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Einleitung

1. Einleitung

Implantate dienen der Lagerung von festsitzendem sowie herausnehmbarem
Zahnersatz und sind mittlerweile ein fester Bestandteil der Zahnmedizinischen
Prothetik. Zahnverlust ist ein Problem, das zu einem groBen Teil altere
Menschen betrifft. Aufgrund des demografischen Wandels werden heute immer
mehr Implantate benétigt. Dies spiegelt sich auch in der Zahl der gesetzten
Implantate wieder, welche seit den letzten zwei Jahrzehnten stetig steigt.
Heutzutage werden, laut der Deutschen Gesellschaft fiir Implantologie (DGl)
und dem Bundesverband der implantologisch tatigen Zahnarzte in Europa e. V.
(BDIZ EDI), in Deutschland bereits mehr als eine Million der kinstlichen
Zahnwurzeln jahrlich gesetzt (Déring 2012; Staehle 2012).

Implantate finden selbstversténdlich nicht nur in der Zahnmedizin Anwendung,
sondern kommen auch insbesondere in der Allgemeinmedizin sehr vielseitig
zum Einsatz. Der vermehrte Bedarf und die vielseitige Anwendung von
Implantaten in den heutigen medizinischen Fachgebieten bewirkt somit
natdrlich auch ein hohes wissenschaftliches Interesse.

Stetig wird versucht, durch Forschung und Weiterentwicklung die Implantologie
sowie das Implantat an sich zu verbessern. Das wesentliche Ziel ist es, einen
besseren Kontakt zwischen dem umliegenden Gewebe, d. h. des (Kiefer-)
Knochens, sowie des Weichgewebes und dem Implantat zu gewahrleisten und
somit auch die Zeit des Einheilens auf ein Minimum zu reduzieren. Hierflr ist es
unerlasslich sich mit der Implantatoberflache und auch deren Gestaltung und

Beschaffenheit auseinander zu setzen.

Um die Osseointegration, d. h. den Kontakt zwischen Knochen und Implantat,
zu verbessern, wird durch die unterschiedlichsten Verfahren versucht, die
Implantatoberflache dahingehend zu modifizieren und zu verandern.

Bei den heute gangigen Methoden handelt es sich um technische bzw.
werkstofftechnische Verfahren, bei denen die Veranderungen der Oberflache

durch mechanische und/oder chemische Bearbeitung erzielt wird.
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Die sogenannte Biofunktionalisierung stellt eine weitere Mdglichkeit dar, die
Implantatoberflache zu modifizieren. Hierbei werden unter Anwendung
verschiedenster Methoden biologische Molekile oder Signalsequenzen an die
entsprechenden Oberflachen gekoppelt. Die Biofunktionalisierung besitzt ein
hohes Potenzial, befindet sich aber derzeit noch in der Entwicklung. Somit sind
derart modifizierte Oberflachen zurzeit noch nicht kommerziell erhéltlich.

Das heute gangigste Material in der dentalen Implantologie ist Titan (Ti),
welches sich u. a. durch seine hohe Biokompatibilitdt und Funktionalitat
auszeichnet. Titan gilt als biologisch besonders vertraglich, da es keine
allergischen Reaktionen auslést. AuBerdem ist eine sehr dichte Anlagerung von
Knochengewebe an Titan mdglich. Nach erfolgter bzw. erfolgreicher
Implantation erhéht sich mit der Zeit die Knochendichte um das inserierte
Implantat und es entsteht ein kraftschlissiger Verbund mit dem Knochen
(= Osseointegration) (Albrektsson et al. 1981; Albrekisson et al. 1987). Das
wissenschaftliche Hauptaugenmerk liegt derzeit auf der Verbesserung und
Weiterentwicklung von Titan und dessen Oberflache.

Die Verfahren zur Modifikation von Oberflachen kdnnen in subtraktive und
additive eingeteilt werden. Bei den subtraktiven Verfahren wird sozusagen ein
Teil der Oberflache abgetragen. Dies ist beispielsweise bei der Saureatzung
oder dem Sandstrahlen der Fall. Bei den additiven Methoden wird Material auf
die Oberflache auf- bzw. angetragen. Zu den additiven Methoden zahlt z. B. die
Beschichtung mit Hydroxylapatit, die anodische Oxidation und auch das

Plasmaspraying.

Bei den werkstofftechnischen Verfahren bzw. den mechanischen und
chemischen Methoden wird die Implantatoberflache so modifiziert, dass u. a.
eine gewisse Rauhigkeit und Oberflachenstruktur entsteht. Hierdurch soll die
Oberflachenmorphologie so verédndert werden, dass fir die Zellen des
Zielgewebes die Zellanheftung erleichtert und somit der Heilungsprozess
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beschleunigt wird (Pilliar 1998; Le Guéhennec et al. 2007; Suzuki et al. 1997;
Nordin et al. 2004).

Zu den mechanischen Methoden zahlen beispielsweise das Sandstrahlen und
spanende Verfahren wie Frasen, Drehen und Schleifen. Zu den chemischen
Methoden gehért u. a. das Atzen oder Anodisieren (Le Guéhennec et al. 2007;
Pilliar 1998). Selbstverstandlich gibt es auch Kombinationen verschiedener
Verfahren. Dies ist zum Beispiel bei der SLA-Oberflache (= sandblasted and
acid-etched) der Fall. Durch diese Art der Oberfliche kann ebenfalls ein
besserer bzw. héherer Kontakt zwischen Knochen und Implantat entstehen und
auch die Knochenanlagerung an dieser Oberflache ist besser als bei
unbearbeiteten Implantatoberflachen (Cochran et al. 1998; Suzuki et al. 1997;
Bornstein et al. 2003; Cochran et al. 2007).

Es hat sich gezeigt, dass die Oberflachenrauigkeit bei Implantaten eine enorme
Rolle spielt. Von ihr hdngen Osseointegration und auch die biomechanische
Fixation ab. Ebenso ist die mechanische Stabilitit gegeniber glatten
Oberflachen deutlich besser, was vor allem an der intensiveren Verzahnung
von Knochen und Implantat aufgrund der OberflachenvergréBerung und
vorteilhafteren Struktur liegt (Hansson 1999; Le Guéhennec et al. 2007; Pilliar
1998).

Zu den Methoden, die zur Férderung der Osseointegration geeignet sind,
zahlen die Saureatztechnik, das Anodisieren, das Plasma-Spraying sowie das
Bestrahlen mit Keramikpartikeln.

Durch die Saureatztechnik entstehen unter Anwendung starker Sauren Poren.
Mittels dieser Technik wird eine verbesserte Osseointegration erzielt (Pilliar
1998). Dual sé&uregeatzte Oberflachen erzielen hierbei deutlich bessere
Knochen-Implantat-Kontakte gegeniiber maschinell bearbeiteten Oberflachen
und auch die Verankerung bzw. Adhasion von Zellen kann so verbessert
werden (Le Guéhennec et al. 2007).
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Durch das Anodisieren entsteht eine Oxidschicht, welche Mikro-/ Nanoporen
auf der Titanoberflache erzeugt (Sul et al. 2001; Sul 2003). Die entstandenen
Poren verbessern die Verzahnung zwischen den Zellen und dem Implantat.
Gleichzeitig wird durch das Anodisieren eine Verbesserung bzw. Steigerung der
biomechanischen Haftung erzielt. Somit flihrt das Anodisieren biomechanisch
wie auch histologisch zu besseren Ergebnissen, als un- bzw. maschinell
bearbeitete Vergleichsoberflachen (Le Guéhennec et al. 2007).

Beim Plasma-Spraying wird Titanpulver in einen Plasma-Brenner injiziert und
auf die Implantatoberflache aufgebracht. Dort kondensieren und fusionieren die
Partikel und es entsteht ein rauer Film. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass von
Oberflachen, die mit dieser Methode hergestellt werden, metallische Partikel im
Zielgewebe freigesetzt werden kénnen (Pilliar 1998; Le Guéhennec et al. 2007).
Eine weitere Methode zur Erlangung einer rauen Oberflache ist das Bestrahlen
von Implantatoberflachen mit Keramikpartikeln, das sogenannte grit-blasting.
Hierbei werden Keramikpartikel unter Anwendung von Druckluft mit hoher
Geschwindigkeit Gber eine Dise auf die entsprechende Oberflache gestrahlt.
Hierdurch kénnen unterschiedliche Rauigkeiten erzielt werden, die von der
GroBe der verwendeten Keramikpartikeln abhé&ngen. Es kdnnen verschiedene
Partikel zur Anwendung kommen, wie z. B. Aluminiumoxid (Al>O3), Titandioxid
(TiOy) oder Kalziumphosphatpartikel. Insbesondere durch die Verwendung von
TiO, ist es mdglich, die marginale Knochenzelldichte und somit auch die
biomechanische Verankerung gegeniber unbearbeiteten Oberflachen zu
erhéhen (Rasmusson et al. 2001; Le Guéhennec et al. 2007; Cooper et al.
1999; Rasmusson et al. 2005).

Im Folgenden sollen weitere férderliche chemische Verfahren erwahnt werden.
Es handelt sich hierbei u. a. um die Beschichtung von Oberflachen mit
Kalziumphosphat/Hydroxylapatit. Durch dieses Verfahren konnte eine Ober-
flachenbenetzung des Implantates mit Prazipitaten und einer Apatitschicht
erzielt werden. Dies flhrte zu einer besseren Heilung bedingt durch die
Freisetzung von Kalziumphosphat in die periimplantare Region (De Jonge et al.
2008; Le Guéhennec et al. 2007; Piattelli et al. 2002).
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Auch die Behandlung von Titanoberflachen mit Fluoriden bzw. das Eintauchen
in fluoridhaltige Lésungen hat sich als férderlich erwiesen. Hierbei wird die
Regulation von Transkriptionsfaktoren beeinflusst, was Auswirkungen auf die
Differenzierung von Stammzellen zu Osteoblasten hat. Eine beginstigte
zellulare Differenzierung férdert die Osteogenese bzw. die Osseointegration
(Berglundh et al. 2007; Isa et al. 2006; Le Guéhennec et al. 2007).

Chemische Modifikationen sind jedoch auch kritisch zu betrachten, da sich die
entsprechende chemische Zusammensetzung wie auch die Ladung auf der
Titanoberflache negativ auf die Proteinadsorption und das Zellattachment
auswirken kann (Le Guéhennec et al. 2007).

Ein weiterer wichtiger Faktor, der nicht auBer acht gelassen werden soll, ist die
Hydrophilie. Laut einiger Autoren sind hydrophile Oberflachen wiinschenswerter
als hydrophobe (Lang et al. 2011; Le Guéhennec et al. 2007). Es gibt Hinweise,
dass diese hydrophilen Oberflachen hinsichtlich ihrer Interaktion mit Zellen,
Geweben und biologischen Flissigkeiten besser bzw. vorteilhafter sind als
hydrophobe Oberflachen. Dies konnte u. a. durch Studien mit chemisch
veranderten SLA-Oberflachen gezeigt werden (Oates et al. 2007; Ganeles et al.
2008; Bornstein et al. 2010). Die hydrophilen SLA-Oberflachen konnten die
Knochenzelldifferenzierung sowie die Proteinproduktion stimulieren und
erzielten somit einen besseren Kontakt zum Knochen (Buser et al. 2004;
Cochran et al. 2002; Schwarz et al. 2007).

Weitere Moglichkeiten ergeben sich durch die Biofunktionalisierung der
kiinstlichen Zahnwurzeln. Hierbei wird die Oberflache z. B. durch Peptide oder
Proteine sozusagen maskiert und als kérpereigen gekennzeichnet, sodass eine
Ahnlichkeit zu dem zu ersetzenden Gewebe entsteht. Durch diese sogenannte
Biofunktionalisierung ist es mdglich, die Interaktion zwischen Gewebe und
Implantat gezielt zu beeinflussen. Dazu wird der Implantatwerkstoff z. B. mit
Komponenten aus der extrazellularen Matrix (ECM) beschichtet, um eine
bessere und schnellere Osseointegration zu erreichen. Dies kann z. B. durch

Dip-coating, d. h. das Eintauchen des Implantats in eine Lésung aus Proteinen,
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oder durch kovalente Ankopplung dieser Proteine unter Nutzung von
funktionellen Gruppen erreicht werden (De Jonge et al. 2008).
Wissenschaftliche Untersuchungen haben gezeigt, dass durch kovalentes
Koppeln der Betrag von gekoppeltem Fibronektin (FN) gegendber einer
standard Dip-coating Methode nahezu verdoppelt werden kann (Scheideler et
al. 2007). Ebenso konnte die Menge des gekoppelten Peptids erheblich erhéht
werden (lucci et al. 2007; Sathe 20083).

Mit der sogenannten Biofunktionalisierung von Implantaten konnten bereits
erste Erfolge erzielt werden. So kann durch Beschichtung mit dem Bone
Sialoprotein (BSP), Kollagen, Vitronectin (VN) und Fibronektin die Anheftung
von Osteoblasten verbessert bzw. beschleunigt werden (Hilbig et al. 2007;
De Jonge et al. 2008; Kilpadi et al. 2004; Garcia et al. 2005; lucci et al. 2007;
Huang H et al. 2003). Des Weiteren kann durch die Biofunktionalisierung der
Implantatoberflache eine schnellere Osseointegration bzw. das Knochen-
wachstum gefdrdert (Garcia et al. 2005; lucci et al. 2007; Huang H et al. 2003)
und ebenso eine hbéhere marginale Knochendichte erreicht werden (Lutz et al.
2010; Prechtl 2010).

Auch durch die Modifikation mit funktionellen Signalsequenzen, wie z. B. der
RGD-Sequenz aus dem Fibronektin ist es méglich, den Heilungsprozess und
die funktionelle Integration in den Kieferknochen sowie die Zellhaftung und die
Mineralisierung zu beschleunigen und zu verbessern (Petrie et al. 2008;
De Jonge et al. 2008; Garcia et al. 2005; Huang H et al. 2003; Khatayevich
2010; Cavalcanti-Adam et al. 2002). Selbigen Effekt bzw. &hnliche Ergebnisse
erzielten auch Oberflachen, die mit dem GFOGER Peptid, einem Kollagen
imitierenden Peptid, beschichtet waren. Dies flhrte zu einer besseren
Osseointegration (Reyes et al. 2007). Und auch mit dem Peptid P-15, einer
synthetisch hergestellten Aminosauresequenz, konnte bereits eine Steigerung
der Knochendichte erzielt werden (Prechtl 2010).
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Spezielle Membranproteine mit Rezeptorfunktion, die sogenannten Integrine,
sind am Kontakt zwischen Zelle und extrazellularer Matrix beteiligt. Sie kdnnen
Reaktionen steuern und sind an Zell-Zell-Interaktionen beteiligt. Diese
Heterodimere binden intra- und extrazellulare Proteine. Die hierbei wichtigsten
extrazellularen Bindungspartner sind die Proteine Laminin und Fibronektin,
welche ihrerseits mit verschiedenen Kollagentypen, Heparansulfat, Proteo-
glykanen und Entaktinen interagieren. Die Bindungspartner Laminin und
Fibronektin enthalten beide die wichtige RGD-Domane welche an das Integrin
bindet (Welsch 2003). Die fur die Bindung wichtige RGD-Sequenz macht sich
auch die Wissenschaft zu nutze und stellt mit dieser die Verbindung von Zellen
zu Proteinen und Peptiden her (Kilpadi et al. 2004; Schaffner et al. 2003; lucci
et al. 2007).

Es hat sich gezeigt, dass bioaktive Beschichtungen, die die Integrin-
bindungsspezifitat férdern, zu einer besseren Heilung fihren kénnen (Petrie et
al. 2008) und dass Oberflachenmodifikationen mit Peptiden oder Proteinen aus
der extrazellularen Matrix in der Lage sind, die Knochenregeneration zu
stimulieren (Morra 2006; Seol et al. 2006).

1.1. Fragestellung / Ziel der Arbeit

Es kann davon ausgegangen werden, dass mit den Méglichkeiten der
technischen Verfahren zur Oberflachenmodifikation keine substantiellen
Verbesserungen mehr zu erwarten sind. Da aus technischer Sicht das Potential
ausgeschdpft zu sein scheint, soll die Biofunktionalisierung von Implantaten
Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.

Das heif3t, um ein schnelles und sozusagen stabiles Einheilen und somit eine
frGhere Mineralisierung zu gewabhrleisten, soll versucht werden, die Interaktion
bzw. Schnittstelle zwischen Implantat und umliegendem Gewebe dahingehend
zu beeinflussen. Dies soll durch die Kopplung von Proteinen aus der
extrazellularen Matrix bzw. bestimmter Peptidsequenzen erreicht werden,
welche die Zellanheftung und nachgeschaltet die Differenzierung, die Bildung
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von extrazellularer Matrix sowie die Mineralisation férdern, was zu einer

Optimierung der Einheilung beitragt.

Knochenmatrix besteht zu ca. 35 % aus organischem Material (v. a. Kollagen-
fasern, Knochenproteinen und Proteoglykanen) und zu ca. 65 % aus
anorganischen Salzen. Das Kollagen (= glykosyliertes Protein) macht den
GroB3teil der organischen Bestandteile aus (Welsch 2003).

Des Weiteren sind Knochen von der Knochenhaut, dem sogenannten Periost,
umgeben. Das zellreiche Periost enthdlt u. a. Stammzellen, Nerven sowie
BlutgefalBe und ist in der Lage neues Knochengewebe zu bilden. Hierbei sind
mesenchymale Knochenzellenstammzellen, die Prdosteoblasten und die
Osteoprogenitorzellen des Periosts hervorzuheben, die bei der Einheilung von
Implantaten von Bedeutung sind (Welsch 2003).

Bei der Einheilungssequenz und Osseointegration werden zuerst osteogene
Stammzellen rekrutiert, die zur Implantatoberflache wandern. Dort
angekommen adhéarieren die Stammzellen, breiten sich entsprechend aus,
proliferieren und differenzieren sich zu Knochenmatrix synthetisierenden Zellen.
Im Anschluss werden Proteine sezerniert. Durch die abschlieBende
Mineralisation dieser Proteine entsteht neuer Knochen.

Inhalt und Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Implantatoberflachen mit
Signalsequenzen zu versehen, die die beschriebenen Ablaufe beschleunigen
bzw. intensivieren. Diese Foérderung soll bewirken, dass das Implantat schneller
fest einheilt.

Hierzu sollen Peptid-Sequenzen, die eine Signalfunktion aufweisen, kovalent an
unterschiedlich beschaffene kommerzielle Titanoberflachen gekoppelt werden.
Das Hauptaugenmerk soll hierbei auf der Kopplung von Peptiden liegen, da
diese im Vergleich zu Proteinen als vorteilhafter zu betrachten sind. Dies liegt
zum einen daran, dass Peptide aufgrund der geringeren Anzahl der verknlpften
Aminosauren und der fehlenden Tertiarstruktur einfach zu synthetisieren und
stabiler sind. Zum anderen kann gezielter mit den gewlnschten

Signalsequenzen gearbeitet werden als dies bei den erheblich langeren



Einleitung

Proteinen der Fall ist, wodurch unter Umstanden eine bessere und starkere
Wirkung zu erwarten ist. Zu guter Letzt sind Peptide kostengtinstiger.

Um die biologische Wirkung der ausgewahlten Signalsequenzen und die
Effektivitat des Kopplungsprozesses zu testen, sollen im weiteren Verlauf
Osteoblasten bzw. Stammzellen aus dem Kieferperiost auf den modifizierten
Oberflachen angesiedelt werden, welche Uber Integrine (Membranproteine mit
Rezeptorfunktion) an die entsprechenden Sequenzen binden sollen. Im
Anschluss werden die Zellen ausgezahlt bzw. quantitativ beurteilt und
hinsichtlich der Anheftung auf den verschiedenen Oberflachen bewertet.
AuBerdem sollen oben beschriebene Vorgange wie die Proliferation der Zellen
und auch deren Stoffwechsel, z. B. die Sekretion von Kollagen sowie die
Expression von Genen bewertet werden, sodass im nachsten Schritt die
verschiedenen Peptide mittels der gewonnenen Ergebnisse untereinander
verglichen werden kbénnen um ihre Eignung im Bezug auf die Bio-

funktionalisierung von Implantaten auszuloten.



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Titanproben

Es wurden Proben eingesetzt, die einer kommerziell erhaltlichen
Implantatoberflache entsprechen, sowie Proben mit experimentellen
Oberflachen. Diese Titanplattchen wurden bei der Firma Camlog (CAMLOG
Biotechnologies AG, Basel) hergestellt. Die Plattchen besitzen einen Durch-
messer von 10 mm bei einer H6he von 1 mm und somit eine Oberflache von
1,884 cm?. Es wurde jedoch nur die Oberseite der Titanplattchen bearbeitet. Die
Oberseite eines Plattchens hat eine Flache von 0,785 cm?2. Da jedoch nicht
auszuschlieBen ist, dass auch die Mantelflache (0,314 cm?) der zylinder-
formigen Proben mitbearbeitet und modifiziert wurde, liegt die tatséchliche
Oberflache zwischen 0,785 cm? und 1,099 cm2 Ein Vorbereiten der
entsprechenden Proben war nicht von Néten, da diese bereits steril geliefert
wurden. Es handelte sich um flnf unterschiedlich beschaffene Oberflachen.

Oberflache Nr. 1

Machined (Ma): Hierbei handelt es sich um eine rein maschinell gefertigte

Oberflache. Die Oberflachenbeschaffenheit riihrt von der Fertigungsmethode
her, in diesem Fall hervorgerufen durch das Drehen. Somit entspricht die
Oberflachenstruktur dem glatten, gedrehten Halsbereich der Camlog-

Implantate.

Oberflache Nr. 2
Promote (Pro): Diese mikrostrukturierte raue Oberflache wurde sandgestrahlt

und sauregeatzt. An dieser Stelle ist zu erwdhnen, dass es sich hierbei um die
derzeit aktuelle Implantatoberflache des Herstellers Camlog handelt und bei
den firmeneigenen Implantatsystemen Camlog und Conelog zur Anwendung

kommt. Laut Hersteller tragt diese Oberflache zur raschen Osseointegration bei.
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Oberflache Nr. 3

Camlog-Nano (Nano): Es handelt sich um eine experimentelle Modifikation der

Promote-Oberflache. Auf die oben beschriebene Saureatzung folgt eine
Alkaliatzung. Mit der alkalischen Behandlung wird Uber der vorhandenen
Promote-Topographie eine charakteristische Nanostruktur erzeugt. Die
anschlieBende Neutralisation erfolgt mit einer Salzlésung. AnschlieBend werden

die Proben an partikelarmer Luft bei Raumtemperatur getrocknet.

Oberflache Nr. 4

Machined mit Anatas-Beschichtung (Ma-Ana): Diese Oberflache ist eine

experimentelle Modifikation der Oberflache Nr. 1, wobei hier zusatzlich eine
Anatas-Beschichtung aufgebracht wurde. Hierbei handelt es sich um ein
Titanoxid, das eine Erhdéhung der Oberflachenenergie bewirkt und eine

Nanostrukturierung erzeugt.

Oberflache Nr. 5

Promote mit Anatas-Beschichtung (Pro-Ana): Experimentelle Modifikation der

Oberflache Nr. 2 mit zuséatzlicher Anatas-Beschichtung.

2.2. Zellkulturen

Aufgrund der beschrankten Verfligbarkeit der humanen Stammzellen wurde fiir
die Vorversuche eine humane Zell-Linie eingesetzt. Bei diesen Knochenzellen
handelte es sich um SAOS-2 Osteoblasten (DSMZ GmbH, D-38124
Braunschweig), die aus einer Human Osteogenic Sarcoma Zelllinie (DSMZ
Nr. ACC 243) stammen. Als Zellkulturmedium diente McCOY’s 5A Medium
(PAA Laboratories GmbH, At-Pasching, Kat.Nr. E15-022), dem auBerdem 15 %
FCS, 1 % Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurde. Die
Proben in den folgenden Versuchen wurden mit diesen Zellen in jeweils 500 ul
Medium angeimpft.

11
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Bei den in den Hauptversuchen (HV) verwendeten Zellen handelte es sich um
Stammzellen aus dem menschlichen Kieferperiost. Diese Zellen stammen aus
dem Molekularbiologischen Labor der Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie der Eberhard-Karls-Universitat TUbingen. An dieser
Stelle sei auf die Genehmigung der Ethikkomission der Medizinischen Fakultat
Tlbingen hingewiesen, die obiger Abteilung zu Forschungszwecken vorliegt
(Nr. 194/2008B0O2). Nach der Biopsie durch die Chirurgie erfolgte ein
Verdauungsschritt unter Anwendung von "XI collagenease" (Sigma, D-
Steinheim, 1500 U/ml) far 90 Minuten und die Stammzellen wurden im
Anschluss in Zellkulturflaschen kultiviert.

Als Zellkulturmedium diente in diesem Fall DMEM/F-12 (Life Technologies
GmbH, D-64293 Darmstadt, REF 31331-028), dem 10 % FCS, 1 % Fungizide
sowie 1 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurde. Fir Induktionszwecke
erfolgte eine Modifikation des Mediums. Hierzu wurde diesem pro 1 ml jeweils
1 ul Vitamin C (100 uM in DMEM/F-12), 0,4 pl Dexamethason (4 uM in Ethanol)
sowie 10 pl B-Glycerophosphate (10 mM in DMEM/F-12) zugegeben. Die
verwendeten Zellen waren von 4 verschiedenen Spendern. Die Proben in den
folgenden Versuchen wurden mit diesen Zellen in jeweils 1.000 pl Medium
angeimpft. FUr die entsprechenden Versuche wurde die Menge an Medium

unmittelbar vor Versuchsbeginn entsprechend reduziert.

Beide Zellarten wurden mit 10 ml Medium und einer Zellzahl von 8x10° - 1x10°
in Zellkulturflaschen (Corning Incorporated, NY 14831 USA, Zellkulturflasche,
75 cm? Wachstumsflache, Kat.Nr. 430641) angeimpft und inkubiert. Die
Wachstumsphase erfolgte im Inkubator (Heraeus Brutschrank, CO.-Auto-Zero,
Typ B5061 EK-COy) bei 37°C und 5 % CO,. Wahrend dieser Phase wie auch in
den entsprechenden Versuchen erfolgte alle 3 bis 4 Tage ein Mediumwechsel.
Bei einer erreichten Zellbesiedelung von ca. 80 bis 90 % wurden die Zellen fir
die entsprechenden Versuche enthommen sowie in neuen Zellkulturflaschen

weiter kultiviert.
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2.2.1. Ablosen und Umsetzen von Zellen

Nach erfolgter Wachstumsphase wurde als erstes das Medium aus der
Zellkulturflasche mittels einer Pipette entfernt. Im Anschluss wurde einmal mit
5ml PBS™ (Life Technologies GmbH, REF 14190-094) gespullt und dieses
sofort wieder entfernt. Es wurden erneut 5 ml PBS™ zugegeben. Es erfolgte eine
Einwirkdauer von 5 min. bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der Einwirkdauer
wurde das PBS™ wieder entfernt und es folgte die Zugabe von 1,5 ml
Trypsin (0,05 % in PBS")/EDTA (0,02 % in PBS"). Die Zellen wurden mit dem
Trypsin/EDTA 5 min. im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der 5 min. wurde
mit dem Mikroskop (Olympus CK 2, No. 601663) gepruft, ob alle Zellen vom
Boden der Zellkulturflasche abgelést wurden. Notfalls wurde versucht durch
leichtes Klopfen der Kulturflasche die restlichen Zellen vollends zu lésen. Es
wurden 5 ml Medium zugegeben und der Boden der Kulturflasche abgespilt.
Durch Auf- und Abpipettieren wurde versucht die Zellen zu vereinzeln. Der
Inhalt der Zellkulturflasche wurde in ein 15 ml Bluecap bzw. Polypropylen
Rdéhrchen (Greiner Bio-one GmbH, Art.-Nr. 188261) UberfUhrt. Es folgte die
Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauerkammer. Die fir den
entsprechenden Versuch bendtigte Zellzahl wurde eingestellt und die Proben
angeimpft. AnschlieBend wurden die restlichen Zellen in einer neuen
Kulturflasche weiter kultiviert.
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2.3. Stoffwechselaktivitat und Proliferation

Um die Stoffwechselaktivitdt und die Proliferation der SAOS-2 Osteoblasten auf
den verwendeten Titanproben zu ermitteln und quantifizieren, wurden folgende

Messmethoden und Verfahren angewandt:

Anmerkung:

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass strikt nach den
entsprechenden Herstelleranleitungen der aufgelisteten Versuchskits
vorgegangen wurde. Es werden jedoch mégliche Abweichungen oder nicht
definierte Vorgehensweisen dargelegt.

2.3.1. XTT-Test

Der XTT-Test misst die Stoffwechselaktivitat der Zellen und ist somit auch ein
Mai3 fir deren Proliferation. Das Messprinzip beruht auf der Bildung eines
Farbstoffs. Dieser wird durch mitochondriale Dehydrogenasen gebildet. Hierbei
wird durch metabolisch aktive Zellen das gelbe Tetrazolium Salz XTT gespalten
und es entsteht orangener Formazan-Farbstoff. Die Menge des innerhalb eines
bestimmten Zeitraums gebildeten Farbstoffs kann quantifiziert, d. h. im ELISA-
Reader photometrisch ermittelt werden.

Eine erhbhte Zellzahl geht mit einem Anstieg der mitochondrialen
Dehydrogenasen einher, was wiederum eine erhéhte Bildung von orangenem
Farbstoff bewirkt. Somit ist indirekt mit diesem Test auch eine Bestimmung der
Wachstumsrate méglich.

Der XTT-Test wurde mit einem Zellproliferationskit durchgefihrt (Cell
Proliferation Kit I, Roche, REF 11 465 015 001). Dieser besteht aus:

- Reagenz 1: XTT Labeling Reagent

- Reagenz 2: Electron Coupling Reagent
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2.3.2. Versuchsdurchfiihrung XTT-Test

Vor Testbeginn wurde der XTT-Test Kit portioniert. Hierbei wurden vom
Reagenz 1 (XTT Labeling Reagent) je 2,5 ml und vom Reagenz 2 (Electron
Coupling Reagent) je 50 pl in entsprechende ReagenzgefaB3e portioniert und
bei -20°C eingefroren. Kurz vor dem Gebrauch wurden die portionierten
Reagenzien aufgetaut und miteinander vermischt.

Vor Zugabe der vermischten Reagenzien wurden die Titanplattchen, wie auch
das entsprechende Medium in saubere bzw. unbenutzte Wells (Corning
Incorporated, 48-Well-Zellkulturplatten, Kat.Nr. 3548) versetzt. Somit wurde
gewahrleistet, dass nur Zellen auf den verwendeten Titanproben im Test
gemessen werden und nicht auch die Stoffwechselaktivitat der Zellen, die am
Rand bzw. an den Wanden der Wells anhaften in die Testergebnisse mit
einflieBt. Im Anschluss wurden je 250 pl vom portionierten Testgemisch zu den
bereits vorhandenen 500 ul Medium zugegeben.

Nach vierstindiger Einwirk- bzw. Reaktionszeit bei 37°C und 5 % CO. im
Inkubator erfolgte die photometrische Messung. Hierbei wurden 250 pl aus
750 pl im ELISA-Reader (SLT Labinstruments GmbH, ELISA EAR 340 ATTC,
Mod.: B016.925) bei einer Messwellenlange von 492 nm und einer Referenz-

wellenldnge von 620 nm vermessen.

2.3.3. BrdU-Test

Der BrdU-Test dient der Quantifizierung der Zellproliferation. Hierbei werden
alle im Testzeitraum gebildeten Zellen markiert. Dies geschieht mittels eines
Markers, eines sozusagen ,falschen® DNA-Bausteins (Bromdesoxy-Uridin;
BrdU). Jener Marker wird wéahrend eines bestimmten Zeitintervalls
(Markierungszeitraum) dem Zellkulturmedium zugesetzt. Innerhalb dieses
Markierungszeitraums wird er an Stelle von Thymidin in die DNA aller
neugebildeten Zellen eingebaut. Im Anschluss werden die Zellen fixiert und die
DNA denaturiert. Durch Lécher in der Zellmembran wird ein Zugang fir gegen
BrdU gerichtete enzymgekoppelte Antikérper (Anti-BrdU-POD) geschaffen.
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Nach anschlieBender Zugabe von Substrat erfolgt eine Peroxidase-
Farbreaktion. Die entstandene Farbe, bzw. die Extinktion kann nun
photometrisch mit Hilfe des ELISA-Readers gemessen werden. Sie ist
proportional zur Menge an neu gebildeter DNA und ergibt somit eine direkte

Quantifizierung der Proliferation wahrend des Markierungszeitraums.

Der BrdU-Test wurde ebenfalls mit einem Zellproliferationskit (Cell Proliferation
ELISA/BrdU (colorimetric), Roche, REF 11 647 229 001) durchgefihrt. Dieser
besteht aus:

- Reagenz 1: BrdU Labeling Reagent

- Reagenz 2: Fix Denat

- Reagenz 3: Anti-BrdU-POD

- Reagenz 4: Antibody Dilution Solution
- Reagenz 5: Washing Buffer

- Reagenz 6: Substrate Solution

2.3.4. Versuchsdurchfiihrung BrdU-Test

Im ersten Schritt erfolgte die Zugabe von 50 ul BrdU Labeling Solution (BrdU
Labeling Reagent 1:100 in Mc Coy’s Kulturmedium) pro Well. Jedes Well
enthielt zu diesem Zeitpunkt bereits 500 pl Zellkulturmedium. Es erfolgte eine
24-stiindige Wachstumsphase im Inkubator (37°C und 5 % CO,). Nach Ablauf
der 24 Stunden wurden alle Wells bzw. das darin enthaltene Medium mit BrdU
labeling mittels einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Im Anschluss wurden je
400 pl Fix Denat pro Well hinzugeflgt, um die Zellen zu fixieren und
denaturieren. Es folgte eine 30-minttige Einwirkzeit bei Raumtemperatur.
Daraufhin wurde das zugefliihrte Fix Denat wieder abgesaugt und 150 ul Anti-
BrdU-POD Working Solution (Anti-BrdU-POD Stock Solution 1:100 mit Antibody
Dilution Solution) pro Well hinzugefligt, mit einer Reaktionszeit von einer
Stunde im Inkubator. Nach anschlieBendem Absaugen des Anti-BrdU wurden
alle Wells dreimal mit 600 pl Washing Solution (Washing Buffer 1:10 mit
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destilliertem Wasser) gewaschen. Daraufhin wurden pro Well 250 pl Substrat
zugegeben. Nach 5-minttiger Reaktionszeit wurde mit je 62 pul einer 1 M
Schwefelsaure (H.SO,) die Reaktion auf dem Orbitalschittler (IKA-
Labortechnik, AS 501.5 digital) bei ca. 300 rpm abgestoppt. Die anschlieBende
Messung der Extinktion im ELISA-Reader erfolgte innerhalb von 5 Minuten. Es
wurden je 200 pl von 250 ul bei einer Messwellenlange von 450 nm und einer

Referenzwellenldnge von 550 nm vermessen.

2.4. Adhasion und Ausbreitung

Um die erzielte Zelldichte auf den Titanproben sichtbar zu machen wurden die
Zellen mittels Kristallviolett (Sigma-Aldrich GmbH, REF HT90132-1L) gefarbt.
Es handelt sich dabei um einen violetten Triphenylmethanfarbstoff, der zum
Anfarben von Bakterien und Zellen verwendet werden kann. Hierbei werden die
Proteine einer Zelle gefarbt, was eine Photodokumentation ermdglicht. Durch
Eluieren des Farbstoffes und photometrische Messung bei 550 nm kann das

Zellwachstum quantifiziert werden.

2.4.1. Versuchsdurchfihrung Kristallviolettfarbung

Nach der entsprechenden Wachstumsphase der Zellen in den jeweiligen
Versuchen wurde das Kulturmedium mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt
und die entsprechenden Wells mit den enthaltenen Titanproben je einmal mit
400 pl Hanks Salt Solution (Biochrom AG, Berlin, Cat No.: L2035) gewaschen.
Daraufhin erfolgte das Fixieren der Zellen mit je 400 ul 3 % Paraformaldehyd (in
PBS™) mit einer Einwirkdauer von 15 Minuten bei Raumtemperatur. Nach Ablauf
der Einwirkdauer folgte das Absaugen der L6sung. Danach fand der eigentliche
Farbevorgang statt. Dies geschah durch Zugabe von 0,5 % Kristallviolett in
20 % Methanol Lésung zu je 200 pl pro Well far 15 Minuten. Danach wurde mit
jeweils 250 pl PBS™ solange gewaschen, bis in der Waschlésung keine Farbe
mehr sichtbar war (ca. funf Waschdurchgéange). Im nachsten Schritt erfolgte die
Bewertung der Proben unter dem Mikroskop (WILD Photomakroskop M400)
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sowie die Photodokumentation (Canon EOS 550 D), wozu die Proben jeweils
einzeln in eine mit destilliertem Wasser geflllte Petrischale Uberflihrt wurden.
Nach beendeter Dokumentation wurden die Proben zurtck in eine 48-Wellplatte
tberfihrt und die Farbe durch Zugabe von je 200 ul Methanol fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur auf dem Orbitalschittler eluiert. Von der entstandenen
Farblésung wurden je 150 pl im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von

550 nm vermessen.

2.5. Verwendete Peptide und Fibronektin

Die in den Versuchen angewendeten Peptide Nr. 1 bis Nr. 6 stammen von der
Firma EMC microcollections GmbH, D-72070 Tibingen. Es handelt sich hierbei
um die folgenden Aminosaure-Sequenzen, deren urspringliches Vorkommen

im Folgenden mit aufgefiihrt wird.

Peptid Nr. 1 (P1) = FAKLAARLYRKAC/Antithrombin 3

Peptid Nr. 2 (P2) = GRGDSC/Cell-Matrix Interaction Domain

Peptid Nr. 3 (P3) = GGGGRGDSPC/Cell-Matrix Interaction Domain
Peptid Nr. 4 (P4) = DGEAC/Type 1 Collagen

Peptid Nr. 5 (P5) = CGGNGEPRGDTYRAY/Bone Sialoprotein

Peptid Nr. 6 (P6) = EEEEEEEPRGDTC/Cell-Matrix Interaction Domain

Fibronektin (FN) = 2355 Aminosauren / Protein
Fir die Vorversuche wurde "Fibronectin from bovine plasma"
verwendet (Sigma-Aldrich GmbH, Bestell-Nr.: F-1141).
Fur die Hauptversuche "Fibronectin from human Plasma"
(Sigma-Aldrich GmbH, Bestell-Nr.: F0895-5MQG).

In den Vorversuchen wurde zur Etablierung des Kopplungsverfahrens ein

kommerziell erhéltliches RGD-Peptid eingesetzt:

RGD-Sequenz = universelle Anheftungssequenz von ECM-Proteinen

18



Material und Methoden

Aminosauresequenz / Arg-Gly-Asp

(Sigma-Aldrich GmbH, Bestell-Nr.: A-8052).
RGD1 = RGD-Sequenz mit Kopplungspuffer PBS™
RGD2 = RGD-Sequenz mit Kopplungspuffer NaHCO3

Alle von der Firma EMC fir die Studie synthetisierten Peptide enthalten eine fir
den Kopplungsvorgang einsetzbare freie Thiolgruppe (-SH) des Cysteins (C).
Im Falle von FN und RGD stehen primare Amine bzw. freie Aminogruppen fir
die angestrebte Kopplung zur Verfligung.

FOr die geplante kovalente Kopplung empfehlen sich zwei unterschiedliche
Puffersysteme. Hierbei handelt es sich um den Phosphatpuffer (PBS™; pH 7,5)
und den Natriumcarbonatpuffer (NaHCOg3; pH 9,6). Fir Thiolgruppen eignet sich
PBS™, wohingegen NaHCOQO; flir Thiol- sowie Aminogruppen verwendet werden
kann. Anhand von RGD sollen die beiden verschiedenen Puffersysteme im

Folgenden miteinander verglichen werden (siehe Vorversuche).

2.5.1. Protein- / Peptidkopplung

Die verwendeten Titanproben wurden mit den entsprechenden Proteinen bzw.
Peptiden mit Hilfe eines photoaktivierbaren Linkers (Photocoupling) beschichtet.
Hierbei wurden die verwendeten Peptidsequenzen bzw. Proteine kovalent
mit den Titanoberflachen verbunden. Vor dem eigentlichen Photocoupling
erfolgte die Silikatisierung der Oberflachen. Im Anschluss folgte das Silanisieren
mit 3-Glycidyloxypropyltrimethyl-oxysilan (= GOPTS; Sigma-Aldrich GmbH,
REF 440167-100ML). Mittels Antrachinon (EXIQON, EQ-0078-01, 20g/L),
einem Photoimmobilizer, erfolgte schlieBlich das Photocoupling, was die
kovalente Bindung von Proteinen auf der Oberflache ermdglicht.

Das Silikatisieren erfolgte unter Anwendung eines ,Mini-Silicoaters” (Silano-Pen
der Firma Bredent, Nr. 320 00 470).
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2.5.2. Versuchsdurchflihrung Protein- / Peptidkopplung

Die Modifizierung der Oberflachen lasst sich in drei Schritte untergliedern.
Hierbei handelt es sich um das Silikatisieren, das Silanisieren und die
eigentliche Proteinkopplung.

Das Silikatisieren erfolgte mit dem Silano-Pen. Hierzu wurde jede Titanprobe
finf Sekunden mit der Flamme behandelt, wozu der Silano-Pen mit kreisenden
Bewegungen gefihrt wurde. Danach wurden die nun aktivierten Proben in eine

Petrischale Uberfuhrt.

Im nachsten Schritt erfolgte das Silanisieren. Dazu wurde auf die gereinigten
und aktivierten Plattchen bzw. deren Oberflache je 50 ul GOPTS aufgetropft
und das Becherglas mit dem entsprechenden Deckel verschlossen. Es folgte
eine einstindige Reaktionszeit bei Raumtemperatur, woraufhin das GOPTS
unter Verwendung der Wasserstrahlpumpe seitlich abgesaugt wurde. Daraufhin
wurden die Plattchen mit Aceton (Merck KGaA, D-64271 Darmstadt,
Bestellnummer 1000142511, Wassergehalt < 0,05 %) gespult, wozu das
Becherglas mit dem Aceton geflutet wurde. Im Anschluss erfolgte eine kurze
Trockenphase. Nach erfolgtem Trocknen wurden die Proben in eine 48-Well-
platte Uberflhrt.

Vor der eigentlichen Proteinkopplung wurden je 180 pl Anthrachinon (1,6 mg/l in
destilliertem Wasser) auf die Proben aufgetropft und die Proben mit dem auf-
getropften Photoimmobilizer unter der UV-Bank (Appligene onco’, Typ
T.Tamer) mit zwei UV-Lampen der Leistung 15 W (Philips ultraviolett 15 W
G15-T8) mit einer Wellenlange von 254 nm in einem Abstand von 13,7 cm
60 Minuten bestrahlt. Nach Ablauf des Bestrahlungszeitraums wurde die
Lésung abgesaugt und die Proben weiterverarbeitet. Es folgte das Applizieren
der entsprechenden Peptide. Hierzu wurden 100 pl der Protein-/Peptidlésung
(0,16 pg/pl Protein bzw. Peptid in pyrogenfreiem Wasser (Fresenius Kabi
GmbH, Wasser fir Injektionszwecke/Ampuwa, Ch.B. 14FA1009) aufgetropft.
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Dies entspricht einer Konzentration von ca. 4,8 pg/cm? Die Titanproben
lagerten hierbei in 48-well-Platten und die zu koppelnde Oberflache war mit der
Protein-/Peptidldsung bedeckt. Es erfolgte eine Inkubationszeit von 1 Stunde im
Brutschrank. AnschlieBend wurden die Proben getrocknet, in neue 48-Well-
platten Gberfihrt und im Kihlschrank fir die anschlieBenden Versuche

aufbewahrt.

2.5.3. Fibronektin-Nachweis

Die erfolgreiche Kopplung von Fibronektin an die Titanoberflachen wurde
mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes (TRITC = Tetramethylrhodamine-5 (und 6)-
isothiocyanate) nachgewiesen. Dazu wurde ein gegen die ,Cell Binding
Domain® gerichteter Erstantikdrper (Millipore, MAB 1937) und ein fluoreszenz-
markierter Zweitantikérper (Sigma, T 5393-1ML) eingesetzt. Der Nachweis
erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop.

2.5.4. Versuchsdurchflihrung Fibronektin-Nachweis

Die Proben wurden fir den FN-Nachweis in eine 48-Wellplatte Gberfihrt und
pro Well je 400 pl Ziegenserum (5 % in PBS™) zugegeben. Anschlieend folgte
eine 15-mindtige Reaktionszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln. Daraufhin
wurde mit 500 pl je dreimal gespult. AnschlieBend wurden je 100 pl der
Erstantikérperldsung (Verhaltnis 1:500/Lésung in 5 % Ziegenserum + 1 % BSA
in PBS™) zugegeben, 45 Minuten inkubiert und dann dreimal mit je 600 pl PBS™
gespdlt.

Daraufhin folgte die Zugabe von 100 pl des Zweitantikérpers (Verhaltnis
1:2000 /L6ésung in 5 % Ziegenserum + 1 % BSA in PBS") pro Well mit einer
weiteren Inkubationszeit von 45 Minuten. Es wurde wieder dreimal gespilt mit
je 600 ul PBS". Die gefarbten Proben wurden entnommen, mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops (Nikon 137556, OPTIPHOT-2) ausgewertet und die
Ergebnisse mit der Kamera (Objektiv/Tokina AT-X Pro 52) dokumentiert.
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2.5.5. Peptid-Nachweis

Der Nachweis der gekoppelten Peptide erfolgte mit einem sogenannten FITC
Antibody Labeling Kit (Thermo Scientific, Number 53027). Hierbei wird ein
Fluoreszenzfarbstoff (FITC = fluorescein isothiocyanate) an das entsprechende
Peptid gekoppelt.

Der Fluoreszenzfarbstoff kann an Amino-, Sulfhydryl-, Imidazoyl-, Tyrosyl- und
Carbonylgruppen von Proteinen und Peptiden gekoppelt werden. Die
angesprochenen Gruppen sind u. a. Bestandteil der folgenden Aminosauren:

Imadizoylgruppe = Histidin (H)

Sylfhydrylgruppe = Cystein (C)

Tyrosylgruppe = Tyrosin (Y)

Carbonylgruppe = Asparagin (N), Glutamin (Q)

Aminogruppe = Asparagin (N), Glutamin (Q),
Histidin (H), Lysin (K), Arginin (R),
N-Ende aller verwendeten Peptide

Der Nachweis erfolgte mit dem Peptid P1 stellvertretend fir alle angewendeten
Peptide, da dieses Peptid die meisten freien Bindungsstellen besitzt.

Im Versuchskit waren alle nétigen Reagenzien und Materialien bereits
enthalten. Es handelte sich um 3 Flaschchen FITC, 1 ml Borat Puffer (0,67 M),

5 ml Purification Resin, 6 Spin Columns und 12 Microcentrifuge Collection
Tubes.

2.5.6. Versuchsdurchfiihrung Peptid-Nachweis

Schritt 1: Protein Preparation

Als erstes wurde der Labeling Puffer hergestellt. Hierzu wurden 75 ul des im Kit
enthaltenen Borat Puffers in 925 ul PBS™ verdinnt. Im Folgenden wurde 1 mg
Peptid in 0,5 ml des hergestellten Labeling Puffers gelést (= 2 mg/ml Peptid in

22



Material und Methoden

Labeling Puffer). Danach wurden 40 pl Borat Puffer zu 0,5 ml der Proteinlésung

zugegeben.

Schritt 2: Protein Labeling
Zuerst wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Danach wurden

0,5 ml des oben vorbereiteten Peptids in ein Flaschchen FITC gegeben,
zehnmal auf- und abpipettiert, bis sich der Farbstoff gel6st hatte und gevortext.
Als Nachstes kam das Flaschchen in die Zentrifuge (Heraeus SEPATECH,
Biofuge 15, Fabr.-Nr.: 236384). Es wurde 30 Sekunden bei 1.000 g zentri-
fugiert. Das Peptid-FITC-Gemisch wurde im Folgenden fur 60 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Schritt 3: Protein Purification

Hierzu wurden zwei Spin Columns in Microcentrifuge Collection Tubes gesetzt.
Das Purification Resin wurde gemischt bzw. gevortext und jeweils 400 pl davon
in beide Spin Columns gegeben. Es wurde 45 Sekunden mit 1000 g
zentrifugiert um die Storage Solution zu entfernen. Die gebrauchten Collection
Tubes wurden verworfen und die beiden Spin Columns in neue Collection
Tubes umgesetzt. Es folgte die Zugabe von 250 ul des gelabelten Peptids aus
Schritt 2 in jedes der beiden Spin Columns. Das Peptid-FITC-Gemisch wurde
durch Auf- und Abpipettieren und Vortexen mit dem Purification Resin
vermischt. Im Anschluss wurde 45 Sekunden mit 1000 g zentrifugiert. Das
sozusagen nun reine und gelabelte Peptid beider Columns wurde vereinigt und

im Kihlschrank bei 4°C zwischengelagert.

Als Nachstes wurde das gelabelte Peptid appliziert bzw. an die Titanproben
gekoppelt. Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten wurden die
Proben mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops ausgewertet und die Ergebnisse
mit der Digitalkamera festgehalten.
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2.6. PCR

Um den Einfluss der Peptidbeschichtungen auf die osteogene Differenzierung
zu quantifizieren, wurde die Expression verschiedener osteogener Marker
mittels RT-PCR untersucht. Die Durchfiihrung gliederte sich in zwei Schritte,
deren Durchfihrung im Folgenden erlautert werden soll. Es handelte sich
hierbei um die RNA-Extraktion und die eigentliche quantitative RT-PCR.

2.6.1. Versuchsdurchfiihrung RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin RNA XS — Kit (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, REF 740902), der bereits samtliche nétige Reagenzien
enthalt. Als erstes erfolgte die Zelllyse. Hierzu wurde zu den Proben in jedes
Well 102 pl Lysis Puffer RA1 + TCEP zugegeben. Die 48-Well-Zellkulturplatten
standen hierbei auf Eis. Es folgte das Abkratzen der Zellen mittels eines
Zellschabers. Im Anschluss wurde das Lysat von je drei Parallelproben vereinigt
und je 5 ul Carrier RNA Working Solution zugefiigt. Die L6sung wurde gevortext
und gespinnt.

Zur DNA-/RNA-Fallung wurde pro Probe 300 ul 70 % Ethanol zugegeben und
mit Hilfe einer Insulinspritze mehrmals (ca. finfmal) auf- und abpipettiert. Um
die Bindung der Nukleinsdure an die Saulchen-Membran zu erreichen, wurde
das prazipitierte Lysat in ein blaues NucleoSpin RNA XS Saulchen pipettiert
und far 30 Sekunden bei 18°C und 11.000 g zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge
5415 R). Die Saulchen wurden in ein frisches Collection Tube Uberfihrt.

Um die Membran zu entsalzen und zu trocknen wurden je 100 pl Membrane
Desalting Buffer (MDB) hinzugefligt und wieder bei 11.000 g fir 30 Sekunden
zentrifugiert. Mit dem Ziel die DNA zu verdauen wurden je 25 pl DNase
Reaction Mixture auf die Membran pipettiert, die S&aulchen geschlossen und
15 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Im n&chsten Schritt erfolgte das Waschen und Trocknen der Membran. Es

wurden zuerst 100 ul RA2 Puffer zugegeben, 2 Minuten bei Raumtemperatur in-

24



Material und Methoden

kubiert und im Anschluss mit 11.000 g flr 30 Sekunden zentrifugiert. Hiernach
wurden die Saulchen in frische Collection Tubes gesetzt, 400 ul RA3 Puffer
zugegeben und wieder flir 30 Sekunden zentrifugiert. Danach wurden noch mal
200 pl RAS3 Puffer zugegeben und fir 2 Minuten bei 11.000 g zentrifugiert. Die
nun trockenen Saulchen wurden in 1,5 ml Eppendorf Cups Uberflhrt.

Um die RNA zu eluieren wurden 10 ul RNase freies Wasser auf die Saulchen
pipettiert und bei 11.000 g fir 30 Sekunden zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte
die Bestimmung der RNA-Menge. Hierzu wurden jeweils 1,4 pul RNA der
entsprechenden Probe zu je 68,6 pul RNase freiem Wasser in eine Messkuvette
gegeben (Gesamtvolumen 70 pl; Faktor 1:50) und gemischt. Es folgt das
Vermessen der Lésungen im Photometer (GeneQuant, Amersham Biosciences,
Ser. Nr. 96056) bei 260 nm. Als Referenz diente eine Messkivette mit 70 pl
RNase freiem Wasser. Nach dem Vermessen der jeweiligen Proben wurde die
RNA-Konzentration unter Berlicksichtigung des Faktors 1:50 berechnet. Es
folgte die Lagerung der RNA bei -70°C.

2.6.2. Versuchsdurchfliihrung quantitative RT-PCR

Nach dem Auftauen der Proben wurden die nétigen Verdinnungen hergestellt.
Es war ein Gesamtvolumen 5 pl erforderlich, welches sich aus der Zugabe von
15 ng RNA (unter Berlicksichtigung der oben gemessenen und berechneten
Konzentration) in nukleasefreies Wasser ergab. Zu diesen 5 pl wurden
wiederum 5 pl RT-Mix zugegeben. Diese 5 ul setzten sich aus 4 ul T-Script
Buffer und 1 pl T-Script Enzyme zusammen. Die Lésung wurde gevortext und
zentrifugiert. Dieses Gemisch wurde bei 37°C fir 30 Minuten inkubiert
(Eppendorf Mastercycler personal, No. 5332 55015). Die Reaktion wurde durch
eine Erhéhung der Temperatur auf 95°C fir 5 Minuten mit anschlieBendem
Abkuhlen auf 22°C gestoppt.

Als Néachstes wurden 10 pl des Ligation Mix zu obiger Lésung zugegeben. Die
10 pl Ligation Mix setzten sich aus 6 pl Ligation Buffer, 2 ul Ligation Reagent,
1 ul Ligation Enzyme 1 sowie 1 pl Ligation Enzyme 2 zusammen. Es folgte ein
Inkubationszeitraum von 2 Stunden bei 22°C.

25



Material und Methoden

Zu der Ligationsreaktion wurden je 30 ul des Amplification Mix zugegeben.
Diese 30 pl bestanden aus 29 pl REPLI-g Midi Reaction Buffer und 1 ul
REPLI-g Midi DNA Polymerase. Es wurde 2 Stunden bei 30°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch eine Temperaturerhbhung auf 95°C fir 5 Minuten
gestoppt. Die cDNA wurde 1:250 mit PCR-Wasser verdinnt (1 pl cDNA +
250 ul PCR-Wasser).

Der LightCycler-Adapter wurde aus dem Kuhlschrank entnommen und die
Kapillaren in diesen Uberflhrt. In die 27 Kapillaren wurden die Standards S1-
S4, 11-mal GAPDH Mix, elfmal der Proben-Mix flr den entsprechenden
osteogenen Marker sowie eine Negativkontrolle pipettiert. Im Anschluss wurden
je 2 ul cDNA der Proben zu den Kapillaren mit GAPDH und dem jeweiligen Gen
hinzu pipettiert (= Gesamtvolumen 20 pl). Die Kapillaren wurden verschlossen
und bei 8°C und 1,4 x 1.000 rpm 1 Minute lang zentrifugiert und im Anschluss
in den LightCycler (Roche LightCycler 1.5, Ser.Nr. 1409017) UberfUhrt und die
RT-PCR gestartet. Die Amplifikation der Ziel-DNA erfolgte in ca. 35 bis
38 Zyklen.

Es waren zur Auswertung der Hauptversuche 10 Runs im LightCycler nétig.
Hierbei handelte es sich um die fanf ausgewahlten Marker fur die
Hauptversuche. AuBerdem war jeweils ein gesonderter Durchlauf fir die
induzierten und nicht induzierten Proben nétig. Als Referenz bzw. Vergleich
diente GAPDH.

Bestandieile der einzelnen Reagenzien bzw. Lésungen

S1 = Gen-DNA von GAPDH mit bestimmter Kopienzahl pro pl
S2 = 18 pl Standard Stabilisator + 2 pl S1
S3 = 18 ul Standard Stabilisator + 2 pl S2
S4 = 18 pl Standard Stabilisator + 2 pl S3
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Standard S1 = 10 pl Standard Mix + 10 pl S1
Standard S2 = 10 pl Standard Mix + 10 pl S2
Standard S3 = 10 ul Standard Mix + 10 pl S3
Standard S4 = 10 pl Standard Mix + 10 pl S4

Standard Mix = 30 ul PCR Wasser, 10 ul Primermix, 10 ul SYBR Green
GAPDH Mix = 14 pl PCR Wasser, 2 pl Primermix/GAPDH, 2 ul SYBR Green
Proben Mix =14 ul PCR Wasser, 2 pl Primermix/Primer x, 2 ul SYBR Green
Negativkontr. = 10 pl Standard Mix, 10 ul PCR Wasser

Bezugsquellen / Hersteller

Samtliche oben aufgefihrte Reagenzien/Lésungen stammen von der Firma
Roche Diagnostics Deutschland GmbH. Ausgenommen hiervon ist der
Standard Stabilisator sowie die Gen-DNA von GAPDH (S1). Diese
Versuchsreagenzien stammen von der Firma Search-LC GmbH; D-69120
Heidelberg.

2.6.3. Osteogene Marker

Alle nachgewiesenen osteogenen Marker werden im Folgenden aufgeflhrt. Die
hierflr nétigen Primer stammen von der Firma Search-LC GmbH.

AP = Alkalische Phosphatase
OSN = Osteonectin
Osx = Osterix

OCN = Osteocalcin

OPN = Osteopontin

Igf-2 = Insulin-like growth factor 2
Coll1al = Collagen 1af

Per = Periostin
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2.7. Datenanalyse / Statistik / Berechnungen

Die fur die einzelnen Proben ermittelten Extinktionen wurden in Excel-
Datenblatter importiert und weiter prozessiert. Fir die zusammenfassende
Darstellung wurden Mittelwerte (MW) sowie die Standardabweichung (SD) aus
der entsprechenden Anzahl der Parallelproben errechnet.

Zur Darstellung der Messwerte in % wurden die Einzelwerte durch den
Mittelwert der unmodifizierten Platichen (= Referenz unmodifiziert) dividiert und
danach mit 100 multipliziert. Im Anschluss erfolgte fur die Prozentwerte die
Berechnung der Mittelwerte sowie der Standardabweichung nach obigem
Schema.

Die zusammenfassenden Darstellungen (Grafiken) enthalten fir die
entsprechende Oberflache die gemittelten Werte aus den jeweiligen
Einzelwerten. Die Anzahl der unabhangigen Experimente sowie die genaue
Anzahl der Parallelproben sind im Ergebnisteil unter den jeweiligen Versuchen
aufgefihrt.

Unter der Annahme, dass die Messwerte normal verteilt sind, wurde die
statistische  Signifikanz  gepr0ft. Hierzu wurde der Student-t-Test
(Zweistichproben t-Test: unterschiedliche Varianzen) angewendet. Es wurde ein
Signifikanzniveau von 95 % festgelegt.

Die Ergebnisse wurden in Form von Balken- und Liniendiagrammen dargestellt.
Die Diagramme geben die Mittelwerte und im Falle der Balkendiagramme auch
die zugehdrigen Standardabweichungen wieder.

Far die statistische Auswertung der einzelnen Tests und Versuche lagen die im
Folgenden aufgeflhrten Besonderheiten zu Grunde.
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2.7.1. Kristallviolettfarbung / BrdU-Test / XTT-Test

Bei diesen Versuchen wurden zusatzliche Kontrollen zur Ermittlung der
unspezifischen Hintergrundfarbung (HG) mitgeflihrt. Es handelte sich hierbei
um Medium in gesonderten Wells ohne Zellen und ohne Titanplattchen.

Der Mittelwert dieser Hintergrundkontrollen wurde von den Ursprungswerten
abgezogen. Daraufhin erfolgte die Berechnung der Prozentwerte sowie der
Mittelwerte und Standardabweichungen.

In den Hauptversuchen wurden jeweils drei dieser Hintergrundkontrollen
mitgefihrt. Bei dem verwendeten Medium handelte es sich um Induktions-

medium.

2.7.2. RT-PCR

Aus den Ursprungswerten der RT-PCR wurde zuerst der ndétige Quotient
gebildet. Hierzu wurde die Expression des jeweiligen Gens durch die
Expression der Referenz GAPDH ("Housekeeping Gene") dividiert und
anschlieBend mit dem Faktor 1.000 multipliziert. Dieser Schritt erfolgte fiir die
induzierten wie auch fir die nicht induzierten Proben. Es handelte sich um

Einzelwerte, die dementsprechend auch in den Grafiken so aufgeflihrt werden.

Um den Induktionsfaktor zu bestimmen wurden die obigen Werte der
Genexpression verwendet. Es folgte die Bildung des Quotienten aus den
Werten der Genexpression der induzierten Proben dividiert durch die

Genexpression der nicht induzierten Proben.
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3. Ergebnisse

3.1. Vorversuche

Ziel der Vorversuche war es, das Verhalten von Osteoblasten (SAOS-2)
hinsichtlich deren Wachstum, Adhéasion und Stoffwechselaktivitat bzw.
Proliferation auf den verschiedenen Implantatoberflachen zu bewerten, sowie
einen sicheren und erfolgreichen Peptidkopplungsvorgang zu gewahrleisten.
Ein Weiteres war es, eine gewisse Routine bei den entsprechenden Versuchen,

Methoden und Vorgehensweisen zu gewinnen.

Anmerkung:
Um ein flissiges Lesen der vorliegenden Dissertation zu erméglichen wird im

Text streckenweise darauf verzichtet, den Bezug zu den verwendeten Zellen
herzustellen. Das heiBt, es ist ggf. lediglich von den entsprechenden
Oberfldchen, den verwendeten Peptiden oder Modifikationen die Rede. Mit
sdmtlichen Aussagen und Formulierungen sind jedoch immer die

Zellkulturen und das Verhalten bzw. der Einfluss auf diese gemeint.

3.1.1. Osteoblastenwachstum auf verwendeten Titanober-
flachen

Zu Beginn der Vorversuche wurde das Osteoblastenwachstum auf den
verschiedenen Titanplattchen (Oberflachen Nr. 1 bis Nr. 5) verglichen. Hierzu
wurden die entsprechenden Proben mit 30.000 Zellen angeimpft und nach einer
viertdgigen Wachstumsphase die Zellbesiedelung der SAOS-2 Osteoblasten
ausgewertet. Um die Unterschiede sichtbar zu machen kam die Kristallviolett-
farbung zum Einsatz. Es wurden jeweils drei Parallelproben mitgefihrt.
Stellvertretend fir die entsprechenden Parallelproben wird im Folgenden je eine
dieser Proben beispielhaft aufgefihrt (siehe S. 31, Abb. 1).
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Ubersicht 12,5x

Zentrum Plattchen 32x Rand Plattchen 32x

Nr. 5

Abb. 1: Kristallviolettfdrbung, Camlog Oberfldchen Nr.1 bis Nr.5, SAOS-2 Osteoblasten, 30.000
Zellen angeimpft, vier Tage Wachstum.
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die zu verwendenden Oberflachen
fir die weiteren Vorversuche ausgewahlt. Hierbei fiel die Wahl auf die hin-
sichtlich der Zellbesiedelung schlechten Oberflachen um zu prifen, ob eine
Beeinflussung bzw. Verbesserung dieser durch die jeweiligen Modifikationen zu

erzielen ist.

3.1.2. Nachweis der Fibronektinkopplung

Im nachsten Schritt erfolgte der Nachweis der Fibronektin-Kopplung auf allen
zur Verfliigung stehenden Ti-Oberflachen um sicherzustellen, dass die an-
gewendete Coating-Methode auf glatten wie auch auf rauen Titanoberflachen
erfolgreich ist. Dies erfolgte mittels eines Antikbrpernachweises, bei dem der
Fluoreszenzfarbstoff TRITC zum Einsatz kam um das an das Titan gekoppelte

FN sichtbar zu machen bzw. anzufarben (siehe Material und Methoden S. 21).
Abb. 2 auf S. 33 zeigt exemplarische Aufnahmen der Antikérperfarbung. Es

werden jeweils zentrale und periphere Bereiche der finf verwendeten Titan-

oberflachen aufgefihrt.
3.1.3. Ergebnis Fibronektinkopplung
Auf allen Oberflachen war unter dem Fluoreszenzmikroskop eine deutlich

ausgepragte rote Fluoreszenzmarkierung zu erkennen (siehe S. 33, Abb. 2).

Die FN-Kopplung war somit erfolgreich.
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Zentral Peripher

Nr.5

Abb. 2: Antikérperfarbung, Fluoreszenzfarbstoff TRITC auf FN gekoppelten
Camlog Oberflachen Nr.1 bis Nr.5, 20-fache VergréBerung.
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3.1.4. Nachweis der Peptidkopplung

Da fur die Peptide keine Antikdrper verflgbar waren, musste fir den Nachweis
einer erfolgreichen Kopplung eine andere Nachweismethode eingesetzt
werden. Dazu wurde ein Fluoreszenzmarker unmitteloar an das Peptid
gekoppelt. Dies erfolgte anhand des sogenannten FITC-Labelings. Der
Nachweis wurde mit dem Peptid P1 stellvertretend fir alle angewendeten
Peptide durchgefihrt, da dieses die meisten freien Bindungsstellen besitzt
(siehe Material und Methoden S. 22). Als Oberflache diente die in den
Hauptversuchen verwendete Oberflache Nr.2 (Camlog-Promote). Es wurden
fir die unterschiedlichen Inkubationszeitradume, sowie fir die Referenz ohne
gekoppeltes Peptid, jeweils drei Parallelproben mitgeflhrt. Die Inkubations-
zeitrdume betrugen 15 Minuten und 1 Stunde.

Abb. 3 auf Seite 35 zeigt exemplarische Aufnahmen des Peptidnachweises
unterschiedlicher Inkubationszeitraume auf der Camlog Promote-Oberflache.

3.1.5. Ergebnis Peptidkopplung

Die Peptidkopplung war erfolgreich. Dieses Ergebnis ist deutlich am Vergleich
zur Referenzoberflache sichtbar (siehe S. 35, Abb. 3 c). Ebenso war die ge-
koppelte Menge an Peptid auf der gesamten Oberflache der Titanplattchen, d.h.
zentral und peripher, gleichmaBig verteilt (siehe S. 35, Abb. 3 a, b). Deutliche
Unterschiede sind auch anhand der GegenUlberstellung der beiden Inkubations-
zeitrdume zu erkennen. Die unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbare
Farbung der Oberflache war bei dem einstiindigen Inkubationszeitraum deutlich
intensiver als nach 15-min(tiger Inkubation (siehe S. 35, Abb. 3 d). Diese
Ergebnisse bestétigten die angewandte Verfahrensweise zur Peptidkopplung.

Ziel der folgenden Vorversuche war es herauszufinden, ob die Beschichtung mit
verschiedenen Peptiden hinsichtlich der initialen Anheftung der Zellen (1 Std.
Adhasion) sowie der Proliferation und Stoffwechselaktivitdt nach langerem
Versuchszeitraum (zwei Tage), eine férdernde Wirkung haben.
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a) Peptid 1 Std. inkubiert b) Peptid 1 Std. inkubiert
Titanléttchenntral Titanléttchn peripher

C) epti 15 min. inkubiet (re) sowie | d) Peptid 1 Std. inkubiert (li) / 15 min
mod. Oberflache ohne Peptid (li inkubiert (re

Abb. 3: Peptidnachweis/FITC-Labeling, Oberfliche Camlog Promote, unterschiedliche
Inkubationszeitrdume sowie ungelabelte Referenzoberfliche, 20-fache Ver-
gréBerung.

3.1.6. Initiale Anheftung auf rauer Titanoberflache

In diesem Versuch kam die Oberflache Camlog Promote (Nr. 2) zum Einsatz.
Diese wurde mit 90.000 Zellen angeimpft und die initiale Anheftung nach einer
Stunde mittels der Kristallviolettfarbung bewertet. Hierbei waren die
Oberflachen mit FN, RGD 1 und RGD 2 gecoatet. AuBerdem wurden als
Referenz Zellen auf dem Wellboden (PS) sowie auf unmodifizierten Plattchen
mitgefihrt. Fir jede Oberflachenmodifikation waren zwei Parallelproben
Bestandteil des Versuchs.

Abb. 4 auf S. 36 zeigt exemplarische Aufnahmen der jeweiligen Zellbelegung
auf den verschiedenen Proben. Die quantitative Auswertung nach Elution des
Kristallviolettfarbstoffs ist in Abb. 5 auf S. 37 zusammengefasst.
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PBS) | RGD2(NaHCO3)

unmoifiziert _ | unmodifiziert

Abb. 4: Kristallviolettfdrbung, Oberfliche Camlog-Promote, SAOS-2 Osteoblasten, 90.000
Zellen angeimpft, initiale Anheftung nach einer Stunde, 32-fache VergréBerung.
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Oberflachenmodifikation

Abb. 5: Kristallviolettfdrbung/Optische Dichte, Oberfliche Camlog-Promote, SAOS-2
Osteoblasten, 90.000 Zellen angeimpft, initiale Anheftung nach einer Stunde, Werte
in % bezogen auf unmodifizierte Referenz, Mittelwerte mit Standardabweichung.

Es konnte keine Férderung festgestellt werden. Das heif3t, im direkten Vergleich
mit den Zellen, die als Referenz im Well ohne Plattchen (PS-Boden) mitgefihrt
wurden, war festzustellen, dass keine Férderung zu erzielen war, da offenbar
alle Zellen bereits nach 1 Stunde auf dem Polystyrol der Wells wie auch auf den
unmodifizierten Plattchen adhéariert waren. Obige Grafik (Abb. 5) wie auch die
entsprechenden Bilder (siehe S. 36, Abb. 4) zeigen, dass alle Plattchen mit
nahezu der selben Zellmenge belegt sind. Bezogen auf die unmodifizierte
Oberflache (100 %) konnte durch die gekoppelten Peptide FN (81,39 %), RGD1
(96 %) und RGD2 (98 %) keine Verbesserung der initialen Anheftung erzielt
werden. Lediglich die Anheftung der Zellen auf dem PS-Boden (106,73 %) war
geringfligig besser als auf den unmodifizierten Plattchen. Die beiden RGD-

Varianten waren gleichwertig.

Aufgrund der erzielten Ergebnisse soll dieser Versuch im Folgenden mit glatten
Oberflachen wiederholt werden, da aus den vorherigen Experimenten bekannt
ist, dass bei diesen die Adhé&sion bzw. die initiale Anheftung schlechter ist als
bei rauen Oberflachen.
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3.1.7. Initiale Anheftung auf unterschiedlichen Titanoberflachen

Fir diesen Versuch wurden die Oberflachen Nr. 1, 2, 4 und 5 verwendet.
Hierbei sollte getestet werden, ob Fibronektin im Vergleich zur RGD-Sequenz
eine positive bzw. andere oder bessere Wirkung auf die initiale Anheftung hat.
AuBerdem sollte geprift werden, ob auf der rauen Promote-Oberflache, die
hinsichtlich der Adhasion bereits gut ist, noch eine Steigerung mdglich ist und
ob die zusatzliche Anatas-Beschichtung der beiden Oberflachen (Nr. 1 und
Nr. 2) ebenfalls eine positive Wirkung erzielen kann.

Hierzu wurden die Proben mit 90.000 Zellen, derselben Zellzahl wie im obigen
Versuch, angeimpft und die Adhasion nach einer Stunde mittels der
Kristallviolettfarbung ausgewertet. Der Versuch beinhaltete Zellen auf PS-
Boden, auf unmodifizierten Plattchen sowie Zellen auf Oberflachen, die mit FN

und RGD1 gecoatet waren. Es wurden jeweils vier Parallelproben eingesetzt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der glatten MA Oberflache sowie der MA
Oberflache mit Anatas-Beschichtung aufgefuhrt (siehe S. 39, Abb. 6 u. Abb. 7).
Exemplarische Aufnahmen der Zellbelegung auf den verschiedenen MA-
Oberflachen mit Anatas-Beschichtung zeigt Abb. 8 auf S.40.
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Abb. 6: Kristallviolettfarbung/Optische Dichte, Oberfliche Camlog-machined, SAOS-2
Osteoblasten, 90.000 Zellen angeimpft, initiale Anheftung nach einer Stunde, Werte
in % bezogen auf unmodifizierte Referenz, Mittelwerte mit Standardabweichung.
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Abb. 7: Kristallviolettfdrbung/Optische Dichte, Oberfliche Camlog-machined-Anatas, SAOS-2
Osteoblasten, 90.000 Zellen angeimpft, initiale Anheftung nach einer Stunde, Werte in
% bezogen auf unmodifizierte Referenz, Mittelwerte mit Standardabweichung.
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Abb. 8: Kristallviolettfdrbung, Oberfliche Camlog-machined-Anatas, SAOS-2 Osteoblasten,
90.000 Zellen angeimpft, initiale Anheftung nach einer Stunde, 32-fache Vergréf3erung.

3.1.8. Ergebnis initiale Anheftung

Die Anheftung auf der Oberflache Nr. 1 (machined/S. 39, Abb. 6) ist generell
deutlich schlechter als auf der rauen Promote-Oberflache. Dies zeigt der
Vergleich mit der Referenz PS. Die ermittelten Werte betrugen bei der
Oberflache Ma unmodifiziert = 100 %, PS = 240,13 %.

Im Gegensatz dazu wurden beim vorigen Versuch auf der Promote-Oberflache
eine praktisch gleiche Anheftung wie auf dem PS-Boden erzielt (siehe S. 37,
Abb. 5). Dort lag die unmodifizierte Promote-Oberflache bei = 100 % und der
PS-Boden bei 106,73 %.

Auf der Oberflache Ma-Anatas konnte durch die Beschichtung mit den Peptiden
eine Férderung um ca. 50 % - 70 % erzielt werden (RGD = 156,26 %; FN
= 173,08 %). Das verdeutlicht auch Abb. 8 (s. 0.). Optische Unterschiede
zwischen FN, RGD und unmodifiziertem Plattchen sind hier klar zu erkennen.
Dies war bei der Oberflache Ma nicht der Fall. Hier erreichte lediglich die
Beschichtung mit FN (115,26 %) eine leichte Verbesserung. Der mit RGD
gekoppelten Oberflache gelang in dieser Testreihe keine Férderung. Diese OF
war in Bezug auf die initale Anheftung mit 91,92 % sogar schlechter als die
unmodifizierte Referenzoberflache mit 100 %.

Auf den Oberflachen Promote und Promote-Anatas konnte durch die Peptid-
beschichtung keine Férderung erzielt werden. Es ist anzunehmen, dass bereits
auch auf der unmodifizierten Promote wie auch der Promote-Anatas-Oberflache
nach 1 Stunde alle Zellen angeheftet waren. Anhand der optischen Dichte (OD)
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konnte bei der Auswertung der Messergebnisse eine wesentlich héhere Zellzahl
auf der Promote-Oberflache 1,36 = 100 % wie auch auf der Promote-Anatas-
Oberflache 0,96 = 100 % festgestellt werden, was die positive Wirkung dieser
Oberflache und deren Beschaffenheit auf die Zelladhasion belegt, da die
Oberflachen MA (OD = 0,47 = 100 %) und MA-Anatas (OD = 0,38 = 100 %)
nicht annéhernd derartig hohe Werte erreichten. Es ist hervorzuheben, dass die
héchste Zellzahl auf der Camlog Promote Oberflache zu finden war. Im
Vergleich hierzu viel die Zellzahl auf der Promote-Anatas Oberflache sichtlich
geringer aus. Die geringste Zellzahl war auf der Anatas beschichteten MA
Oberflache vorzufinden (OD = 0,38 = 100 %). Diese Ergebnisse stellen die

Anatas-Beschichtung und deren férdernde Wirkung in Frage.

3.1.9. Einfluss von Biomolekiilen auf Osteoblasten

In diesem Versuch sollte der Einfluss unterschiedlicher Biomolekulle, d. h.
Beschichtungen auf den Stoffwechsel bzw. die Proliferation von SAQOS-2
Osteoblasten beurteilt werden. Dazu wurde eine Oberflache ausgesucht, auf
der die Zellproliferation schlecht ist. Hierzu wurde die Oberflache Camlog-Nano
gewahlt, auf der im Gegensatz zu glatten Oberflachen die Proliferation und
damit die Zellbedeckung nach langerer Kultivierungsdauer schlechter ist. Es
wurde mit 90.000 Zellen angeimpft und eine zweitagige Wachstumsphase
mittels des BrdU- und XTT-Tests ausgewertet, sowie anschlieBend mit der
Kristallviolettfarbung bildlich dokumentiert. Weiteres Augenmerk lag auf den
unterschiedlichen Kopplungsmethoden des RGD-Peptids (RGD1 und RGD2),
welche zusatzlich vergleichend untersucht werden sollten. Des Weiteren wurde
in diesem Experiment die Oberfliche Ma zum Vergleich, sowie vier Parallel-
proben mitgefuhrt.

Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse des Proliferationstests
(BrdU) sowie der gemessenen Stoffwechselaktivitdt (XTT) nach zwei Tagen
(siehe S. 42, Abb. 9 u. 10). Abb. 11 auf S. 43 zeigt exemplarische Beispiele der
Zellbedeckung (Kristallviolett).
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Abb. 9: BrdU-Test, Oberfliche Camlog-Nano mit untersch. Modifikationen sowie Vergleichs-
oberfldche Camlog machined, SAOS-2 Osteoblasten, 90.000 Zellen angeimpft,
Langzeitanheftung zwei Tage, Werte in % bezogen auf unmodifizierte Referenz,
Mittelwerte mit Standardabweichung.
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Abb. 10: XTT-Test, Oberfliche Camlog-Nano mit untersch. Modifikationen sowie Vergleichs-
oberfliche Camlog machined, SAOS-2 Osteoblasten, 90.000 Zellen angeimpft,
Langzeitanheftung zwei Tage, Werte in % bezogen auf unmodifizierte Referenz,
Mittelwerte mit Standardabweichung.
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Abb. 11: Kristallviolettfdrbung, Oberfldche Camlog-Nano, SAOS-2 Osteoblasten, 90.000 Zellen
angeimpft, zwei Tage Wachstum.

3.1.10. Ergebnis / Einfluss von Biomolekilen auf Osteoblasten

Es wurde eine drei- bis fiinffache Forderung von Stoffwechselaktivitat bzw.
Proliferation durch FN und die unterschiedlich gekoppelten Peptide RGD1 und
RGD2 erreicht (siehe S. 42, Abb. 9 und Abb. 10). Mit den RGD gecoateten
Oberflachen konnte eine deutliche Férderung erzielt werden, wobei die beste
Férderung mittels FN erreicht werden konnte (BrdU-Test = 505,861 %; XTT-
Test = 391,049 %). Visuelle Unterschiede bzw. die férdernde Wirkung von FN
verdeutlicht auch Abb. 11 (s. 0.).

Die beiden unterschiedlichen Kopplungsmethoden, welche im Falle des RGD
angewandt wurden, waren gleichwertig. Hierbei betrug die Foérderung im
BrdU/XTT-Test fir RGD1 = 322,34 % / 276,42 % und flur die RGD2 Modifikation
287,91 %/295,96 %. Somit erzielten beide RGD-Varianten signifikant bessere
Ergebnisse als die Vergleichsoberflaiche MA (BrdU = 144,01 %; XTT
= 216,74 %) und die jeweilige unmodifizierte Oberflache (= 100 %).
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3.1.11. Fazit Vorversuche

Die Vorversuche waren erfolgreich, da eine Férderung des Wachstums, der
Adhésion und der Stoffwechselaktivitdt bzw. der Proliferation erzielt werden
konnte und auch die angestrebte Kopplung der Peptide gelang. Es erfolgte in
den Hauptversuchen der Ubergang zu den Stammzellen aus dem Kieferperiost
und zu den unterschiedlichen synthetisch hergestellten Peptiden.

3.2. Hauptversuche

Bei den folgenden Versuchen wurden ausschlieBlich humane Stammzellen aus
dem Kieferperiost sowie die Camlog-Nano und die kommerzielle Camlog
Promote-Oberflache verwendet. Diese wurden mit den ausgewéhlten Peptiden
P1 bis P6, sowie mit FN beschichtet. Da durch FN in den Vorversuchen
férdernde Effekte bei den dort verwendeten SAOS-2 Zellen erzielt werden
konnten, sollte dieses als Vergleich zu den ausgewahlten Peptiden P1 bis P6
dienen und somit ermittelt werden, ob diese ahnlich gute oder gar bessere

Ergebnisse erzielen kénnen.

Es wurden insgesamt vier Hauptversuche (HV) durchgefihrt, wobei die
Ergebnisse tendenziell sehr ahnlich bzw. vergleichbar waren. Bei den ersten
beiden HV wurde die Nano-Oberflache und bei den HV 3 und 4 die Promote-
Oberflache eingesetzt. Bei allen Versuchen wurde das Zellwachstum Uber den
gesamten Versuchszeitraum indirekt mittels XTT-Test gemessen. Beim HV 4
wurde zusétzlich die Genexpression ausgewahlter Markergene mittels RT-PCR
bestimmt (siehe Kapitel 3.4.). Im Folgenden soll exemplarisch die

Proliferationsmessung des Hauptversuchs Nr. 3 aufgefihrt werden.

Bei den Hauptversuchen 1 und 2 wurden samtliche Wells mit einer Zellzahl von
4.500 Zellen angeimpft. Ab dem 3. Hauptversuch wurde die Zellzahl auf den
Titanplattchen erhéht, um den Verlust an der Gesamtzellzahl pro Well, der
durch das Umsetzen der Plattchen in eine neue Kulturplatte vor der ersten
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Messung bedingt war, auszugleichen. Dieses Umsetzen erfolgte um aus-
zuschlieBen, dass bei folgenden Tests Zellen, die an den Wéanden der Kultur-
gefalBe haften, mit vermessen werden.

Die durch das Umsetzen beschriebenen Verluste wurden durch Messung der
Stoffwechselaktivitat der in den Wells zurtickbleibenden Zellen bestimmt. Diese
Messung erfolgte im 2. Hauptversuch mittels des XTT-Tests. Es ergab sich eine
Verteilung (XTT-Aktivitat) von 57 % auf den Versuchsplattchen und 43 % in den
zu Beginn verwendeten Wells. Um diesen Verlust der Zellzahl auszugleichen,
wurde ab dem 3. Hauptversuch die Zahl der Zellen entsprechend veréndert. Die
Plattchen wurden mit 8.000 Zellen angeimpft und die PS-Vergleichswells nach
wie vor mit 4.500 Zellen.

Als Kulturgefa3 fir die durchgefiihrten Versuche dienten 48-Wellplatten. Die
Titanplattchen wurden mit der entsprechenden Zellmenge in 1 ml Medium
angeimpft. Es wurden jeweils folgende Oberflachenmodifikationen in den
Versuchen mitgeflihrt:

Tab.1: Oberflachenmodifikationen

Oberflache Modifikation

Ref. unmodifizierte Ti-Plattchen mit Zellen.

Ref. mod. Ti-Plattchen mit Zellen, die samtliche Kopplungsschritte
durchlaufen haben und mit den dazu nétigen Reagenzien
behandelt wurden. Kein Peptid gekoppelt.

FN, P1 - P6 Zellen auf Ti-Plattchen, die mit dem entsprechenden
Peptid gekoppelt wurden.

PS Zellen auf Polysterol bzw. KulturgefaBboden (48-Wellplatte).

Hintergrund Medium im Kulturgefal3 (48-Wellplatte) ohneTi-Plattchen
Nr. 1 und ohne Zellen.

Hintergrund Medium auf modifizierten Ti-Plattchen ohne Peptid und
Nr. 2 ohne Zellen.
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Flr die oben aufgefihrten Oberflachenmodifikationen (siehe S. 45, Tab. 1)
wurden jeweils 6 Parallelproben mitgefihrt. Von diesen 6 Parallelproben
wurden jeweils 3 nach einem bestimmten Zeitraum induziert um die

Mineralisation der Zellen einzuleiten.

3.2.1. Hauptversuch 3 / Proliferation

Dieser Versuch erstreckte sich Uber einen Zeitraum von 42 Tagen. Die Zellen
wurden insgesamt 29 Tage induziert. Die Induktion erfolgte nach 13 Tagen.
Dadurch sollte gewahrleistet werden, dass den Zellen genligend Zeit zur
Verfigung stand, um sich anzuheften, auszubreiten und zu proliferieren. Des
Weiteren sollte eine gewisse Zelldichte erreicht werden, bevor der Induktions-

schritt eingeleitet wurde.

Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der gemessenen Stoff-
wechselaktivitat (XTT) Gber einen Versuchszeitraum von 42 Tagen (siehe S. 47,
Abb. 12, 13 u. S. 48, Abb. 14). AuBerdem werden die Messergebnisse von drei
unterschiedlichen Induktionszeitraumen gesondert aufgefihrt. In  den
entsprechenden Grafiken werden Titanproben mit induzierten und nicht
induzierten Zellen vergleichend dargestellt (siehe S. 48, Abb. 15 u. S. 49,
Abb. 16 u. 17).
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Abb.12: XTT-Test, Oberflache Camlog-Promote mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500
Zellen angeimpft, 42 Tage in Kultur, 29 Tage induziert, Start der Induktion an Tag 13,
Gesamtwerte der induzierten und nicht induzierten Zellen. Mittelwert aus je sechs
Parallelproben.
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Abb.13: XTT-Test, Oberflache Camlog-Promote mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500
Zellen angeimpft, 42 Tage in Kultur, 29 Tage induziert, Start der Induktion an Tag 13,
Gesamtwerte der nicht induzierten Zellen. Mittelwert aus je drei Parallelproben.
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Abb.14: XTT-Test, Oberflache Camlog-Promote mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500
Zellen angeimpft, 42 Tage in Kultur, 29 Tage induziert, Start der Induktion an Tag 13,
Gesamtwerte der induzierten Zellen. Mittelwert aus je drei Parallelproben.
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Abb.15: XTT-Test, Oberflache Camlog-Promote mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500
Zellen angeimpft, 17 Tage in Kultur, vier Tage induziert, Start der Induktion an Tag 13,
Gesamtwerte der nicht induzierten und induzierten Zellen. Mittelwert aus je drei
Parallelproben mit Standardabweichung¥ = statistisch signifikant.
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Abb.16: XTT-Test, Oberfladche Camlog-Promote mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500
Zellen angeimpft, 31 Tage in Kultur, 18 Tage induziert, Start der Induktion an Tag 13,
Gesamtwerte der nicht induzierten und induzierten Zellen. Mittelwert aus je drei
Parallelproben mit Standardabweichung¥ = statistisch signifikant.
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Abb.17: XTT-Test, Oberfladche Camlog-Promote mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500
Zellen angeimpft, 42 Tage in Kultur, 29 Tage induziert, Start der Induktion an Tag 13,
Gesamtwerte der nicht induzierten und induzierten Zellen. Mittelwert aus je drei
Parallelproben mit Standardabweichung¥ = statistisch signifikant.

[ 1= signifikant erhéht gegentiber Ref. mod.
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3.2.2. Ergebnisse Hauptversuch 3 / Proliferation

Die Zellproliferation war auf allen modifizierten Oberflachen im Vergleich zur
unmodifizierten Referenzoberflache gesteigert, was deutlich ab Tag 13 zu
erkennen ist (siehe S. 47, Abb. 12, 13 u. S. 48, Abb. 14). Eine Angleichung der
Proliferation auf der genannten unmodifizierten Referenzoberflache erfolgte erst
gegen Ende der Versuchslaufzeit. Hierbei konnte eine erheblich schnellere
Angleichung bei den nicht induzierten im Vergleich zu den induzierten
Zellkulturen festgestellt werden (siehe S. 47, Abb. 13 u. S. 48, Abb. 14). Unter
nicht induzierten Kulturbedingungen erreichte die Zellproliferation auf den
unmodifizierten Referenzoberflachen bereits am Tag 34 nahezu dasselbe
Niveau wie auf den modifizierten Titanoberflachen (siehe S. 47, Abb. 13).

Obwohl samtliche Oberflachen mit etwa derselben Zellzahl starteten, war die
Proliferation auf der PS-Oberflache ab Tag zehn deutlich héher als auf allen Ti-
Oberflachen (siehe S. 47, Abb. 12,13 u. S. 48, Abb. 14). Es konnten jedoch
Unterschiede zwischen den induzierten und nicht induzierten Zellen festgestellt
werden. Die nicht induzierten Zellen erreichten auf den Titanoberflachen bereits
am Tag 27 das Niveau der PS-Oberflache (siehe S. 47, Abb. 13), wahrend bei
den induzierten Kulturen keine Annaherung erfolgte (siehe S. 48, Abb. 14).

Zum Ende des Versuchszeitraums hin (Tag 34 bis 42) zeigten die Zellen unter
Standard-Kulturbedingungen (ohne Induktion) auf allen peptidbeschichteten
Oberflachen mit Ausnahme von P3 eine durchgangig héhere Proliferation als
auf der PS-Oberflache.

Nach Induktionsbeginn konnte zunachst generell eine héhere Proliferationsrate
auf den induzierten Plattchen beobachtet werden. Das heif3t, nach vier Tagen
Induktion war die mittlere Proliferation auf allen Oberflachen, mit Ausnahme von
P4, héher als auf den nicht induzierten Plattchen (siehe S. 48, Abb. 15). Nach
einem Induktionszeitraum von 18 Tagen war dies nur noch auf 60 % der
Oberflachen der Fall. Hierbei handelte es sich um folgende Oberfachen-
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modifikationen: Ref mod., P2, P3, P4, P5 und PS (siehe S. 49, Abb. 16). Am
Ende des Versuchs, nach 29 Tagen Induktion, war die Proliferation auf allen
induzierten Ti-Varianten, jedoch nicht auf PS, im Mittel geringer als auf den
nicht induzierten Plattchen (siehe S. 49, Abb. 17). Diese Unterschiede waren
jedoch lediglich bei den Modifikationen mit den Peptiden P1 und P6 statistisch
signifikant.

Bei den nicht induzierten Proben zeigten die Zellen auf allen mit einem Peptid
gekoppelten Oberflachen, auBer der Oberflache mit dem Peptid P3, am Ende
der Versuchslaufzeit eine starkere Proliferation als auf den Referenz-
oberflachen PS, Ref. und Ref. mod.. Die besten Ti-Varianten im Versuch waren
die mit FN (OD = 3,25) gekoppelten, gefolgt von den Modifikationen mit den
Peptiden P1 (OD = 3,18) sowie P2 (OD = 2,98) und P6 (OD = 2,97) (siehe
S. 47, Abb. 13 u. S. 49, Abb. 17).

Die induzierten Proben wiesen bei der Proliferation nicht derart deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Ti-Variationen und den Referenz-
oberflachen auf (siehe S. 48, Abb. 14). Am besten waren zum Versuchsende
hin die Varianten mit FN (OD = 2,81) und dem Peptid P2 (OD = 2,66). Das
entspricht annahernd den obigen Ergebnissen aus der Versuchsreihe der nicht
induzierten Proben. Dort erzielten ebenfalls die Titanoberflachen mit FN und P2
eine héhere Férderung. Die dort auBerdem beobachtete gute Férderung, durch
die Oberflachenvarianten mit den Peptiden P1 und P6 konnte jedoch bei den
induzierten Proben nicht beobachtet werden. Die mit Abstand beste
Proliferation war unter induzierten Bedingungen auf der Referenzoberflache PS
(OD = 3,83) vorzufinden.

Die modifizierten Referenz erzielte ebenfalls eine gegenlber der Ausgangs-
oberflache erhdhte Zellproliferation, die Uber weite Strecken mit der durch die
Peptide bzw. FN erreichten Férderung vergleichbar war. Eine signifikant h6here
Proliferation durch eine Peptid- bzw. FN-Beschichtung wurde lediglich unter
nicht induzierenden Kulturbedingungen zum Ende des Versuchszeitraums
beobachtet (siehe S. 49, Abb. 17).
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3.3. RT-PCR Vorversuche

Nach den Untersuchungen zur Proliferation sollte der Einfluss der Peptid-
Beschichtungen auf die osteogene Differenzierung anhand der Expression
verschiedener osteogener Marker mittels RT-PCR untersucht werden.

3.3.1. Auswahl der osteogenen Marker

In dem ersten der durchgefiihrten PCR-Vorversuche wurden acht verschiedene
Marker in Bezug auf Nachweisbarkeit und Induzierbarkeit getestet. Es handelte
sich hierbei um AP, OSN, Osx, OCN, OPN, Igf-2, Coll1al und Periostin. Hierzu
wurden die verwendeten Stammzellen auf den PS-Boden (Polystyrol) einer 48-
Wellplatte mit einer Zellzahl von 4.500 Zellen angeimpft und es erfolgte eine 34-
tagige Wachstumsphase. Es wurden jeweils sechs Parallelproben flir den
entsprechenden Marker mitgeflhrt, wovon jeweils drei induziert wurden. Die
Induktion der Zellen erfolgte am Tag 13, wodurch ein Induktionszeitraum von
21 Tagen erreicht wurde.

Anhand der erzielten Ergebnisse wurden funf der acht verwendeten osteogenen
Marker ausgewahlt. Es handelte sich um AP, OSN, Igf-2, Coll1a1 und Periostin.
Die Marker Osx, OCN sowie OPN zeigten eine zu geringe Expression und
wurden daher in den folgenden PCR-Versuchen nicht mehr verwendet.

Abb. 18 auf S. 53 zeigt die Auswertung der Expression der getesteten acht
osteogenen Marker. Die Abbildung gibt die relative Expression, bezogen auf die
Referenz GAPDH, wieder. Flr jeden Marker sind jeweils die unter Standard-
bedingungen (ohne Induktion) sowie unter induzierenden Kulturbedingungen
ermittelten Werte gegentbergestellt.

52



Ergebnisse

Genexpression
N
(=]
(=]
o

0 ,4__'7
AP OSN Osx OCN OPN Igf-2  Coll1al Periostin

Osteogener Marker
@ Zellen nicht induziert M Zellen induziert

Abb.18: RT-PCR, Vorversuch, Genexpression der acht versch. osteogenen Marker, PS-Boden
mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 34 Tage in Kultur, 21
Tage induziert, Quotient aus dem jeweiligen Marker und der Referenz GAPDH
(Einzelwerte) jeweils fiir ind. und nicht ind. Zellen. (Nicht sichtbare Werte = 0 bis
<0,38).

3.3.2. RNA-Extraktion auf Titanplattchen

Im folgenden Vorversuch sollte Uberprift werden, ob die RNA-Isolations-
methode mittels Abkratzen genau so gut auf rauen Titanplattchen funktioniert,
wie auf dem Polystyrol (PS-Boden) einer 48-Wellplatte und geniigend Ausbeute
fir die folgende RT-PCR liefert. Wie im obigen Vorversuch zur Auswahl der
osteogenen Marker wurden hier ebenfalls sechs Parallelproben mitgeflhrt,
wovon wieder drei induziert wurden. Um unter den selben Bedingungen wie in
den Hauptversuchen zu arbeiten, wurden die Titanplattchen (Camlog Promote
unmodifiziert) mit einer Zellzahl von 8.000 Zellen angeimpft. Ebenso wurden die
Plattchen analog zu den Hauptversuchen nach drei Tagen in frische bzw.
unbenutzte Wells umgesetzt. Die Proben waren 29 Tage in Kultur und wurden
am 10. Tag induziert.

Die isolierte RNA-Menge betrug fur die nicht induzierten Plattchen 282,5 ng/ml
und fir die induzierten Plattchen 155 ng/ml. Die RNA lag nach dem Eluieren in
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10 ul RNAse freiem Wasser vor. Fir die weitere bzw. eigentliche RT-PCR
wurden pro run im Light-Cycler 15 ng RNA benétigt. Das heif3t, die extrahierte
Menge an RNA hatte im Falle der nicht induzierten Proben flr ca. 188
Durchlaufe ausgereicht. Bei den induzierten Proben wéaren ungeféahr 103 runs
moglich gewesen. Die RNA-Isolationsmethode war somit einsetzbar, d. h. es
konnte eine ausreichende Menge RNA durch den oben beschriebenen Vorgang

des Abkratzens der Zellen von den rauen Titanplattchen erzielt werden.

3.4. RT-PCR

Die RT-PCR wurde im Hauptversuch H4 durchgefthrt. In diesem Versuch
waren die Zellen 30 Tage in Kultur und wurden insgesamt 20 Tage induziert.
Der Versuchsablauf war gleich wie in den zuvor durchgefihrten Haupt-
versuchen (siehe oben). Die PCR fand bewusst nach 20 Tagen Induktion statt,
da zu diesem Zeitpunkt durch eine mehr oder weniger ausgepragte Induktion
der ausgewahlten Marker eine Bewertung des Differenzierungsverhaltens der
Zellen auf den verschiedenen Oberflachenmodifikationen mdéglich sein sollte.

Auf den folgenden Seiten sind die Ergebnisse flir jeden der finf ausgewéhlten
Marker in jeweils 2 Grafiken zusammengefasst. Die jeweils obere Grafik gibt die
relative Expression, bezogen auf die Referenz GAPDH, wieder. Fir jede
Oberflache sind jeweils die unter Standardbedingungen (ohne Induktion) sowie
unter induzierten Kulturbedingungen ermittelten Wert gegenibergestellt. Die
darunter stehende Grafik gibt jeweils den beim Wechsel zwischen diesen

beiden Bedingungen erhaltenen Induktionsfaktor wieder.
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Genexpression

10
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Oberflachenmodifikation
\ O Zellen nicht induziert B Zellen induziert \

Abb.19: RT-PCR, Genexpression Alkalische Phosphatase (AP), Oberfliche Camlog-Promote
mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20
Tage induziert, Start der Induktion an Tag zehn, Quotient aus dem Marker AP dividiert
durch Referenz GAPDH (Einzelwerte) jeweils fir induzierte und nicht induzierte Zellen.
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Abb.20: RT-PCR, Induktionsfaktor Alkalische Phosphatase (AP), Oberfliche Camlog-Promote
mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20
Tage induziert, Start der Induktion an Tag zehn, Quotient aus induzierten zu nicht
induzierten Zellen.
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Abb.21: RT-PCR, Genexpression Osteonectin (OSN), Oberfliche Camlog-Promote mit
Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20
Tage induziert, Start der Induktion an Tag zehn, Quotient aus dem Marker OSN
dividiert durch Referenz GAPDH (Einzelwerte) jeweils fir induzierte und nicht
induzierte Zellen. (Werte der nicht induzierten Zellen < 2,14).

2500

2000

1500 +

1000 +—

500

GroBe Induktionsfaktor

Ref. Ref.
mod.

FN

P1

Oberflachenmodifikation

P2

P3

P4

P5

P6

PS

Abb.22: RT-PCR, Induktionsfaktor Osteonectin (OSN), Oberfliche Camlog-Promote mit
Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20
Tage induziert, Start der Induktion an Tag zehn, Quotient aus induzierten zu nicht

induzierten Zellen.
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Abb.23: RT-PCR, Genexpression Insulin-like growth factor 2 (lgf-2), Oberflache Camlog-
Promote mit Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in
Kultur, 20 Tage induziert, Start der Induktion an Tag zehn, Quotient aus dem Marker
IGF-2 dividiert durch Referenz GAPDH (Einzelwerte) jeweils fiir induzierte und nicht

induzierte Zellen. (Werte der nicht induzierten Zellen < 0,47).
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Abb.24: RT-PCR, Induktionsfaktor Igf-2, Oberfldiche Camlog-Promote mit Stammzellen aus
dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20 Tage induziert, Start

der Induktion an Tag zehn, Quotient aus induzierten zu nicht induzierten Zellen.
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Abb.25: RT-PCR, Genexpression Collagen 1ai1 (Collial), Oberfliche Camlog-Promote mit
Stammzellen aus dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20
Tage induziert, Start der Induktion an Tag zehn, Quotient aus dem Marker Coll1at
dividiert durch Referenz GAPDH (Einzelwerte) jeweils fiir induzierte und nicht
induzierte Zellen.
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Abb.26: RT-PCR, Induktionsfaktor Coll1al, Oberfliche Camlog-Promote mit Stammzellen aus
dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20 Tage induziert, Start
der Induktion an Tag zehn, Quotient aus induzierten zu nicht induzierten Zellen.
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Abb.27: RT-PCR, Genexpression Periostin, Oberfliche Camlog-Promote mit Stammzellen aus
dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20 Tage induziert, Start
der Induktion an Tag zehn, Quotient aus dem Marker Periostin dividiert durch Referenz
GAPDH (Einzelwerte) jeweils fiir induzierte und nicht induzierte Zellen.
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Abb.28: RT-PCR, Induktionsfaktor Periostin, Oberfliche Camlog-Promote mit Stammzellen aus
dem Kieferperiost, 4.500 Zellen angeimpft, 30 Tage in Kultur, 20 Tage induziert, Start
der Induktion an Tag zehn, Quotient aus induzierten zu nicht induzierten Zellen.
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3.4.1. Ergebnisse RT-PCR

3.4.1.1. Osteogene Marker auf Oberflichen mit nicht

induzierten Zellen

Unter nicht induzierenden Bedingungen war der osteogene Marker AP (siehe
S. 55, Abb. 19) auf der Oberflache mit dem gekoppelten Peptid P2 am hdchsten
exprimiert (11,63), gefolgt von der unmodifizierten Referenzoberflache (9,05)
und PS (8,95).

Im Fall des OSN (siehe S. 56, Abb. 21) waren die Werte auf allen Oberflachen
sehr niedrig, jedoch auf der modifizierten Referenz (2,14) sowie auf der
Oberflache mit FN (1,99) deutlich am héchsten.

IGF-2 wurde insgesamt unter nicht induzierenden Bedingungen ebenfalls nur
sehr gering exprimiert. Bei diesem Marker (siehe S. 57, Abb. 23) lag die Ober-
flache mit P4 (0,47) an der Spitze, gefolgt von der Referenz (0,27) und der
Oberflache mit P2 (0,25).

Die Werte fir Coll1al (siehe S. 58, Abb. 25) waren auf der Referenz (43,39),
P2 (42,06) und auf P6 (38,86) signifikant héher als auf den restlichen Titan-
oberflachen.

Die Oberflachen mit den gekoppelten Peptiden P3 (3.865,59) und P1 (3.659,34)
zeigten beim Periostin (siehe S. 59, Abb. 27) mit Abstand die hdchste
Expression. Diese war ca. dreimal hdher als auf der Referenzoberflache
(1.100,92).
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3.4.1.2. Osteogene Marker auf Oberflachen mit induzierten
Zellen

Die Expression des Markers AP (siehe S. 55, Abb. 19) war auf der Oberflache
mit FN (41,70) fast doppelt so hoch wie auf der Referenzoberflache (19,28).
AuBerdem lagen alle Peptide, auBer P3 (15,20), héher als die Referenz.

Die héchsten Werte fir OSN (siehe S. 56, Abb. 21) waren auf der Oberflache
P3 (2.377,99), gefolgt von der Oberflache P5 (2.132,58).

Der osteogene Marker Igf-2 (siehe S. 57, Abb. 23) war auf der Oberflache mit
dem gekoppelten Peptid P4 (51,62) am hdchsten. Dies war ebenfalls die
einzige Oberflachenmodifikation, die besser war als die Referenz (43,97). Es
waren jedoch samtliche Titanplattchen besser als PS (9,74).

Im Fall des Collagenial (siehe S. 58, Abb. 25) waren die Modifikationen mit
P1 (24,12) und P5 (24,14) genau so hoch wie die Referenz (24,03). Es waren
ebenfalls alle Werte der Titanoberflachen héher als PS (10,57).

Beim Periostin (siehe S. 59, Abb. 27) waren die Werte aller Oberflachen
geringer als die Referenz (2.397,33), wobei der Wert fir PS (655,28) wieder am

geringsten war.

3.4.1.3. Induktion auf den unterschiedlich modifizierten
Versuchsoberflachen

Die hochste Induktion erfolgte bei der AP (siehe S. 55, Abb. 20) auf der
modifizierten Referenz (31,15) und auf der Oberflache mit FN (29,12). Beide
Oberflachen erreichten eine fast 15-fache Steigerung zur Referenz (2,13). Die
Oberflachen mit den Peptiden P1 (10,31), P3 (9,55) und P5 (9,32) erreichten,
bezogen auf die Referenz, eine ca. vier- bis flinffache Steigerung. Von den
verschiedenen Peptidenmodifikationen war bei der Oberflache mit dem Peptid
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P2 (2,49) die geringste Induktion vorzufinden. Die allgemein niedrigste
Induktion zeigte PS (1,06).

Bei OSN (siehe S. 56, Abb. 22) war die héchste Induktion auf der Referenz-
oberflache zu finden (2.415,10). Die besten mit einem Peptid gekoppelten
Oberflachen waren P2 (1.693,91) und P3 (1.593,48). Die Modifikation mit den
niedrigsten Werten war FN (914,62). Die niedrigste Induktion war ebenfalls auf
PS (571,42) vorzufinden.

Die Induktion beim osteogenen Marker Igf-2 (siehe S. 57, Abb. 24) war bei P5
(517,32) und FN (456,44) am hochsten und ca. dreimal so gro3 wie bei der
Referenz (160,55). Das Peptid mit der geringsten Induktion war P4 (110,60).

Im Falle des Collageniail (siehe S. 58, Abb. 26) war die héchste Induktion bei
P5 (2,68), FN (2,63), P1 (2,35) und der mod. Referenz (2,15) zu finden. Die
Werte dieser Modifikationen waren somit um das vier- bis flinffache héher als
auf der Referenzoberflache (0,554). Die niedrigsten Werte waren auf den
Oberflachen mit den Peptiden P2 (0,48) und P6 (0,44) zu finden.

Die hochste Induktion erfolgte bei dem osteogenen Marker Periostin (siehe
S.59, Abb. 28) auf der Oberflache mit FN (2,64). Dies war die einzige
Oberflache, die eine héhere Induktion als die Referenz (2,18) erzielen konnte,
welche dicht gefolgt von der modifizierten Referenz (1,92) die zweith6chste
Induktion aufwies. Die niedrigste Induktion war auf der Oberflache mit dem
Peptid P3 (0,36) zu finden.

3.4.2. Zusammenfassung Genexpression / -induktion

Die mit Abstand hdchste Expressionssteigerung wurde beim osteogenen
Marker OSN (siehe S. 56, Abb. 22) erreicht. Hierbei lag der Induktionsfaktor
zwischen 700 und 1.700 (Ref mod. = 736,59; P2 = 1.693,91). Den héchsten
Wert erzielte bei diesem Marker jedoch die Referenzoberflache mit ca. 2.400

62



Ergebnisse

(Ref. = 2.415,10). Absolut am héchsten induziert (siehe S. 56, Abb. 21) war die
Oberflache mit dem Peptid P3 (P3 = 2.377,99).

Die zweith6chste Steigerung war beim Marker Igf-2 (siehe S. 57, Abb. 24) zu
beobachten. Hier konnte ein Induktionsfaktor von 110 bis 510 erzielt werden
(P4 = 110,60; P5 = 517,32). Absolut am héchsten induziert (siehe S. 57,
Abb. 23) wurde hier durch die Oberflachenmodifikation P4 (51,62).

Bei der AP (siehe S. 55, Abb. 20) wurde eine Steigerung um das 30-fache
erzielt (Ref. mod. = 31,15; FN = 29,12). Absolut am héchsten (siehe S. 55,
Abb. 19) war FN (41,70) und somit um das fast 42-fache héher als GAPDH.

Bei den Markern Collageniai (siehe S. 58, Abb. 26) und Periostin (siehe S. 59,
Abb. 28) konnte eine Steigerung um den Faktor 2,6 erreicht werden (Coll1ai
mit P5 = 2,68; Periostin mit FN = 2,64).

Die héchste Steigerung der Expression durch die Induktion zeigte OSN.
Hinsichtlich der Genexpression absolut am héchsten war OSN (siehe S. 56,
Abb. 21). Hier lagen die Werte der induzierten Zellen um bis zu ca. 2.000 Uber
den nicht induzierten. (OSN P3 nicht ind. = 1,49/ind. = 2.377,99).

Im Gegensatz zum OSN waren beim Periostin (siehe S. 59, Abb. 27) die
absoluten Werte bei den nicht induzierten Zellen am hdchsten. Sie lagen um bis
zu ca. 2.000 Uber denen der induzierten (P3 nicht ind. = 3865,59/
ind. = 1.393,70).

Bei den osteogenen Markern Igf-2 (siehe S. 57, Abb. 24) und Collageniai
(siehe S.58, Abb. 26) zeigen jeweils die Oberflachen mit den Peptiden P2 und
P4 relativ wenig Induktion. P5 zeigt bei beiden Markern die hdchste Induktion
von allen Peptiden, gefolgt von FN.
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Bei OSN (siehe S. 56, Abb. 22) zeigt die unmodifizierte Referenz hinsichtlich
des Induktionsfaktors die hochsten Werte. Auf allen anderen Oberflachen war
dieser erheblich geringer.

Bei drei von funf getesteten Markern (OSN, Igf-2, Coll1a1l) bewirkten einzelne
Peptide eine vergleichbare oder sogar héhere Induktion der entsprechenden
Marker als FN. Lediglich bei AP und Periostin wurde die durch FN erzielbare
Induktion nicht anndhernd erreicht. Unter den Peptiden zeigten insgesamt P1,
P2 und P5 eine ausgepragte Induktion der verschiedenen Marker.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Peptidsequenzen kovalent an
experimentelle sowie kommerzielle Titanoberflachen eines Herstellers ge-
koppelt. Im Folgenden wurde die Wirkung dieser Signalsequenzen auf SAOS-2
Osteoblasten (in den Vorversuchen) sowie Stammzellen aus dem menschlichen
Kieferperiost (in den Hauptversuchen) untersucht. Hierzu wurden Wachstum,
Adhasion sowie Stoffwechselaktivitat bzw. Proliferation und Genexpression der
Zellen bewertet.

Hintergrund und Ziel dieser In-vitro-Untersuchung ist es, die Schnittstelle
zwischen Implantat und dem umliegenden Gewebe zu beeinflussen bzw. die
Zellanheftung sowie Proliferation bzw. Differenzierung zu férdern und zu
beschleunigen. Dadurch soll ein schnelles und stabiles Einheilen des

Implantates erreicht sowie eine frihere Mineralisation erzielt werden.

In zahlreichen Studien konnte bereits belegt werden, dass Implantat-
oberflachen, die mit entsprechenden Signalsequenzen beschichtet waren,
bestimmte férdernde Effekte erzielten. Dies wird am Beispiel von Fibronektin
(FN) deutlich. Bei einer der in FN enthaltenen Signalsequenzen handelt es sich
um RGD (= Arginin-Glycin-Asparagin). Von der RGD-Sequenz ist bekannt, dass
diese einen positiven Effekt bzw. Einfluss auf die Zelladhasion sowie die Zell-
proliferation bzw. das Zellwachstum hat (Ardjomandi et al. 2012; Kantlehner et
al. 2000; Schaffner et al. 1999; Cook et al. 1997). Des Weiteren scheint die
RGD-Sequenz eine férdernde Wirkung auf die Knochenbildung zu haben
(Ferris et al. 1999; Kroese-Deutman et al. 2005; Kantlehner et al. 2000; Petrie
et al. 2009; Ardjomandi et al. 2012). In Tierversuchen konnte auf mit RGD
gecoateten Implantatoberflachen eine hdéhere periimplantdre Knochendichte
nachgewiesen werden (Elmengaard et al. 2005a; Ferris et al. 1999). Die oben
aufgefihrten Effekte kdnnen eine bessere mechanische Fixation des
Implantates im Knochen bewirken (Roessler et al. 2001; Elmengaard et al.
2005a; Elmengaard et al. 2005b). Somit kann man sagen, dass diese
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Signalsequenz indirekt zu einer Verbesserung der Osseointegration beitragt
(Ferris et al. 1999; Petrie et al. 2009).

Abgesehen von RGD wurden weitere Signalsequenzen in verschiedenen
Biomolekilen beschrieben. Aus der Literatur wurden verschiedene Peptid-
sequenzen ausgesucht, die eine positive Beeinflussung der Osseointegration
erwarten lassen. Mit diesen Peptiden wurden verschiedene, z. T. kommerziell
erhaltliche Implantatoberflachen funktionalisiert und der Einfluss der zur
Funktionalisierung eingesetzten Molekile auf humane Osteoblasten und

Stammzellen untersucht.

In den Vorversuchen wurde zuerst das Zellwachstum einer humanen Osteo-
blasten-Zellinie (SAOS-2) auf den verschiedenen Titanoberflachen verglichen.
AnschlieBend erfolgte die Untersuchung des Verhaltens der Zellen hinsichtlich
deren Wachstum, Adhésion Stoffwechselaktivitat (Proliferation) und osteogener
Differenzierung.

In den durchgefithrten Hauptversuchen erfolgte schlieBlich der Ubergang zu
den Stammzellen aus dem Kieferperiost und zu den unterschiedlichen
synthetisch hergestellten Peptiden. In diesen Versuchen wurde der Einfluss

dieser Peptide auf Proliferation und Differenzierung dieser Zellen untersucht.

Ziel der Funktionalisierung war es letztendlich, die Knochenneubildung an der
Implantatoberflache durch kérpereigene Stammzellen zu stimulieren und so die

Osseointegration von dentalen Implantaten zu optimieren.

Es ist bekannt, dass eine gezielte Induktion der osteogenen Differenzierung von
Stammzellen z. B. durch Dexamethason und diverse Zusatze wie 1,25-
dihydroxyvitamin D3 und B-Glycerophosphate mdglich ist (Leboy et al. 1991;
Kasuagi et al. 1991; Rickard et al. 1994; Beresford et al. 1994; Beresford et al.
1992). Ahnlich wurde in vorliegender Arbeit vorgegangen. Hier wurde die
Induktion durch ein Gemisch aus Vitamin C, Dexamethason und B-Glycero-

phosphate eingeleitet.
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Im Folgenden werden die wesentlichen Ergebnisse zusammengefasst und
hinsichtlich der oben gesetzten Ziele bewertet und diskutiert. Des Weiteren
sollen die angewendeten Materialien, Methoden und Versuchsdurchfihrungen

diskutiert werden.

4.1. Diskussion von Material und Methode

Die ausfuhrlichen Beschreibungen, Merkmale sowie Testprinzipien der
entsprechenden Messungen und dergleichen sind dem Kapitel 2 ,Material und

Methoden® zu entnehmen.

4.1.1. Titanoberflachen

Es standen funf verschiedene, technisch hergestellte Titanoberflachen zur
Verfugung. Die Oberflache Nr. 1 (MA) und die Oberflache Nr. 2 (Pro)
entsprachen den aktuell verwendeten Oberflachen von kommerziell erhéltlichen
Implantaten der Firma Camlog. Bei den restlichen Oberflachen 3, 4 und 5
handelte es sich um experimentelle Modifikationen. Die Hauptversuche wurden
mit der klinisch relevanten Promote-Oberflache (Nr.2) durchgefiihrt, die im
kndéchernen Bereich der Camlog-Implantate eingesetzt wird.

Als Prifkérper kamen runde Titanplattchen zum Einsatz (siehe Material und
Methoden S. 10). Diese Titanplattchen besaBen einen Durchmesser von 10 mm
bei einer Héhe von 1 mm. Die Prufkérper wurden bereits steril geliefert, sodass

eine entsprechende Vorbehandlung nicht nétig war.

Die Ergebnisse der mit Anatas beschichteten Oberflachen missen kritisch
betrachtet werden, da diese Beschichtung herstellungsbedingt nicht die
gesamte Oberflache bedeckte und somit unbeschichtete Randareale vorhanden
waren. Dadurch werden Anatas-Effekte unterreprasentiert, da in Randbereichen
immer die Ausgangsoberflache vorliegt. Dies spielt jedoch lediglich bei

einzelnen Vorversuchen eine Rolle.
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Als Referenzoberflache diente im Langzeitversuch u. a. die Oberflache PS.
Hierbei handelte es sich um den KulturgefaBboden der 48 Wellplatten. Die hier
gemessenen Werte missen kritisch betrachtet werden, da die Flache des
ganzen Wells groBer ist als die der Titanplatichen. Die Randbereiche der
Versuchsplatichen, wie auch der Wellbdden, sind anfénglich meist stark
besiedelt. Zusatzlich kénnen sich auch Zellen an den Wanden ansiedeln. Durch
Umsetzen der Versuchsplattchen in leere Wells vor der Messung werden diese
Zellen bei den Titanproben nicht mit gemessen, bei den als Referenz
dienenden leeren Wells jedoch schon. Dies kénnte u. a. auch die hohen

Proliferationsraten in den Hauptversuchen erklaren.

Zuklnftig kénnte hier Abhilfe geschaffen werden, indem Polystyrol-Plattchen
zum Einsatz kommen. Diese Plattichen sollten genauso dimensioniert sein wie
die entsprechenden Prifkérper aus Titan. Somit kénnten auch die
Referenzoberflachen entsprechend in neue KulturgefaBe umgesetzt werden,
was zu einer besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse flihren wirde.

4.1.2. Zellkulturmodelle

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine In-vitro-Studie. Studien
dieser Art sind u. a. besser zu kontrollieren und die gewiinschten Bedingungen
lassen sich besser bzw. einfacher beeinflussen und verandern. Durch
standardisierte Versuchsbedingungen kdénnen so erzielte Ergebnisse besser
miteinander verglichen werden. Allerdings lassen sich die gewonnenen
Erkenntnisse nicht ohne Weiteres auf In-vivo-Vorgédnge Ubertragen. Es ist
jedoch weder ethisch noch finanziell vertretbar Screening-Untersuchungen oder
Methoden-Etablierungen wie in der vorliegenden Arbeit sofort im Tiermodell
durchzufthren.

Zur Beantwortung der hier untersuchten Fragestellungen ist das In-vitro-Modell
geeigneter, da die Zellreaktionen auf den verschiedenen modifizierten Titan-
oberflachen besser miteinander zu vergleichen sind.
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Aufgrund der beschrankten Verfligbarkeit von humanen Stammzellen wurden
bei den Vorversuchen SAOS-2 Osteoblasten verwendet. Bei diesen Knochen-
zellen handelt es sich um eine Human Osteogenic Sarcoma Zelllinie. Die
erwahnten Osteosarkomzellen kamen bereits vielfach in diversen anderen
Studien zur Anwendung (Mayr-Wohlfart et al. 2001; Degasne et al. 1999;
Postiglione et al. 2003; Ramaglia et al. 2011; Shapira et al. 2009).

Diese Zelllinie hat den Vorteil, dass sie sozusagen unbegrenzt verfligbar und
relativ einfach zu handhaben ist. Jedoch unterscheiden sich diese Osteo-
sarkomzellen natlrlich in gewisser Weise von Primarzellkulturen bzw.
menschlichen Stammzellen, z. B. hinsichtlich ihrer biologischen Reaktion. Da
diese Zelllinie im Verhalten menschlichen Osteoblasten immer noch recht
ahnlich ist (Rodan et al. 1987), wurde sie zumindest fir die Vorversuche und
deren Zielsetzung als geeignet angesehen.

Stammzellen spielen eine wesentliche Rolle im Bereich der regenerativen
Medizin (Ringe et al. 2002). Menschliche Stammzellen kommen bei der
Gewebekonstruktion bzw. Gewebezichtung, dem sogenannten Tissue
Engineering, bereits haufig zur Anwendung. Auf diesem Gebiet ist der Einsatz
von Stammzellen heutzutage weit verbreitet und somit vielfach Gegenstand
wissenschaftlicher Studien (Alexander et al. 2008; Mangano et al. 2010; Zhang
et al. 2006; Yamada et al. 2004; Kawaguchi et al. 2004; Hasegawa et al. 2006).
FiOr die praktische Anwendung im Bereich der Regeneration von Knochen-
gewebe werden Uberwiegend mesenchymale Stammzellen aus dem Knochen-

mark eingesetzt (Hayashi et al. 2008).

Eine weitere, haufig eingesetzte Methode ist die Gewinnung von Stammzellen
aus dem Beckenkamm. In den hier durchgefihrten Hauptversuchen wurden
jedoch Stammzellen aus dem menschlichen Kieferperiost verwendet. Diese
Zellen stellen hinsichtlich des Zielgewebes eines inserierten Implantates eine
Optimierung der In-vitro-Studie dar. Ein weiterer Vorteil dieser Zellen ist, dass
diese bei gréBeren bzw. umfangreicheren intraoralen Eingriffen gewonnen

werden kdnnen und somit die Zahl der Folgeeingriffe verringert werden kann.
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In der vorliegenden Arbeit kamen in samtlichen Hauptversuchen Stammzellen
von ein und demselben Spender zum Einsatz. Es ist jedoch nicht von der Hand
zu weisen, dass dadurch die erzielten Ergebnisse nicht verallgemeinert werden
kénnen. Hierzu sind weiter Versuchsreihen mit Stammzellen von verschiedenen
Spendern unterschiedlichen Alters und Geschlechts erforderlich, was jedoch

den Rahmen dieser Arbeit gesprengt hatte.

4.1.3. Messung der initialen Anheftung und der Zellbedeckung

Die Zelldichte auf den Proben wurde durch die Kristallviolettfarbung ermittelt.
Diese hat den Vorteil, dass eine visuelle Dokumentation erfolgen kann, da die
Zellen optisch sichtbar werden. Des Weiteren kann durch Eluieren des
Farbstoffes die optische Dichte bestimmt und die gewonnenen Ergebnisse
quantifiziert und statistisch ausgewertet werden. Die Kristallviolettfarbung ist
relativ einfach und schnell durchzufihren, hat jedoch den Nachteil, dass sie
potentiell gesundheitsgefahrdend und umweltschadlich ist und daher erhéhte
Vorsicht im Umgang geboten ist. Sie kann, ebenso wie der XTT-Test, zur
indirekten Ermittlung der Proliferationsaktivitdt herangezogen werden. Es
handelt sich hierbei jedoch nicht um eine rein quantitative Proliferations-
messung, da die Proteine einer Zelle gefarbt werden. Somit beeinflusst neben
der Zellzahl auch die ZellgréBe das Ergebnis. Ferner sind Kontrollgruppen
notig, da der Hintergrund aufgrund von unspezifischer Farbstoffeinlagerung
korrigiert werden muss. In den Versuchen wurden entsprechende Kontroll-
gruppen fur jede Oberflache mitgeflhrt.

4.1.4. Messung von Stoffwechselaktivitat und Proliferation
Die Stoffwechselaktivitat der Zellen wurde mit dem XTT-Test bestimmt. Bei
diesem Test erfolgt die Bildung von Formazanfarbstoff durch mitochondriale

Dehydrogenasen. Der gebildete Farbstoff korreliert hierbei, unter der
Voraussetzung gleicher Stoffwechselaktivitdt auf allen Oberflachen, mit der
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Zellzahl und ermdglicht dadurch auch eine indirekte Bestimmung der
Proliferation.

Die Messung der Zellproliferation erfolgte, wo immer maéglich, mit dem BrdU-
Test. Bei diesem Test wird der Marker (Bromdesoxy-Uridin; BrdU) wahrend
eines Markierungszeitraums an Stelle von Thymidin in die DNA aller neu-
gebildeten Zellen eingebaut. Es handelt sich somit bei diesem Test um eine
echte Proliferationsmessung.

Der BrdU-Test ist jedoch ein Endpunki-Test, d. h. die Kulturen missen fixiert
werden. Wiederholte Messungen an einer Kultur, wie z. B. in den Haupt-
versuchen mit einer Dauer von 42 Tagen, sind nicht méglich. Daher wurde bei
diesen Versuchsreihen der XTT-Test zur indirekten Proliferationsmessung
(s. 0.) herangezogen.

4.1.5. Nachweis der Protein- und Peptidkopplung

Da die Menge an gekoppeltem Peptid bzw. Protein sehr gering ist, sind zum
Nachweis empfindliche Verfahren nétig. Hierfir geeignet ist z. B. die immuno-

logische Detektion Uber fluoreszenzmarkierte Antikérper.

Um die erfolgreiche Kopplung des Proteins Fibronektin und der verwendeten
Peptide nachzuweisen, kam jeweils ein Fluoreszenzfarbstoff zum Einsatz. Im
Falle des Proteins FN handelte es sich hierbei um den Farbstoff TRITC
(= Tetramethylrhodamine-5 (und 6)-isothiocyanate). Fir den Nachweis wurde
ein gegen die ,Cell Binding Domain“ gerichteter Erstantikbrper und ein
fluoreszenzmarkierter Zweitantikbrper eingesetzt. Einschrankend ist anzu-
merken, dass mit dieser Methode lediglich ein qualitativer Nachweis der
erfolgreichen Kopplung gefthrt werden kann.

Zum Nachweis der erfolgreichen Peptidkopplung war ein immunologischer

Nachweis leider nicht einsetzbar. Es wurden verschiedene gegen FN, sowie
gegen die ,Cell Binding Domain“ gerichtete Antikdrper erfolglos getestet. Zum
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Zeitpunkt des Nachweises waren keine gegen die Peptide gerichteten
Antikdrper erhéltlich, daher wurde auf ein anderes Verfahren zurlickgegriffen.

Mittels eines Antibody Labeling Kits wurde der Fluoreszenzfarbstoff FITC
(= Fluorescein isothiocyanate) an bestimmte funktionelle Gruppen des Peptids
P1 (FAKLAARLYRKAC) gekoppelt (sieche Material und Methoden S. 22 bis
S. 28). AnschlieBend wurde das mit dem Fluoreszenzmarker versehene Peptid
kovalent an die Versuchsoberflache gekoppelt.

Mit dieser Methode konnte die erfolgreiche Peptidkopplung nachgewiesen
werden. Der Nachweis erfolgte mit dem Peptid P1 stellvertretend fur alle
angewendeten Peptide, da dieses Peptid die meisten flr das Labeling nétigen
freien Bindungsstellen besitzt.

Es konnte erneut nur ein qualitativer Nachweis erbracht werden. Der Vergleich
unterschiedlicher Kopplungszeiten zeigt aber, dass qualitative Unterschiede zu
erkennen sind (siehe S. 35, Abb. 3). Es ist jedoch kritisch anzumerken, dass
gof. nicht die gleichen Kopplungsbedingungen vorlagen, da u. U. auch eine
Kopplung Uber reaktive Gruppen am FITC-Molekul erfolgen kdnnte.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

Die jeweiligen Versuchsdurchfiihrungen sowie die gesamten ermittelten Werte

sind den entsprechenden Versuchen zu entnehmen.
Folgende Fragen sollten beantwortet werden
e Osteoblastenwachstum
Welchen Einfluss haben die verschiedenen technischen Titan-

oberflachenmodifikationen (gedreht, gestrahlt/geatzt etc.) auf das Osteo-
blastenwachstum?
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e Zellbesiedelung / Initiale Anheftung

Kann die Zellbesiedelung auf den verschiedenen Titanoberflachen durch
die Modifikation von Oberflachen mit Proteinen und Peptiden beeinflusst
oder verbessert werden bzw. welchen Einfluss haben verschiedene mit
Protein bzw. Peptiden modifizierte Titanoberflachen auf die initiale
Anheftung?

e Kopplungseffizienz / Einfluss von Biomolekiilen

Kann die fir ganze Proteinmolekille (wie zum Beispiel FN) entwickelte
Kopplungstechnik fir den Einsatz mit Peptiden adaptiert werden? Wie ist
der Einfluss der verwendeten Peptide RGD1 und RGD2 auf die Stoff-
wechselaktivitdt bzw. Proliferation von SAOS-2 Osteoblasten im
Vergleich mit dem etablierten Anheftungsfaktor FN?

e Fordernde Wirkung auf die Proliferation humaner Stammzellen

Gibt es fordernde Effekte bei den ausgewahlten Peptiden P1 bis P6 im
Vergleich zu FN, bzw. wie ist der Einfluss der modifizierten Camlog
Oberflachen auf die Zellproliferation von Stammzellen in Langzeit-

versuchen (bis zu 42 Tagen)?

e Genexpression / Osteogene Induktion

Wie ist der Einfluss der einzelnen Oberflachenmodifikationen auf die
Genexpression wahrend eines 20-tdgigen Induktionszeitraumes? Kann
eine osteogene Differenzierung der Stammzellen auf der Implantat-
oberflache durch die gekoppelten Peptide geférdert werden?

4.2.1. Osteoblastenwachstum auf verschiedenen Camlog

Titanoberflachen

In den Vorversuchen der vorliegenden Arbeit war das Osteoblastenwachstum

(Proliferation) bzw. die Zellbedeckung der Prifkérper nach 48 Stunden auf den

verwendeten glatten Oberflachen besser als auf den gestrahlt/geatzten rauen
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Oberflachen (siehe Vorversuche S. 31, Abb. 1). Andere wissenschaftliche
Untersuchungen mit humanen Osteoblasten haben ebenfalls gezeigt, dass
Zellen auf weniger rauen Oberflachen sozusagen enger bzw. dichter wachsen
(Anselme et al. 2005). Es ist aber nicht von der Hand zu weisen, dass eine
gewisse Oberflachenrauigkeit ein starkeres Zellattachment mit sich bringt
(Bowers et al. 1992; Jayaraman et al. 2004).

Insgesamt haben sich rauere Oberflachen flir die Osseointegration von
dentalen Implantaten als vorteilhaft erwiesen. Daher wurden in den Haupt-
versuchen raue Oberflachen verwendet, um eine F&érderung der Osteo-
blastenproliferation auf diesen langsamer besiedelten Oberflachen durch die

entsprechenden Beschichtungen zu prifen.

4.2.2. Einfluss von biologisch modifizierten Oberflachen auf
die Zellbesiedelung / Initiale Anheftung

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Férderung der entsprechenden
Oberflachenmodifikationen auf die Zellbesiedelung bzw. die initiale Anheftung
getestet. Die Versuche erfolgten auf glatten wie auch auf rauen Oberflachen.
Auf den glatten Oberflachen konnte eine deutliche Foérderung der
Kurzzeitanheftung durch die Modifikation mit FN und RGD erzielt werden
(siehe Vorversuche S. 38 bis S. 41). Dies war auf rauen Oberflachen nicht der
Fall, was vermutlich darauf zurtickzufiihren ist, dass auf rauen Oberflachen die
Anheftung bereits sehr gut ist, sodass keine weitere Férderung mehr mdglich zu
sein scheint.

Die Ergebnisse decken sich mit anderen wissenschaftlichen Arbeiten, denn in
zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass die Kurzzeitanheftung/Initiale
Anheftung auf rauen Oberflachen besser ist. Das heiBt, eine bestimmte
Oberflachentopographie kann einen positiven Einfluss auf die Zelladhasion
(Anselme et al. 2005; Bigerelle et al. 2005; Huang HH et al. 2004; Jayaraman et
al. 2004) und unter bestimmten Bedingungen auch auf die Proliferation

(Jayaraman et al. 2004) austben.
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Die Ergebnisse sollen anhand der Oberflache MA-Anatas verdeutlicht werden.
Auf dieser Oberflache konnte durch die Beschichtung mit RGD eine Férderung
um 50 % und im Falle der FN-Beschichtung eine Férderung bis zu 70 % erzielt
werden.

Die erzielten  Ergebnisse bestatigen die Erkenntnisse anderer wissen-
schaftlicher Arbeiten, in denen mit RGD gecoatete Oberflachen allgemein zur
Verbesserung der Zelladhasion (Hersel et al. 2003; Davis et al. 2002; LeBaron
et al. 2000; Ito et al. 1991), der Adhasion von Osteoblasten (Durrieu et al. 2004)
sowie Fibroblasten und Epithelzellen (Zhao et al. 2005) beitrugen.

4.2.3. Uberpriiffung der Kopplungseffizienz der Biomolekiile
anhand des Einflusses von FN, RGD1 und RGD2 auf die
Stoffwechselaktivitat von SAOS-2 Osteoblasten

Dass mit RGD gecoatete Oberflachen nicht nur die Anheftung férdern, sondern
auch einen positiven Einfluss auf die Zellproliferation haben, konnte bereits
mehrfach wissenschaftlich nachgewiesen werden (Kantlehner et al. 2000;
Schaffner et al. 1999). Auch in dieser Arbeit konnte eine deutliche Férderung
der Stoffwechselaktivitat bzw. Proliferation von SAOS-2 Osteoblasten durch die
verwendeten Biomolekile erzielt werden (siehe S. 42, Abb. 9 u. 10 sowie S. 43,
Abb. 11). Es ist jedoch anzumerken, dass in den durchgefihrten Versuchen der
vorliegenden Arbeit die Férderung mit FN (bis zu finffache Férderung) deutlich
gréBer war als mit den beiden verwendeten RGD Varianten (bis zu dreifache
Foérderung). Dies kénnte zum einen daran liegen, dass ggf. die Menge der
erfolgreich gekoppelten Peptide geringer war als die des Fibronektins. Zum
anderen ist aber auch anzunehmen, dass das menschliche, unveranderte
Biomolekil FN durchaus eine starkere Wirkung auf humane Zellen hat als
synthetisch hergestellte Signalsequenzen. Die Kopplungsmethode kann damit
jedoch insgesamt als erfolgreich und wirkungsvoll, auch fir Peptide, angesehen

werden.
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4.2.4. Fordernde Wirkung der ausgewahlten Peptide P1 bis P6
sowie FN auf die Proliferation von humanen Stamm-

zellen im Langzeitversuch von 42 Tagen

Alle modifizierten Oberflachen hatten eine férdernde Wirkung auf die
Zellproliferation der Stammzellen im Langzeitversuch (siehe S. 47 bis 49,
Abb. 12 bis Abb. 17). Die im Schnitt héchste Férderung konnte mit FN sowie mit
P2 (GRGDSC/Cell-matrix interaction domain) erzielt werden. Ebenfalls gute
Ergebnisse wurden mit den Peptiden P1 (FAKLAARLYRKAC/aus Antithrombin)
und P6 (EEEEEEEPRGDTC/Cell-matrix interaction domain) erreicht.

Alle Titanoberflachen zeigten jedoch eine geringere Proliferation als die
entsprechende Referenzoberflache PS. Die Proliferation auf dieser Oberflache
war bereits ab Tag Zehn des aufgeflihrten Langzeitversuchs deutlich héher als
auf allen Titanoberflachen (siehe S. 47 bis 48, Abb. 12 bis Abb. 14).

Dies ist nicht verwunderlich, da die PS-Oberflache (= Polystyrol-Oberflache) der
Zellkulturplatten far die Anzucht von Zellen optimiert ist. Durch die ent-
sprechende Behandlung von Polystyrol (Tissue Culture Treatment) entstehen
u. a. Hydroxyl-Gruppen auf der Materialoberflache, welche fir die Zelladh&sion
forderlich sind (Curtis et al. 1983). Ein weiterer wichtiger Grund fur die
vorteilhaften Materialeigenschaften ist, dass an die Oberflache von TC-Treated
Polystyrol Serumproteine adsorbieren kdnnen, was das Zellattachment férdert
(Steele et al. 1993).

Eine Angleichung der Messwerte der Titanplattchen an die entsprechenden
Messwerte der Referenzoberflaiche PS erfolgte erst gegen Ende der
Versuchslaufzeit. Dies ist u. a. damit zu erklaren, dass mit zunehmender
Versuchslaufzeit die Zellbesiedelung auf der Referenzoberfliche PS ein
gewisses Maximum erreicht und die Zellproliferation zurlickgeht, was wiederum
den oben erwahnten Angleich erméglicht.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass die Referenzoberflache PS
(gesamter Boden eines Wells auf der Zellkulturplatte) gréBer als jene der
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Titanplattchen war, was zu einer erschwerten Vergleichbarkeit der
Referenzoberflache mit den Titanoberflachen fihrt (siehe Titanoberflachen
S. 67 - 68).

Anhnlich ist die schnellere Angleichung der Messwerte bei den nicht induzierten
Plattchen bzw. der Unterschied zwischen den entsprechenden induzierten und
nicht induzierten Plattchen zu erklaren (siehe S. 49, Abb. 17). Durch die
Induktion wird die Zellproliferation zun&chst kurzzeitig erhéht, dann aber
verringert und die Differenzierung in Richtung Knochenaufbau eingeleitet.

Die nach Induktionsbeginn ermittelte hdhere Proliferationsrate auf den
induzierten Plattchen (siehe S. 48, Abb. 15) ist vermutlich auf die Induktion mit
dem Mix aus Dexamethason, Vitamin C und B-Glycerophosphate zurlick-
zufiihren. Dexamethason bewirkt zuerst einen Anstieg der Proliferation, bevor

die erwlinschte Differenzierung stattfindet (McCulloch et al. 1986).

Die Zellproliferation auf der modifizierten Referenzoberflache war lber weite
Strecken vergleichbar mit den biofunktionalisierten, d. h. mit Peptid oder Protein
gekoppelten Titanoberflachen (siehe S. 48 bis 49, Abb. 15 bis Abb. 17). Dies
kénnte u. a. daran liegen, dass die freie elektrophile Kopplungsgruppe des
Photoimmobilizers (Antrachinon) eine direkt férdernde Wirkung besitzt oder
aber eine verstarkte Adhasion bestimmter Serumkomponenten bewirkt, welche
die Zellproliferation férdern.

4.2.5. Einfluss der Oberflachenmodifikationen auf die
Genexpression von Stammzellen / Osteogene

Differenzierung

Die Differenzierung der Zellen kann in mehrere Phasen eingeteilt werden in
denen die Expression spezifischer Marker stattfindet. Hierbei handelt es sich
um die Proliferationsphase, die Matrixphase und die Mineralisationsphase
(Stein et al. 1990; Owen et al. 1990b; Schwartzmann 2012).
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Wahrend der Proliferationsphase erfolgt die Expression von Typ | Collagen
(Coll1atl) (Stein et al. 1990; Owen et al. 1990b). Direkt nach der Proliferations-
phase, d. h. in der frihen Matrixphase, ist mit einem Anstieg der Alkalischen
Phosphatase (AP) zu rechnen (Morsczeck 2006; Weinreb et al. 1990; Stein et
al. 1990). Der osteogene Marker Osteonectin (OSN) tritt im Verlauf der Matrix-
phase auf (Jundt et al. 1987) und die Marker Igf-2 und Periostin (Per) sind in
der friihen Mineralisationsphase zu finden (Chen et al. 2010; Oshima et al.
2002).

Nach 20 Tagen Induktion wurde die hdchste Expressionssteigerung beim
osteogenen Marker Osteonectin erreicht. Hier lag der Induktionsfaktor bei 700 -
1.700 (Induktionsfaktor Referenzoberfliche PS = 600, Induktionsfaktor
modifizierte Referenzoberflache ohne Peptid = 700).

Der osteogene Marker OSN wurde gefolgt von Igf-2, AP, Coll1al und Periostin
(siehe S. 55 bis 59, Abb. 19 bis Abb. 28). Die hohe Expressionssteigerung von
OSN lasst darauf schlieBen, dass sich die Zellen zum Zeitpunkt des
Nachweises der in Matrixphase befunden haben. Aufgrund der geringen
Expressionssteigerung der osteogenen Marker AP, Coll1al sowie der deutlich
héheren Steigerung des Markers Igf-2 kann man darauf schlieBen, dass es sich

hierbei um die spate Matrixphase gehandelt haben muss.

Die gréBte Foérderung war auf den mit FN modifizierten Oberflachen zu finden,
gefolgt von den mit P5 (CGGNGEPRGDTYRAY/Bone Sialoprotein) und P2
(GRGDSC/Cell-Matrix Interaction Domain) gecoateten Titanoberflachen.

Die Induktion ist somit im Prinzip gelungen. Das heiBt, die Stammzellen
konnten gezielt stimuliert werden auf der Implantatoberflache extrazellulare
Matrix zu bilden.

In zuklnftigen Studien sollte das Augenmerk auf Details der Genexpression
gelegt werden. Hierbei ware es sinnvoll, die Expression der hier getesteten
osteogenen Markern zu verschiedenen Induktionszeiten auszuwerten. Somit
kénnten ggf. Erkenntnisse Uber die oben beschriebenen Phasen der

Differenzierung und den Einfluss modifizierter Oberflachen auf diese gewonnen
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werden. Im Anschluss kénnte der Fokus auf der Mineralisation liegen. Anhand
der Expression von entsprechenden spezifischen osteogenen Markern kénnte
der Abschluss der Mineralisationsphase belegt und die Mineralisation selbst
durch weitere Tests, wie z. B. die Kalzifizierungsmessung mit Alizarin (Gregory
et al. 2004; Yu et al. 2004; Gunn et al. 2006), nachgewiesen werden. So
kénnten etwaige Effekte durch Proteine oder Peptide bestatigt werden.

4.3. Schlussfolgerung und Ausblick

Aufgrund der gewonnen Ergebnisse aus vorliegender Arbeit kann man sagen,
dass das eingesetzte Kopplungsverfahren zur Beschichtung von
Implantatoberflachen aus Titan mit extrazellularen Peptiden sich durchaus
positiv auf Adhasion, Proliferation und osteogene Differenzierung von Zellen
ausgewirkt hat. Insbesondere Peptide mit enthaltener RGD-Sequenz scheinen
besonders vielversprechend zu sein, wobei diese jedoch nicht dieselben hohen
Ergebnisse erzielen konnten wie die Oberflachenbeschichtung mit dem Protein
FN.

Die vorliegende Arbeit stellt lediglich einen Einstieg in das Thema der
Biofunktionalisierung von Titanoberflachen durch kovalente Kopplung von
Signalsequenzen dar.

Zukiinftige Studien kénnten z. B. durch Konzentrationsreihen und andere
Spender optimiert werden. In weiteren In-vitro-Versuchen sollte dann geklart
werden, ob derartige Oberflachenmodifikationen ebenso férdernde Effekte auf
andere Zellarten haben. Denn z. B. im Halsbereich von inserierten Implantaten
kommen keine Osteoblasten sondern andere Zellen wie Keratinozyten und
Fibroblasten vor.

AnschlieBend wéaren entsprechende In-vivo-Studien durchzuflhren, bevor die

modifizierten Titanoberflachen zur klinischen Anwendung kommen.

Ebenfalls denkbar ware es, andere Implantatwerkstoffe mit extrazellularen
Peptiden zu coaten. Hierbei kdénnten alloplastische Materialien, wie z. B.
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Keramiken (z. B. Zirkondioxid) oder Kunststoffe (z. B. PEEK) auf ihre Eignung
getestet werden. Insbesondere der Werkstoff PEEK (= Polyetheretherketon)
scheint zukinftig von wissenschaftlichem Interesse zu sein und besitzt
hinsichtlich seiner Eignung als Implantatmaterial noch Verbesserungspotential.
Auch eine derartige Modifikation von Gewebetragern, sogenannten Scaffolds,
ist denkbar.
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5. Zusammenfassung

Der Erfolg einer Implantation hangt aus Sicht der Werkstoffkunde betrachtet
massiv von der Oberflache des zu inserierenden Implantates ab. Hierbei sind
die wesentlichen Ziele u.a. eine mdglichst kurze Einheilphase und eine optimale
Osseointegration. Diese Ziele kénnen vor allem durch die Modifikation der
Implantatoberflachen positiv beeinflusst werden.

Nach heutigem Stand sind raue, strukturierte Titanimplantate die wohl beste
und somit gangigste Implantatvariante. Da bei den technischen Verfahren zur
Oberflachenmodifikation voraussichtlich keine substantiellen Verbesserungen
mehr zu erwarten sind, verschiebt sich das wissenschaftliche Interesse in
Richtung Biofunktionalisierung. Bei dieser Art der Oberflachenmodifizierung
wird das Implantat sozusagen als koérpereigen gekennzeichnet und dadurch
versucht, die Schnittstelle zwischen Implantat und Gewebe zu beeinflussen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, typische aktuelle Implantatoberflachen
(gestrahlt/geéatzt) durch die Beschichtung mit verschiedenen biologischen
Signalsequenzen (Peptide) zu verbessern bzw. zu biofunktionalisieren. Um eine
dauerhafte Beschichtung mit diesen Signalsequenzen zu gewahrleisten, sollten
diese kovalent an die Versuchsoberflachen gekoppelt werden.

Im Folgenden wurde die Wirkung dieser Signalsequenzen auf SAQS-2
Osteoblasten sowie Stammzellen aus dem menschlichen Kieferperiost
untersucht. Als Referenz diente das Protein Fibronektin, sowie nicht modifizierte
Titanoberflachen und Titanoberflachen die samtliche Kopplungsschritte

durchlaufen haben, an die aber kein Peptid gekoppelt wurde.

Um die Wirkung der Signalsequenzen zu bewerten wurden unterschiedliche
Versuche und Tests durchgefliihrt. Bei den Untersuchungen des Zellwachstums,
der initialen Anheftung, sowie der Adhasion wurde die Kristallviolettfarbung
angewendet. Die Stoffwechselaktivitdt wurde anhand des XTT-Tests und die
Zellproliferation mit dem BrdU-Test bestimmt. Um die Genexpression
verschiedener osteogener Marker nachzuweisen wurde die RT-PCR eingesetzt.
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Zusammenfassung

Die durchgefihrten Tests zeigten, dass das Osteoblastenwachstum auf glatten
(z. B. gedrehten) Oberflachen besser ist als auf gestrahlt/geatzten Oberflachen
(Messung nach vier Tagen). Auf glatten Titanoberflachen konnte durch die
Beschichtung mit Fibronektin und RGD die initiale Anheftung deutlich
verbessert werden (Messung nach einer Stunde). Die Stoffwechselaktivitat bzw.
Proliferation von SAOS-2 Osteoblasten konnte durch die Modifikation mit
Fibronektin und RGD ebenfalls erheblich gesteigert werden (Messung nach
zwei Tagen).

Alle verwendeten Peptide hatten ebenfalls eine férdernde Wirkung auf humane
Periost-Stammzellen im Langzeitversuch von 42 Tagen, d. h. die Zell-
proliferation konnte deutlich erhéht werden. Hierbei war die Férderung durch FN
am hoéchsten, gefolgt von P2 (GRGDSC).

Neben der Proliferation wurde auch untersucht, ob die osteogene Induktion der
Stammzellen durch die Peptide geférdert werden kann. Die Ergebnisse der RT-
PCR zeigten, dass die hochste Steigerung der Genexpression bei den
Titanoberflachen die mit FN, P5 (CGGNGEPRGDTYRAY) und P2 beschichtet
waren erfolgte (Messung nach 20 Tagen Induktion).

Auffallig war, dass die erzielten Ergebnisse der mit FN beschichteten
Titanoberflachen im Schnitt signifikant besser waren als jene der mit Peptid
beschichteten Titanoberflachen. Des Weiteren scheinen Peptide, welche die

RGD-Sequenz enthalten, besonders vorteilhaft zu sein.

Aus den gewonnenen Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass die hier etablierte
Methode =zur Biofunktionalisierung von Titanoberflachen durch kovalente
Kopplung von Signalsequenzen eine geeignete Methode zur weiteren
klinischen Optimierung von Implantatoberflachen darstellen kénnte.

Unter den hier getesteten Signalsequenzen erzielten die Peptide mit der RGD-
Sequenz die besten Ergebnisse.
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Anhang

7.2. Lebenslauf

Personliche Angaben

Name: Andreas Brenner
Geburtsdatum: 04.03.1983
Geburtsort: Nartingen
Familienstand: ledig
Staatsangehdrigkeit: deutsch

Eltern: Gerhard Brenner

Daniela Hechenberger geb. Ruoff

Geschwister: Kathrin (*85) und Michael (*88)

Bildungsweg

1989 — 1993 Ludwig-Uhland-Schule Wendlingen
Grund- und Hauptschule

1993 — 1999 Johannes-Kepler-Realschule Wendlingen
Abschluss: Mittlere Reife

2003 — 2005 Philipp-Matthaus-Hahn-Schule Nirtingen
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

10/2008 Studium der Zahnmedizin an der

Eberhard-Karls-Universitat Tabingen
19.10.09 Naturwissenschaftliche Vorprifung
05.10.11 Zahnarztliche Vorprifung
27.11.14 Zahnarztliche Prufung

2012 Beginn der Promotion am Universitatsklinikum
Tdbingen
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Anhang

Beruflicher Werdegang

1999 — 2003

01/2003 — 07/2003

2006 — 04/2008

04/2008 — 09/2008

Ausbildung zum Mechatroniker bei der
ABB Gebaudetechnik AG
Elektro-Monteur bei der

ABB Gebaudetechnik AG

Angestellt als Elektrofachkraft bei
B&W Personal GmbH Nartingen
Angestellt als Montage-Mitarbeiter bei

Endress Elektrogeratebau GmbH Bempflingen
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