch
an Tag 14 beobachtete starke CATK-Expression ldsst dabei auf eine erfolgreiche Os-
teoklastendifferenzierung iiber den gesamten Beobachtungszeitraum schliefen, was
in Einklang mit den bisherigen Ergebnissen steht. Der voriibergehende Abfall der
CATK-Expression auf Titan an Tag 7 ist dagegen nicht eindeutig einzuordnen, da
sich mikroskopisch keine Hinweise fiir eine Abnahme der Osteoklastogenese ergaben.
Es ist jedoch zu beachten, dass sich die Expression von CATK nicht nur auf reife
Osteoklasten beschrankt, sondern auch durch Makrophagen, diverse multinukleédre
Zellen sowie vermutlich durch Osteoklasten-Vorlauferzellen erfolgen kann, was die
Beurteilung der CATK-Expression erschwert [97-99].

Die auf Sr45 und Sr186 anhand bisheriger Resultate angenommene initiale Hemmung
der Osteoklastogenese scheint im Gegensatz zu der auf diesen Oberflichen vorhan-
denen hohen CATK-Expression an Tag 3 zu stehen. Es ist jedoch durchaus méglich,
dass diese auf zahlreiche Vorlauferzellen zuriickzufiihren ist und das Vorhandensein
vieler aktiver Osteoklasten lediglich suggeriert. Die im weiteren zeitlichen Verlauf be-
obachtete Abnahme der CATK-Expression ist anhand zweier potenzieller Ursachen
zu begriinden. Einerseits ist es moglich, dass die hier erhaltenen Intensititswerte
erneut vor allem die CATK-Expression der Vorlauferzellen abbilden, die zu einem
spateren Zeitpunkt in geringerer Zahl vorhanden waren. Andererseits konnte dies ein
Hinweis auf eine zusétzlich vorhandene spétere Hemmwirkung von Strontium auf die
Osteoklastogenese sein. Unterstiitzt wird diese These durch die REM-Aufnahmen,
auf denen sich gegeniiber den Kontrolloberflaichen vermehrt apoptotische Osteoklas-
ten zeigten, sowie durch die beobachtete Abnahme TRAP-positiver Zellen in den
Ubersichtsaufnahmen (s. Seite 73). Bei einer Dotierung mit 290 ug Strontium ex-
primierten Zellen im Gegensatz zu den iibrigen Proben am ersten Messtag kaum
CATK. Erst bis Tag 7 kam es zu einem starken Anstieg, woraus abgeleitet werden
kann, dass auf dieser Oberfliche in den ersten drei Tagen sowohl Vorlduferzellen als
auch Osteoklasten noch wenig Differenzierungsaktivitit aufwiesen. Dies steht im Wi-
derspruch zu den Beobachtungen der fluoreszenzmikroskopischen Aktindarstellung,
wo sich bereits am ersten Messtag eine beginnende Osteoklastendifferenzierung dar-
stellte. Auch die beobachtete Zunahme abgeldster, apoptotischer Osteoklasten mit-
tels REM steht nicht in Einklang mit den Ergebnissen der PCR. Ein eindeutiger
Erklarungsansatz hierfiir lasst sich schwer finden, es muss allerdings erneut auf die

mogliche CATK-Expression durch Vorlduferzellen hingewiesen werden. Dabei kénn-
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te auch in diesem Fall weniger die Genexpression von reifen Osteoklasten sondern
vielmehr von differenzierenden Vorstufen abgebildet worden sein. Zellen auf Sr487
wiesen wie auch auf den beiden Oberflichen Sr45 und Sr186 am ersten Messtag die
hochste CATK-Expression auf, welche ebenfalls im zeitlichen Verlauf abnahm. Dies
lasst erneut auf die beiden oben erlduterten Griinde schliefsen, wobei sich fiir eine
Dotierung mit 487 ug Strontium mikroskopisch bereits deutliche Hinweise fiir eine
im zeitlichen Verlauf zunehmende Apoptoseneigung differenzierter Osteoklasten ge-
zeigt hatte (s. Seite 74).

Da die Beurteilung der Osteoklastendifferenzierung vor dem Hintergrund der CATK-
Expression durch sowohl Osteoklasten als auch deren Vorstadien erschwert war, er-
folgte zuséatzlich die Bestimmung der CTR2-Expression auf den verschiedenen Pro-
benoberflichen. Durch die Bindung des Peptidhormons Calcitonin an seinen Rezep-
tor kommt es in vivo zu einer Hemmung der Knochenresorption und einer damit
verbundenen Erhchung des Serumcalciumspiegels [100]. Eine CTR-Expression war
dabei auf monozytiren Vorlauferzellen noch nicht nachweisbar, sondern erst im Zu-
sammenhang mit der Fusion und Ausbildung multinukledrer Osteoklasten [101]. Zu-
dem zeigte sich, dass CTR nur in Anwesenheit von RANKL exprimiert wird [102].
Somit diirfte die Bestimmung der CTR2-mRNA gegeniiber CATK eine geeignetere
Methode darstellen, um die Differenzierung zu reifen, multinukledren Osteoklasten
zu beurteilen.

Auf den Kontrolloberflichen Titan und Struvit erfolgte am ersten Messtag der ein-
deutige Nachweis einer CTR2-Expression, welche bis zum letzten Messtag stark
zunahm (vgl. Abb. 4.14). Dies deutet auf eine bestdndig zunehmende Osteoklastoge-
nese im Verlauf der Messtage hin, die in Ubereinstimmung mit den mikroskopischen
Ergebnissen steht (vgl. Abb. 4.9). Auf Sr45 war am ersten Messtag ebenfalls ein
eindeutiger Nachweis von CTR2-mRNA moglich, wohingegen die fluoreszenzmikro-
skopische Aktindarstellung an diesem Tag noch keine reifen Osteoklasten, sondern
fusionierte Vorstufen zeigte. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die detek-
tierte CTR2-Expression in diesem Fall auf die vorhandenen Zellfusionen zuriickzu-
fiihren ist. Bei einer Dotierung mit 186 ng, 290 ug beziehungsweise 487 pug Strontium
liefs sich an Tag 3 dagegen kaum CTR2-Expression nachweisen. Dariiber hinaus kam
es auf keiner strontiumdotierten Oberfliche zu einem mit den Kontrolloberflichen

vergleichbaren Anstieg der Genexpression bis Tag 14.
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Diese Ergebnisse zeigen in der Zusammenschau somit eindeutig einen hemmenden
Einfluss von Strontium auf die Expression osteoklastenspezifischer Gene iiber den
gesamten Versuchszeitraum. Damit ergibt sich neben der anhand mikroskopischer
Methoden ersichtlichen apoptotischen Wirkung von Strontium ein weiterer Nachweis

fiir eine strontiuminduzierte Storung der Osteoklastendifferenzierung.

5.1.3 Analyse der Aktivitat Tartrat-resistenter

saurer Phosphatase

Dariiber hinaus wurde zur Beurteilung der Osteoklastendifferenzierung die photome-
trische Bestimmung der TRAP-Aktivitat herangezogen. Das der Nachweismethode
zugrundeliegende Enzym Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) wird sowohl
intrazelluldr gespeichert als auch in die Resorptionslakune sezerniert, wo es zum
Abbau von Knochenmatrix beitrigt [52|. Fiir die photometrische Bestimmung der
TRAP-Aktivitat wurde eine Zell-Lyse durchgefiihrt, sodass intrazellulir gespeicherte
TRAP freigesetzt wurde, welche detektiert werden konnte. Zuvor in die Resorpti-
onslakune sezernierte, extrazellulire TRAP wurde durch die Entfernung des Kultur-
mediums vor der Lyse nicht miterfasst. Wie bereits beschrieben wird intrazellulére
TRAP nicht nur in reifen Osteoklasten, sondern auch bereits in mononukledren Vor-
stufen gebildet (s. Seite 69). Daraus folgt, dass eine erh6hte TRAP-Aktivitét nicht
ohne Weiteres mit dem Vorhandensein aktiver, differenzierter Osteoklasten gleich-
zusetzen ist, sondern auch auf Vorlduferzellen zuriickzufiihren ist. Zudem entfillt
bei der photometrischen Methode die Moglichkeit einer optischen Unterscheidung
hinsichtlich morphologischer Kriterien wie dem der Mehrkernigkeit, sodass eine Be-
urteilung verglichen mit der TRAP-Farbung noch weiter erschwert ist. Da sowohl
TRAP-Féarbung als auch photometrisch bestimmte TRAP-Aktivitdt nur intrazellu-
lar vorliegende TRAP detektieren, konnte prinzipiell von einer guten Vergleichbar-
keit der beiden Methoden ausgegangen werden. Bei der Auswertung der photome-
trischen TRAP-Aktivitdt zeigte sich jedoch, dass undifferenzierte RAW 264.7 Zel-
len ohne RANKL-Zusatz vergleichbare, hdufig sogar hthere TRAP-Werte aufwiesen
als Zellen mit RANKT-versetztem Kulturmedium. Demgegeniiber liefen sich mittels
TRAP-Farbung eindeutige Unterschiede zwischen An- beziehungsweise Abwesenheit
von RANKL erkennen (s. Abschnitt 4.1.3). Der Grund fiir die fehlende Ubereinstim-
mung zwischen den beiden Methoden ist vermutlich im Einsatz zweier verschiede-
ner Substrate zu sehen. Wahrend fiir die Farbung Naphtol-ASBI-Phosphorsiue als
Substrat diente, wurde fiir die photometrische Messung para-Nitrophenylphosphat
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verwendet. Ersteres wird als sehr selektiv fiir die osteoklastenspezifische Isoform
TRAPSb beschrieben, wohingegen letzteres als eher unspezifisch gilt und sowohl
TRAPb5a als auch TRAPSb detektiert [53, 80]. Daraus lésst sich folgern, dass die
ermittelte TRAP-Aktivitat zu einem betréchtlichen Teil auf die Isoform 5a zuriick-
zufithren ist. Deshalb kann hohe TRAP-Aktivitdt zwar zunehmende Osteoklasten-
differenzierung widerspiegeln, kann aber ebenso Ausdruck vieler monozytéarer oder
fusionierter Vorlauferzellen sein. An dieser Stelle sei jedoch auch auf Beispiele in
der Literatur hingewiesen, die eine gute Korrelation zwischen TRAP-Férbung und
photometrischer TRAP-Aktivitit zeigen [103]. Dies ist dahingehend erstaunlich, da
vergleichbare Methoden wie in der vorliegenden Arbeit zum FEinsatz kamen. Diese
Diskrepanz konnte auf einigen methodischen Unterschieden bei der Durchfiihrung
der TRAP-Aktivitdtsmessung beruhen, eine abschliefende Erklarung lisst sich aber
nicht finden. Dennoch muss aufgrund der zuvor erlauterten Faktoren die Aussage-
kraft der photometrische bestimmten TRAP-Aktivitdt als deutlich limitiert und der

Férbung unterlegen eingestuft werden.

Vor diesem Hintergrund zeigte sich fiir die beiden durchgefiihrten Messreihen le-
diglich eine mangelhafte Reproduzierbarkeit. Als Ursache hierfiir kann eine unter-
schiedliche Differenzierungsaktivitit zum jeweiligen Messzeitpunkt in den beiden
Messreihen angenommen werden. Davon ist grundsétzlich auszugehen, da sich die
Zellen zum jeweiligen Zeitpunkt der Aussaat mit grofer Wahrscheinlichkeit in ver-
schiedenen Phasen des Zellzyklus befanden und Differenzierungsvorginge deshalb
unterschiedlich schnell und in variablem Ausmafs einsetzten. Dies legt insbesondere
die Analyse der Kontrolloberflichen nahe, da sich dort in beiden Messreihen eine
stark fluktuierende TRAP-Aktivitit mit jeweils genau entgegengesetzten Verldufen
zeigte. Zudem konnte diese These auch einen Erklarungsansatz dafiir darstellen, dass
das Ausmak der TRAP-Aktivitit zwischen den beiden Messreihen stark voneinan-
der abweicht. Auf den Kontrolloberflichen Titan und Struvit war in Ubereinstim-
mung mit der TRAP-Farbung bereits am ersten Messtag deutliche TRAP-Aktivitat
nachweisbar. Die mittels Photometrie beobachteten Schwankungen zwischen den
einzelnen Messtagen lassen sich dagegen mittels Farbung schlecht verifizieren. Dies
ist jedoch aus oben dargelegten Griinden grundsitzlich schwierig und erlaubt es
deshalb kaum, die beiden Methoden in direkte Korrelation zu setzten. Die gegen-
iiber Titan zumeist reduzierte TRAP-Aktivitat auf Struvit lisst sich vor dem Hin-

tergrund der iibrigen Ergebnisse nicht sicher einordnen, da diese tendenziell eine
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vermehrte Ausbildung von Osteoklasten und deren Vorstufen auf Struvit zeigten
(s. Abschnitt 5.1.1). Es sei jedoch erneut darauf hingewiesen, dass eine niedrigere
TRAP-Aktivitat nicht zwangslidufig mit geringerer Osteoklastogenese gleichzusetzen
ist. Durch den Zusatz von 45 ng Strontium pro Probe zeigten sich nur geringfiigige
Abweichungen zu undotiertem Struvit, sodass kein signifikanter Einfluss von Stron-
tium gegeniiber den Kontrolloberflichen beobachtet werden konnte. Dies steht im
Widerspruch zu sdmtlichen bisherigen Beobachtungen, die sowohl eine strontium-
abhéngige initiale Hemmung der Osteoklastendifferenzierung als auch eine reduzier-
te Osteoklastogenese im spéteren Verlauf der Messtage gezeigt hatten. Auch eine
héhere Dotierung mit 186 pg, 290 ug beziehungsweise 487 ug Strontium lasst mit-
tels TRAP-Aktivitdtsbestimmung keine validen Riickschliisse auf das Differenzie-
rungsverhalten der Zellen zu. Damit muss der Stellenwert der hier durchgefiihrten
photometrischen TRAP-Bestimmung insgesamt als relativ gering eingestuft werden,
sodass diese Methode bei der Beurteilung des Einflusses von Strontium auf die Os-

teoklastogenese kaum herangezogen werden kann.

Um die Aussagekraft der photometrischen TRAP-Aktivitatsbestimmung zu erhd-
hen und eine bessere Vergleichbarkeit mit der Methode der TRAP-Farbung zu er-
halten, konnte eine Anpassung des Assays zur TRAP-Aktivitdtsbestimmung nach
Janckila et al. unter Verwendung von Naphtol-ASBI-Phosphat als Substrat vorge-
nommen werden [80, 85]. Dariiber hinaus erscheint die Durchfithrung eines alterna-
tiven Verfahrens sinnvoll, um eine weitere aussagekriftige Methode zur Beurteilung
der Osteoklastendifferenzierung heranziehen zu kénnen. Alatalo et al. etablierten
beispielsweise ein Immunoassay, das TRAP5b im Kulturmedium detektiert. Da mo-
nonukledre Zellen zwar TRAP-positiv sind, jedoch kein TRAP5b sezernieren, eignet
sich die Bestimmung der extrazelluliren TRAP5b — wie auch von Rissanen et al.
gezeigt — als guter Marker fiir die Zahl von Osteoklasten [104, 105]. Da davon aus-
gegangen wird, dass TRAP5b unabhingig von osteoklastirer Resorptionstitigkeit
sezerniert wird, eignet es sich allerdings nur eingeschrinkt als Marker fiir die Ak-
tivitat osteoklastérer Zellen [53]. Hierfiir scheint die Bestimmung von sezerniertem
C-terminal cross-linked telopeptides of type I collagen einen noch besser geeigneten
Marker darzustellen [105]. Dennoch lisst sich extrazellulire TRAPSb als sehr gutes
Korrelat fiir die Resorptionstétigkeit einstufen, da es mit einer Erhéhung bei Kno-
chenerkrankungen wie Osteoporose einhergeht und zuverléssig auf das Frakturrisiko
schliefen lasst [53].
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5.1.4 Proliferationsverhalten und zellulare Aktivitat

Bei der Beurteilung von Zellzahl und metabolischer Aktivitdt ist grundsétzlich zu
beriicksichtigen, dass es sich bei den untersuchten RAW 264.7 Zellen um eine hetero-
gene Zellpopulation handelt, die von Differenzierungs- sowie Proliferationsvorgingen
geprigt wird. Die Differenzierung als spezifisches Merkmal der Osteoklastogenese ist
dabei gekennzeichnet durch die Fusion mononukledrer Vorlauferzellen zu multinukle-
dren Osteoklasten (s. Abschnitt 2.1.2). Zudem findet aber auch wie in jeder Zellpo-
pulation Proliferation statt, welche mit Zellteilung und Zellvermehrung einhergeht.
Daraus folgt, dass eine abnehmende oder stagnierende Zellzahl als Ausdruck einer
vermehrten Differenzierung mit Fusion zahlreicher Vorlauferzellen zu Osteoklasten
gewertet werden kann; andererseits kann dies aber auch eine verringerte Zellprolife-
ration oder erhohte Apoptoserate darstellen. Dies ist grundsétzlich auch fiir die hier
durchgefiihrte Zellzahlbestimmung mittels Casy 1 Zellzdhler zu beriicksichtigen, da
Zellen ab einer Grofse von 8 um erfasst wurden. Somit setzt sich die ermittelte Zell-
zahl aus verschiedenen Differenzierungsstadien zusammen und kann nicht mit der
Osteoklastenzahl gleichgesetzt werden. Zudem ist nicht auszuschliefien, dass teilweise
abgeloste Beschichtungspartikel bei der maschinellen Messung als Zellen eingestuft
wurden. Zur Minimierung dieser moglichen Fehlerquelle erfolgte zusatzlich stich-
probenartig die Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer. Hierbei
war ersichtlich, dass sich insgesamt nur wenige Beschichtungspartikel in der Zellsus-
pension befanden und die ermittelten Zellzahlen mit denjenigen der maschinellen
Messungen gut iibereinstimmten. Auch fiir die parallel dazu gemessene Zellaktivi-
tdt ist die Trennung zwischen Differenzierungs- und Proliferationsvorgdngen kaum
moglich, da WST-Reagenz von Enzymen, die alle viablen Zellen aufweisen, umge-
setzt wird (s. Abschnitt 3.5.2). Die zudem ermittelte Einzelzellaktivitéit liefert dabei
zusitzliche Informationen beziiglich des Energiebedarfs einzelner Zellen. Da jedoch
eine hohe Aktivitdt pro Zelle sowohl bei differenzierten, aktiven Osteoklasten als
auch bei Apoptosevorgéingen zu beobachten ist [106], ist zur Beurteilung des zellula-
ren Verhaltens haufig die Beriicksichtigung der zuvor erlduterten Ergebnisse anhand
mikroskopischer Methoden erforderlich (s. Abschnitt 5.1.1).

Der auf Titan zu beobachtende meist sehr starke initiale Riickgang der Zellzahl
(vgl. Abb. 4.1 und 4.2), konnte Ausdruck einer ausgepriagten Fusion zu multinu-
kledren Osteoklasten sein. Diese Annahme wird unterstiitzt durch die dabei beob-
achtete Zunahme der Einzelzellaktivitat (vgl. Abb. 4.3), da Osteoklasten bedingt
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durch das Vorhandensein zahlreicher Mitochondrien typischerweise eine hohe Akti-
vitdt pro Zelle aufweisen. Auch die Fluoreszenzfirbung ldsst auf eine ausgeprigte
Osteoklastogenese in den ersten Tagen schliefen, wie anhand von Abbildung 4.9
ersichtlich ist. Davon abweichend zeigte sich hingegen die CTR-Expression, die eine
besonders starke Fusion und Osteoklastendifferenzierung gegen Ende des Beobach-
tungszeitraumes nahe legt. Dazu ist anzumerken, dass es sich fiir Farbungen, PCR
und Zellzahlbestimmung jeweils um verschiedene Versuchsansitze handelte, sodass
sich die Zellen bei Aussaat moglicherweise in unterschiedlichen Entwicklungspha-
sen befanden. Dies kénnte folglich dazu fiihren, dass je nach Zellteilungsstadium
Differenzierungsvorgiange unterschiedlich schnell einsetzten. Der Zeitpunkt der ma-
ximalen Osteoklastogenese ist somit nicht eindeutig festzulegen. Die im weiteren
Verlauf beobachtete Zunahme der Zellzahl lisst sich vermutlich sowohl auf die Pro-
liferation mononukledrer Zellen als auch insbesondere auf die steigende Zahl reifer
Osteoklasten zuriickfithren (vgl. Abb. 4.9).

Zellen auf Struvit schienen bereits innerhalb der ersten drei Tage relativ stark zu
fusionieren, wie die in allen Messreihen niedrigere mittlere Zellzahl an Tag 3 bezogen
auf Titan nahelegt (vgl. Abb. 4.1 und 4.2). Hierfiir spricht auch die im Mittel héhe-
re Einzelzellaktivitit auf Struvit verglichen mit Titan am ersten Messtag sowie der
fluoreszenzmikroskopische Nachweis zahlreicher Osteoklasten auf Struvitoberflachen
(vgl. Abb. 4.3 und 4.9). Im weiteren zeitlichen Verlauf kam es wie aus Abbildung
4.1 (a) und (b) ersichtlich, bis Tag 6 zu einer starken Zunahme der Zellzahl, die
vermutlich vor allem auf vermehrte Zellproliferation zuriickzufithren ist. Der an-
schliefende Verlauf mit Abweichungen zwischen den beiden Messreihen kann als
unterschiedlich ausgepriagtes Differenzierungs- und Proliferationsverhalten gewertet
werden. Ein dabei zwischenzeitlich auftretender Riickgang der Zellzahl kénnte zwar
durch vermehrte Apoptose hervorgerufen werden, im Hinblick auf die Beobachtungen
anhand der Farbungen ist jedoch eher von einer {iberwiegenden Zellfusion als Ursa-
che riickléufiger Zellzahlen auszugehen. Ein hiervon abweichender zeitlicher Verlauf
ist in Abbildung 4.2 (a) und (b) zu erkennen, wo es analog zu Titan von Tag 3 bis
Tag 6 zu einem deutlichen Riickgang der Zellzahl kam. Hier scheint somit initial die
Differenzierung zu Osteoklasten und nicht die Zellproliferation im Vordergrund zu
stehen, was durch die zugehorige Phalloidinfarbung belegt wird. Die Beobachtung,
dass meist niedrigere Zellzahlen als auf Titan vorlagen, ist unter Beriicksichtigung
der Farbungen auf die groflere Zahl mehrkerniger Osteoklasten zuriickzufiithren. Der

Grund fiir die beiden unterschiedlichen Verhaltensweisen von Zellen auf Struvit liegt
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vermutlich darin begriindet, dass zwei verschiedene Beschichtungsmodalititen zum
Einsatz kamen. Im ersten Fall erfolgte die Abscheidung bei ungepulstem Stromfluss
von 50mA, im zweiten Fall bei gepulstem Strom der Stirke 40 mA. Die weiteren
Beschichtungsparameter waren identisch, ebenso die Zusammensetzung des Elek-
trolyten. Aus diesem Grund erscheint es zwar verwunderlich, dass solch geringfiigige
Anderungen fiir die beobachteten Unterschiede im Verhalten der Zellen verantwort-
lich sind. Dennoch koénnte es dadurch zu minimalen strukturellen Unterschieden
gekommen sein, die bereits Einfluss auf das Differenzierungs- und Proliferations-
verhalten nehmen. Ein weiterer in Betracht zu ziehender Aspekt ist die Tatsache,
dass im ersten Fall neue, im zweiten Fall zuvor gebrauchte Titanplattchen zum Ein-
satz kamen. Dadurch, dass die Pldttchen aber in beiden Fillen griindlich nach oben
aufgefiihrtem Schema behandelt wurden (s. Abschnitt 3.3.1) und auf Titan ein gut
reproduzierbares Verhalten der Zellzahlen vorliegt (vgl. Abb. 4.1 und 4.2), kann
dieser Faktor aller Wahrscheinlichkeit nach vernachlissigt werden. Eine mogliche
Abweichung aufgrund von unterschiedlichen Versuchsansétzen — wie auf Seite 81
beschrieben — ist wegen der guten Ubereinstimmung des Zellverhaltens auf Titan

ebenfalls weitgehend auszuschliefien.

Mit einer geringen Menge Strontium von 6 pg pro Probe zeigte sich am ersten
Messtag eine mit reinem Struvit vergleichbare Zellzahl (vgl. Abb. 4.1). Zu diesem
Zeitpunkt waren auf Sr6 im Gegensatz zu Struvit mikroskopisch jedoch noch keine
vollsténdig differenzierten Osteoklasten nachweisbar (vgl. Abb. 4.9). Somit ist die
gegeniiber Titan leicht reduzierte Zellzahl nicht auf vermehrte Zellfusion, sondern
vermutlich auf eine geringere Proliferationstéatigkeit zuriickzufiihren. Da Zellzahl und
-aktivitat auch im weiteren Verlauf nur geringfiigige Unterschiede zu reinem Struvit
aufwiesen, ist anzunehmen, dass 6 ug Strontium pro Probe eine zu geringe Men-
ge darstellt, um langfristig Einfluss auf RAW 264.7 Zellen zu nehmen. Dies lasst
sich auch anhand der Farbungen nachvollziehen, da ab Tag 11 keine Hinweise mehr
auf differenzierungshemmende Strontiumeffekte vorlagen. Allerdings wurde mittels
Fluoreszenzfarbungen an Tag 7 noch keine erfolgreiche Osteoklastogenese beobach-
tet (vgl. Abb. 4.9), sodass die Dauer des hemmenden Strontiumeinflusses nicht ge-
nau ermittelt werden kann. Die an Tag 3 auf Sr45 und Sr186 beobachteten hohen
Zellzahlen bei gleichzeitig niedriger Einzelzellaktivitdt lassen auf das Vorhanden-
sein zahlreicher proliferierender mononukledrer Zellen schlieften. Der darauf folgende

meist sehr stark ausgepréigte Riickgang der Zellzahlen bis Tag 6 bei vergleichsweise
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hoher Einzelzellaktivitiat (vgl. Abb. 4.1 und 4.3) kann als zunehmende Differenzie-
rung zu Ostoklasten gewertet werden. Diese zeigte sich mittels Phalloidinfarbung
ebenfalls zu diesem Zeitpunkt (vgl. Abb. 4.9) und fand somit gegeniiber Titan und
Struvit verspatet statt. Bereits anhand der in Abbildung 4.8 dargestellten TRAP-
Ubersichtsaufnahmen war mit steigender Strontiummenge bis 186 ug pro Probe eine
optisch erkennbare Abnahme der Zelldichte sichtbar geworden. Diese Beobachtung
spiegelt sich auch in den gemessenen Zellzahlen wieder, da ab Tag 6 auf Sr6 ver-
glichen mit Sr45 und Sr186 im Mittel die hochsten Zellzahlen und Aktivitdtswerte
vorlagen. Das niedrigste mittlere Zellwachstum war fast durchgehend auf Sr186 zu
verzeichnen. Somit ist bei 45 pug beziehungsweise 186 nug Strontium pro Probe von
einer konzentrationsabhéingigen Hemmwirkung auf das Wachstum von RAW 264.7
Zellen auszugehen, die einen Zeitraum von mindestens 14 Tagen umfasst. REM-
Aufnahmen legen dabei nahe, dass die niedrigen Zellzahlen im spéteren zeitlichen
Verlauf vor allem auf eine gesteigerte Apoptose zuriickzufiithren sind. Eine weitere
mogliche Ursache stellt eine strontiumabhéngige Verminderung der Zellproliferation
mit sinkenden Zahlen mononukledrer Zellen dar. Hinweis hierfiir geben die Fluo-
reszenzfarbungen, wo sich insbesondere an Tag 14 mit zunehmender Strontiumdo-
tierung weniger mononukleiire Zellen darstellten (vgl. Abb. 4.9). Es ist jedoch zu
beriicksichtigen, dass keine quantitative Auswertung der Farbungen stattfand und
diese somit nur als orientierender Anhaltspunkt fiir die Bewertung herangezogen
werden kénnen. Dariiber hinaus kann auch eine verminderte Osteoklastogenese, die
aufgrund von reduzierter CTR2-Expression angenommen wurde, zum Riickgang von
Zellzahl und Zellaktivitdt beitragen.

Auf den mit 212 ug, 290 ug beziehungsweise 371 pg Strontium dotierten Struvit-
schichten, dargestellt in Abbildung 4.2, lagen am ersten Messtag in beiden Messrei-
hen mit Struvit vergleichbare respektive leicht erhéhte Zellzahlen vor, was fiir dhn-
liches Verhalten der Zellen auf diesen Schichten spricht. Dagegen zeigten sich auf
Sr487 reproduzierbar deutlich héhere Zellzahlen. Dies lasst vermuten, dass auf dieser
Oberflache zu Beginn der Messungen noch deutlich mehr undifferenzierte mononu-
kledre Vorlauferzellen vorlagen als auf den iibrigen Probenoberflichen. Unterstiitzt
wird diese Annahme durch die vergleichsweise geringe Einzelzellaktivitit an diesem
Tag sowie die durchgefiihrten Farbungen, bei denen sich am ersten Tag noch verhalt-
nismafkig wenige Osteoklasten nachweisen lieken. Der bis Tag 6 auf allen vier Proben

deutliche Riickgang der Zellzahl entspricht vermutlich analog zu den Kontrolloberfla-
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chen einer zunehmenden Osteoklastogenese mit Fusion zahlreicher Vorlauferzellen,
was insbesondere auch die Darstellung fluoreszenzmarkierten Aktins nahelegt (vgl.
Abb. 4.10). Auch die gegeniiber Tag 3 erhthten Einzelzellaktivitdten sprechen fiir das
vermehrte Vorhandensein stoffwechselaktiver Osteoklasten. Unter Beriicksichtigung
der CTR2-Expression ist jedoch insgesamt von einer verminderten Osteoklastoge-
nese im Vergleich zu Struvit auszugehen. Der bis zum letzten Messtag beobachtete
Wiederanstieg von Zellzahl und Zellaktivitit zeigte sich in beiden Messreihen mit
zunehmender Strontiumdotierung in ausgeprigterem Mafe. Da die korrespondie-
rende Aktivitdt pro Zelle jedoch mit steigender Strontiummenge abnahm, ist eine
vermehrte Proliferation mononukledrer Zellen bei abnehmender Zahl differenzierter
Osteoklasten anzunehmen. Diese Beobachtung steht in Einklang mit den Ergebnis-
sen der REM-Aufnahmen, wo sich im Verlauf der Messtage auf Sr290 sowie Sr487
zunehmend apoptotische Osteoklasten nachweisen liefen (vgl. Abb. 4.12). Auch die
CTR2-Expression, die bis zum Ende des Versuchszeitraumes gegeniiber derjenigen
auf den Kontrolloberflichen deutlich vermindert war, legt eine Einschrinkung der
Osteoklastogenese fiir diese Strontiumdotierungen nahe. Die ebenso vorhandenen
mononukledren Vorlauferzellen erschienen in REM-Aufnahmen morphologisch un-
verdndert. Dies legt den Schluss nahe, dass diese Zellen im Rahmen der untersuchten

Dotierkonzentrationen von Strontium weitgehend unbeeinflusst blieben.

5.1.5 Einfluss der verschiedenen Strontiumdotierungen auf

osteoklastiare Zellen

Untersuchungen zur lokalen Wirkung von Strontium zeigten in vielen Studien iiber-
einstimmend eine Hemmung der Osteoklastogenese und Knochenresorption, obwohl
dabei unterschiedliche Verfahren und Oberflichen zur Kultivierung von Osteoklasten
zum Einsatz kamen [17, 72, 107]. Auch in der Zusammenschau sémtlicher Ergebnisse
der hier vorliegenden Arbeit ldsst sich auf strontiumhaltigen Struvitoberflichen eine
Hemmung der Osteoklastendifferenzierung im Vergleich zu reinem Struvit feststel-
len. Dabei waren zum Teil deutliche Unterschiede im zellulren Verhalten auf den

verschiedenen Dotierkonzentrationen zu beobachten.

Trotz des geringen Massengehalts von etwa 0,094 %, zeigte die Probe Sr6 eine initia-
le Verzogerung der Osteoklastendifferenzierung (s. Abschnitt 5.1.1). Diese konnte
unter anderem auf strontiumbedingte strukturelle Verdnderungen der Beschichtung

zuriickzufithren sein. Dariiber hinaus ist die Wirkung von Strontium prinzipiell auf

84



zwei weiteren Wegen moglich. Zum einen kann in der Beschichtung eingelagertes
Strontium bei Aufnahme durch resorbierende Osteoklasten deren Resorptionstitig-
keit und Lebensdauer beeinflussen. Zum anderen werden Strontiumionen ins Kultur-
medium freigesetzt, die Aktivitdt, sowie Proliferations- und Differenzierungsvorgan-
ge beeinflussen konnen. Aus Freisetzungsstudien mit simulated body fluid und fetal
calf serum ist bekannt, dass innerhalb von 28 Tagen circa 40 % des eingelagerten
Strontiums ins Medium {ibergehen [18|. Da dies fiir alle untersuchten Schichten weit-
gehend identisch war, kann vermutlich auch fiir Sr6 von vergleichbarer prozentualer
Freisetzung ausgegangen werden. Da die Kultivierung von RAW 264.7 Zellen aller-
dings nur iiber einen Zeitraum von zwei Wochen erfolgte, ist eine etwas geringere
Strontiumfreisetzung anzunehmen. Zudem ist zu beachten, dass fiir die Zellkultur in
vorliegender Arbeit Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM) zum Einsatz kam,
was wahrscheinlich ebenfalls zu einer abweichenden Freisetzung beitragt. Obwohl
gemél Meininger et al. davon auszugehen ist, dass iiber den gesamten Versuchszeit-
raum Strontium freigesetzt wurde [18], liefs sich kein Anhalt fiir eine Beeinflussung
der Osteoklastogenese im weiteren zeitlichen Verlauf finden. Eine mdogliche Erkla-
rung konnte eine gute Adaptation der Zellen an Bedingungen mit geringen Stron-
tiummengen sein. Belege hierfiir lassen sich jedoch schwerlich heranziehen, da in
vergleichbaren Publikationen hohere Strontiumkonzentrationen untersucht wurden.
Zellen auf den Proben Srd5 (Strontiumgehalt 0,79 %) beziehungsweise Sr186 (Stron-
tiumgehalt 4,6 %) zeigten ebenfalls einen verspiteten Beginn der Osteoklastendiffe-
renzierung, was erneut auf die zuvor erlduterten Einfliisse zuriickzufiihren ist. Dar-
iiber hinaus spricht eine bis zum Ende des Versuchszeitraums deutlich verminderte
CTR2-Expression sowie strontiumabhédngige Abnahme der Zellzahl fiir eine anhal-
tende, konzentrationsabhéngige Wirkung von Strontium. Dies steht im Einklang mit
den Untersuchungen von Capuccini et al., die eine Korrelation zwischen steigendem
Strontiumgehalt der Beschichtungen (0,5 %, 3% und 7%) und einer Abnahme von
Proliferation und Differenzierung beobachteten [17]. Als Grund hierfiir kann ange-
nommen werden, dass die ins Kulturmedium freigesetzten Strontiummengen bereits
hoch genug waren, um messbaren Einfluss auf die Osteoklastogenese und Zellproli-
feration zu nehmen und eine Adaptation der Zellen nicht mehr moglich war. Die be-
obachtete Zunahme apoptotischer Osteoklasten mittels REM beruht vermutlich auf
der aktiven Strontiumaufnahme im Rahmen der osteoklastiren Resorptionstitigkeit,
da Vorlduferzellen mikroskopisch keine Zeichen gesteigerter Apoptose aufwiesen.

Fiir die Proben Sr212 sowie Sr290 zeigte sich bei der Berechnung des Strontium-
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Massengehalts in der Beschichtung, dass dieser im Mittel 4,7 % beziehungsweise
5,6 % betrug und somit nur relativ geringfiigige Unterschiede zur Probe Sr186 vorla-
gen. Sr371 und Sr487 wiesen dagegen einen deutlich héheren mittleren Strontiumge-
halt mit 13 % beziehungsweise 12 % auf. Dabei zeigte sich mit steigender Dotierkon-
zentration eine vermehrte Freisetzung von Strontium [18], sodass mehr Strontium
im Kulturmedium vorliegt, das Einfluss auf die Osteoklastogenese nehmen kann.
Zudem ist auch eine hohere absolute Menge an Strontium in den Beschichtungen
vorhanden, sodass resorbierende Osteoklasten groftere Strontiummengen aufnehmen
konnen. Dies steht in Einklang mit den fiir diese Strontiumdotierungen vorliegen-
den Ergebnissen, wobei sich eine Zunahme der Apoptoserate sowie eine Hemmung
der Osteoklastogenese iiber den gesamten Versuchszeitraum beobachten liefs. Bis-
herige Veréffentlichungen deuten darauf hin, dass die osteoklastire Adhésion durch
Strontiumzusatz unbeeinflusst bleibt [108, 109]. Davon abweichend ist in dieser Ar-
beit — anhand der mittels REM nachweisbaren Zellmorphologie (vgl. Abb. 4.12) —
bei hoherer Strontiumdotierung von einer gestérten Zelladhdsion auszugehen. Eine
Kultivierung von RAW 264.7 Zellen iiber mindestens drei Wochen hétte moglicher-
weise noch ausgeprigtere Befunde ergeben, da Meininger et al. zwischen Tag 14 und
Tag 28 von einer deutlichen Steigerung der Strontiumfreisetzung berichten [18]. Das
Vorhandensein differenzierter Osteoklasten bereits ab Tag 4 auf Oberflichen mit
hoher Strontiumdotierung ist vermutlich auf eine verdnderte Oberflichenstruktur
zuriickzufiithren. So wurde gezeigt, dass Oberflichen mit héherem Strontiumzusatz
nach Einlagerung in DMEM sehr glatt waren und kaum mehr Apatitkristalle auf-
wiesen [18]. Dies kann die Zellmigration erleichtern und damit initial die Fusion zu

mehrkernigen osteoklastiren Zellen begiinstigen.

Insgesamt ist somit anhand der in vorliegender Arbeit durchgefiihrten Untersu-
chungen ein konzentrationsabhéngiger, hemmender Einfluss von Strontium auf die
Osteoklastogenese festzustellen. Dies steht in Einklang mit bisherigen Veroffentli-
chungen, die ebenfalls von dosisabhéngigen Effekten berichten [17, 20, 108|. Daraus
lasst sich eine Hemmung der osteoklastdren Resorptionstitigkeit ableiten, was be-
reits mehrfach gezeigt werden konnte [107, 109|. Fiir eine abschliefende Beurteilung
waren noch weiterfithrende Untersuchungen hilfreich, darunter beispielsweise die Be-
stimmung der Anzahl osteoklastdrer Resorptionslakunen sowie der extrazelluldren
TRAP-Aktivitat [53, 109].
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5.2 Wirkung von Strontium auf MG-63 Zellen

Neben dem hemmenden Einfluss von Strontium auf osteoklastére Zellen ist zudem
eine stimulierende Wirkung auf Osteoblastogenese sowie Knochenneubildung be-
kannt [16, 19|. Diese osteoanabole Strontiumwirkung wurde inzwischen jedoch teil-
weise angezweifelt. Wornham et al. beispielsweise berichten stattdessen von einer
Osteoblastenhemmung in Abhéngigkeit der Strontiumkonzentration [20]. Vor dem
Hintergrund dieser Diskussion leistet in vorliegender Arbeit die Bestimmung von
Zellzahl und metabolischer Aktivitat osteoblastiarer MG-63 Zellen einen Beitrag zur
Einschitzung des Proliferationsverhaltens auf den hier untersuchten strontiumdo-
tierten Struvitoberflachen.

Auf Titan und Struvit ist eine hohe Proliferationstétigkeit der osteoblastiren Zel-
len anzunehmen, da bis zum Ende des Versuchszeitraums eine starke Zunahme von
Zellzahl und Zellaktivitédt vorlag, wie in Abbildung 4.16 und 4.17 ersichtlich ist. Die-
se war bis Tag 7 deutlich stiarker ausgeprigt als im weiteren Verlauf, woraus sich
ableiten ldsst, dass beide Oberflichen gute Bedingungen fiir eine rasch einsetzende
Zellteilungsaktivitdt nach Aussaat aufwiesen. Eine gegeniiber den restlichen Tagen
besonders hohe Einzelzellaktivitit an Tag 3 kann als Indiz fiir eine verstirkte Proli-
feration bereits in den ersten Tagen angesehen werden. Die im Verlauf abnehmende
Einzelzellaktivitat kann durch die flichige Bedeckung der gesamten Probenoberfli-
che begriindet werden, die eine weitere Zellteilung in diesemm Malse nicht mehr zuliek.
Méglicherweise spiegelt der Riickgang der Einzelzellaktivitit bei zugleich steigenden
Zellzahlen jedoch auch Anpassungsvorginge an die Oberfliche wider. Auf Struvit
lagen an allen Messtagen verglichen mit Titan niedrigere Zellzahlen vor. Da aber die
Zunahme im zeitlichen Verlauf noch stiarker ausgeprigt war als auf Titan, kann nicht
auf eine allgemeine Beeintrachtigung der Zellproliferation auf Struvitoberflichen ge-
schlossen werden. Vielmehr ist anzunehmen, dass auf Struvit nach Aussaat zwar
weniger Zellen unmittelbar adhéirierten, die kristalline Oberflachenstruktur im wei-
teren Verlauf jedoch giinstige Bedingungen fiir eine starke Zellproliferation bot. Eine
weitere mogliche Erklérung ist in einer festeren Zelladhision auf kristallinen Struk-
turen zu sehen, sodass die Ablésung zur Bestimmung der Zellzahl erschwert war und
systematisch niedrigere Zellzahlen detektiert wurden. Anhalt hierfiir gibt auch die
zugehorige Zellaktivitit, die auf Struvit in deutlich geringerem Ausmaf herabgesetzt
war als die entsprechende Zellzahl auf Titan. In einem zweiten Versuchsansatz zeigte
sich beziiglich Zellzahl und Zellaktivitat eine reproduzierbare Tendenz im zeitlichen

Verlauf, die absolute Zellzahl war gegeniiber der ersten Messreihe jedoch deutlich
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erhoht bei gleichzeitig niedrigerer Zellaktivitat. Dabei ist jedoch zu beachten, dass
sich die Zellen in den verschiedenen Messreihen bei Aussaat in unterschiedlichen
Phasen des Zellzyklus befinden koénnen (s. auch Seite 81). Die sich daraus ergeben-
den zeitlichen Unterschiede beziiglich einsetzender Proliferation und Zellaktivitat

konnen die beobachteten Differenzen zwischen den beiden Messreihen erkléaren.

Unter dem Einfluss von Strontium wurde in mehreren Studien in vivo eine Stimula-
tion der osteoblastdren Knochenneubildung beobachtet [110, 111]. Untersuchungen
in vitro deuten darauf hin, dass verschiedene strontiumhaltige Oberflichen iiber ei-
ne vermehrte Expression osteoblastirer Marker die Knochenbildung férdern sowie
zu frither Osteointegration beitragen [72, 107, 112]. Dabei berichten einige Gruppen
von dosisabhangiger Wirkung auf Osteoblasten [17, 112, 113], wohingegen andere
Ergebnisse nicht fiir eine direkte Korrelation mit der eingesetzten Strontiummenge
sprechen [73]. Diese weithin angenommene osteoanabole Strontiumwirkung steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit. Insbesondere ab Tag 7 zeigte sich eine
gegeniiber Struvit zum Teil deutlich reduzierte Zellzahl sowie Zellaktivitit (vgl. Abb.
4.16 und 4.17), sodass diese Beobachtungen neben antiresorptiven Eigenschaften von
Strontium zudem fiir eine Hemmung osteoblastirer Zellen durch Strontiumzugabe
sprechen. Unterstiitzt wird diese These durch Wornham et al., die durch Zusatz von
Strontium eine Abnahme der Mineralisation sowie eine erhéhte Osteoblastenmorta-
litit nachwiesen. Die ebenfalls untersuchte Osteoblastenzahl sowie -aktivitit blieb
jedoch — anders als in den hier durchgefiihrten Versuchen — durch Strontium unbe-
einflusst [20]. Dennoch erscheint entgegen den Beobachtungen von Wornham et al.
eine globale Beeintrichtigung der osteoblastiren Zellfunktionen fiir alle Strontium-
konzentrationen unwahrscheinlich. Der Grund fiir diese Annahme ist eine mit den
Kontrolloberflichen vergleichbare Einzelzellaktivitdt sowie eine zeit- und konzen-
trationsabhangige Proliferationshemmung auf den verschiedenen strontiumdotier-
ten Oberflichen. Dabei waren an den ersten beiden Messtagen hiufig mit Struvit
vergleichbare Zellzahlen und Aktivitatswerte nachweisbar, sodass das Vorhandensein
von Strontium in den vier untersuchten Konzentrationen zu diesem Zeitpunkt keinen
signifikanten Einfluss auf die Proliferation von MG-63 Zellen zu nehmen schien. Erst
ab Tag 7 waren deutliche Unterschiede in der Zellproliferation auf reinem und stron-
tiumdotiertem Struvit zu beobachten. Hierbei kam es insgesamt auf Sr45 und Sr290
am deutlichsten ausgeprégt zu einer Hemmung der osteoblastdren Proliferation. Zel-

len auf Sr487 wiesen dagegen iiber den gesamten Versuchszeitraum weitgehend mit
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Struvit vergleichbares Verhalten hinsichtlich Zellzahl und WST-Aktivitdt auf. In
guter Ubereinstimmung damit zeigten Untersuchungen von Yang et al. ebenfalls ei-
ne variable Wirkung in Abhéngigkeit der Strontiummenge. Wahrend fiir niedrigere
Strontiumkonzentrationen gleichermafen erst ab Tag 7 ein hemmender Einfluss auf
die Proliferation vorlag, kam es bei hohen Konzentrationen zu stimulierenden Ef-
fekten [109]. Bei hoher Dotierung mit 487 pug Strontium wurde zwar in vorliegender
Arbeit keine gegeniiber reinem Struvit gesteigerte Proliferation beobachtet; dennoch
war im Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen keine signifikante Hemmwirkung
mehr zu verzeichnen. Eine weitere Erhohung der Strontiummenge hitte somit mog-
licherweise ebenso eine verstarkte Osteoblastenproliferation zur Folge.

Bedingt durch die verschiedenen in bisherigen Veroffentlichungen untersuchten Ma-
terialsysteme ist der direkte Vergleich der Ergebnisse zur Wirkung von Strontium
auf osteoblastire Zellen erschwert. So wurden neben unterschiedlichen Strontium-
konzentrationen auch diverse, nur teilweise mineralische Oberflichen untersucht.
Da von einer materialspezifischen Strontium-Freisetzung auszugehen ist, kann dies
das variable zellulare Verhalten der bereits publizierten Ergebnisse erklaren. Den-
noch zeigte sich materialiibergreifend eine gute Ubereinstimmung zwischen den hier
vorliegenden Resultaten und den Beobachtungen von Yang et al., die diinne Cal-
ciumphosphatschichten mit Strontium dotierten [109]. Damit sind die vorliegenden
Ergebnisse zur Wirkung von Strontium auf osteoblastire Zellen als richtungsweisen-
de Experimente zu betrachten, die jedoch nicht den Anspruch erheben eine detail-
lierte Einschatzung des osteoblastdren Verhaltens vorzunehmen. Hierzu sind wei-
terfithrende Untersuchungen notwendig, um eine genauere Charakterisierung von

Osteoblasten auf strontiumdotierten Struvitschichten zu erméglichen.
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Kapitel 6
Zusammenfassung und Ausblick

Magnesiumphosphate stehen als Knochenersatzmaterialien zunehmend im Fokus ak-
tueller Forschung, da sie sich durch besonders giinstige Materialeigenschaften wie ho-
he Druckfestigkeit und gute Loslichkeit auszeichnen [8, 60]. Die Funktionalisierung
mit inkorporierten Ionen ermdglicht eine Modifikation der Interaktion zwischen Im-
plantat und umgebender Knochensubstanz. Dabei verspricht die Verwendung von
Strontium eine Verbesserung der Osteointegration insbesondere bei der Behandlung
osteoporotischer Patienten [14, 17]. Vor diesem Hintergrund wurden in vorliegen-
der Arbeit die Auswirkungen einer Strontiumdotierung des Magnesiumphosphats
Struvit auf das Wachstums- und Differenzierungsverhalten von Osteoklasten und

Osteoblasten in vitro untersucht.

Mittels elektrochemischer Abscheidung erfolgte die Beschichtung von Titanproben
mit strontiumdotiertem Struvit, wobei sieben verschiedene Dotierkonzentrationen
zwischen 6 pug und 487 pug Strontium pro Probe hergestellt wurden (Sr6, Sr45, Sr186,
Sr212, Sr290 und Sr487). Darauf wurden monozytire RAW 264.7 Zellen kultiviert,
die zur Osteoklastendifferenzierung angeregt wurden; die verwendeten osteoblasti-
ren Zellen entstammen der Zelllinie MG-63. Fiir die Untersuchung der Osteoklasten-
differenzierung nach morphologischen Kriterien kamen die mikroskopischen Metho-
den der Farbung Tartrat-resistenter saurer Phosphatase (TRAP), der fluoreszenz-
mikroskopischen Darstellung polymerisierten Aktins sowie der Rasterelektronenmi-
kroskopie zum Einsatz. Auf genetischer Ebene erfolgte der Nachweis der osteoklas-
tenspezifischen Gene Kathepsin K und Calcitoninrezeptor 2 mittels PCR. Lediglich
die Ergebnisse aus der Bestimmung intrazellulirer TRAP-Aktivitit lassen sich er-

schwert einordnen, da mit dieser Methode keine Abgrenzung zwischen reifen Osteo-
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klasten und deren Vorstufen moglich war. Anhand der iibrigen Methoden zeigte sich
fiir die drei geringsten Strontiumdotierungen (Sr6, Sr45 und Sr186) eine Verzogerung
der Osteoklastendifferenzierung um mindestens vier Tage. Auf Sr45 und Sr186 war
dariiber hinaus iiber den gesamten Versuchszeitraum auf transkriptioneller Ebene
eine Storung der Osteoklastogenese zu beobachten. Zudem kam es in Abhéngigkeit
von steigenden Strontiumdotierungen insbesondere auf Sr186 zu einer Zunahme der
Apoptoserate reifer Osteoklasten. Eine weitere Erhohung des Strontiumzusatzes auf
iiber 200 ug pro Probe fiihrte dagegen nicht zu einer mikroskopisch nachweisbaren
Verzogerung der initialen Osteoklastogenese. Dennoch war auf genetischer Ebene
eine deutliche Hemmung der Markergene fiir Osteoklasten-Differenzierung iiber die
Dauer des Versuchszeitraums zu beobachten, was eine antiresorptive Strontiumwir-
kung in diesen Konzentrationen nahe legt. Zudem bewirkte eine steigende Stronti-
umkonzentration eine vermehrte Apoptose sowie eine Stérung der Zelladhasion auf
der Probenoberflache. Die Beurteilung des Proliferationsverhaltens erfolgte anhand
von Zellzahl und Zellaktivitit, wobei sich durch den Zusatz von Strontium eine ver-
minderte Zellproliferation gegeniiber den Kontrolloberflichen darstellte. Es bestand
jedoch quantitativ keine direkte Korrelation mit der vorhandenen Strontiummen-
ge. Der Einfluss von Strontium auf Osteoblasten wurde orientierend anhand von
Zellzahl und Zellaktivitdt untersucht, wobei tendenziell eine Hemmung der zellula-
ren Proliferation beobachtet wurde. Dagegen fiihrte eine hohe Dotierung mit 487 ug
Strontium pro Probe zu keiner signifikanten Reduktion der Zellproliferation im Ver-

gleich zu undotiertem Struvit.

Anhand der in dieser Arbeit diskutierten Ergebnisse konnte zellbiologisch gezeigt
werden, dass das Magnesiumphosphat Struvit bei Funktionalisierung mit Strontium
eine erfolgreiche Kultivierung sowohl osteoklastérer als auch osteoblastirer Zellen
erlaubt. Aufgrund des hemmenden Einflusses von Strontium auf Differenzierung und
Proliferation osteoklastédrer Zellen ergeben sich vielversprechende klinische Anwen-
dungsmdéglichkeiten fiir Titanimplantate mit strontiumdotierter Struvitbeschichtung
bei der Behandlung osteoporotischer Patienten. Dabei sind Dotierungen ab 186 ng
Strontium pro Probe — entsprechend einem Massengehalt von etwa 5 % — anzustre-
ben, da diese ausgeprigtere inhibierende Effekte hervorriefen als die untersuchten
niedrigeren Dotierungen. Die Dotierkonzentration mit den giinstigsten Eigenschaf-
ten auf sowohl osteoklastére als auch osteoblastdre Zellen ist unter vorliegenden

Versuchsbedingungen 487 ug Strontium pro Probe, was einem mittleren Massenge-
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halt von etwa 12 % entspricht. Durch die Hemmung der Osteoklastentétigkeit bei
gleichzeitigem Erhalt der Osteoblastenfunktion ist gegeniiber dem Einsatz reiner
Struvitbeschichtungen ein vorteilhafter klinischer Verlauf beim Knochenersatz im

Rahmen einer bestehenden Osteoporose zu erwarten.

Zur weiterfithrenden Erforschung des Strontiumeinflusses auf Knochenzellen kon-
nen sowohl kiinftige in vitro- als auch in vivo-Untersuchungen beitragen. Dabei ist
insbesondere die Analyse des osteoklastiren Resorptionsverhaltens sowie eine um-
fassende Untersuchung an osteoblastéren Zellen von Interesse. Yang et al. beobach-
teten, dass eine Steigerung des Strontiumzusatzes eine verstirkte Osteoblastenpro-
liferation zur Folge hat [109]|. Deshalb wird fiir kiinftige Arbeiten vorgeschlagen, den
Strontium-Massengehalt auch auf iiber 15% zu erh6hen. Zudem ist eine Verlange-
rung der Kulturdauer osteoklastirer Zellen auf drei Wochen zu empfehlen. Hierdurch
sind ausgeprigtere Ergebnisse zu erwarten, da Meininger et al. in diesem Zeitraum

von einer deutlichen Zunahme der freigesetzten Strontiummenge berichten [18].

Damit liefert diese Arbeit wichtige grundlegende Erkenntnisse hinsichtlich des Ver-
haltens osteoklastirer und osteoblastérer Zellen auf elektrochemisch abgeschiede-
nen, strontiumdotierten Struvitschichten und unterstreicht das hohe Potential des
untersuchten Materialsystems fiir die Entwicklung optimierter Knochenersatzmate-

rialien.
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Abb. A.1: Féarbung der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase von RAW 264.7 Zellen bei
Kultivierung auf Titan, Struvit und verschiedenen strontiumdotierten Struvit-
schichten an Tag 11.
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Abb. A.2: TRAP-Farbung von RAW 264.7 Zellen an den Tagen 4 (a), 7 (b) und 11 (c)
nach RANKL-Zusatz.

Abb. A.3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von RAW 264.7 Zellen an Tag 11
nach RANKL-Zugabe auf Titan, Struvit, Sr45, Sr186, Sr290 und Sr487.
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Abb. A.4: Overlay-Aufnahmen von RAW 264.7 Zellen mit fluoreszenzmarkiertem Aktin
(rot) und Hoechst-gefarbten Zellkernen (blau) an Tag 11.
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Abb. A.5: Mittlerer Strontium-Massengehalt in den verschiedenen Beschichtungen; der
Berechnung zugrunde liegende Daten von [76, 77].
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