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1. Einleitung

Bei der vorliegenden Dissertation handelt es sitheaine In-vitro-Arbeit, die verglei-

chend angelegt ist und darauf abzielt, herauszefindvie Osteoblasten von verschie-
denen Oberflachen beeinflusst werden. Eine weAerfgabe besteht darin, zu verglei-
chen, wie sich eine Stimulation mit PTH (50 ng/mb drei verschiedenen

Stimulationsmodi auswirkt. Die Modi sind eine peraate Stimulation (PTH 48), eine
intermittierende (PTH 6), oder die Zellen auf dearduchstragern werden gar nicht
stimuliert (PTH 0). Vor der Entwicklung der konkeet Fragestellungen gilt es, die

Termini zu klaren und den Stand der Forschung zreifdan.

1.1  Osseointegration im Hintergrund vorliegender Ar beit

Der Terminus ,Osseointegration” ist von Branemalk ein ,direkter und struktureller
Verbund zwischen dem organisierten, lebenden Knuagheebe und der Oberflache
eines belasteten Implantates” definiert. Nicht tatledank der Beschreibung der
Osseointegration von Branemark et al. und Schrétlel. sowie des Nachweises der
Anwendbarkeit durch Adell et al. kann die Fachwisebaft mittlerweile auf mehr als 40
Jahre Erfahrung mit enossalen Dentalimplantaterickbticken (Adell et al., 1981,
Branemark et al., 1969, Schroeder A, 1976).

Nach Albrektsson et al. Gben die folgend aufge@ihfaktoren einen Einfluss auf die

Osteointegration von Implantaten aus (Albrektsdaal.1981):

* Implantatmaterial — Art und Zusammensetzung

* Implantatdesign — Makrodesign

* Oberflachenqualitat — Mikrodesign

» Knochendichte — Wirtqualitat

» chirurgisches Vorgehen — Planung und Fertigkeit@gsrateurs

* biomechanische Belastungen — Wirtbeanspruchung

Auf der Grundlage der Analyse der Forschungslitergommt Masuda (1998) zu den

nachstehenden vier Postulaten fiir die Osseoiniegr@flasuda et al., 1998):

* Histomorphometrische Analysen liefern Hinweise drdass die
Knochenmenge am Interface nicht in Korrelation emdiomechanischen
Verhalten steht.
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» Alle Untersuchungen zur Osseointegration mussertlisém Interaktionen
zwischen Implantatoberflache und den fir die Knotliidung verantwortlichen
Zellen bertcksichtigen.

» Sowohl das Modelling als auch das Remodelling simeflasslich in Bezug auf
eine dauerhafte Osseointegration.

» Die Mikroumgebung kann als eine Plattform des £eltaltens auf der
Oberflache des Implantats betrachtet werden.

Die Integration eines Implantats in den Knochetii@nt komplexe biologische Prozesse,
in welchen nicht allein das periimplantare Gewebtdas Implantat reagiert, sondern
ebenso die Implantatoberflache strukturelle Veramnugen als Reaktion auf das Gewebe
erfahrt (Nanci et al., 1998a, Puleo and Nanci, 1988 Rahmen der Osseointegration
vollzieht sich mithin eine Interaktion zwischen deberflache der Implantate und den
knochenbildenden Zellen. Die Erforschung dieserlogischen Ereignisse auf der

Implantat-Knochen-Oberflache kann dabei helfen, gkeiimplantare Osseogenese zu
verbessern, wobei das Ziel verfolgt wird, eine mpie Integration zwischen Implantat

und Knochen zu schaffen sowie eine schnellere,estth und vorhersagbarere

Einheilung der Implantate zu erzielen (Puleo anddNd 999).

1.2  Reaktion des Gewebes auf die Implantatoberflach  en

Die als ,Knochen-Implantat-Interface” bezeichnetebetfjangszone beschreibt die
organische Schicht zwischen dem alloplastischeneiddt und der mineralisierten
Knochenmatrix. Um die Reaktion zwischen der Obehigéeines implantierten Materials
und dem Knochengewebe im Laufe der Einheilungspbasser erfassbar zu machen,
unterteilen Albrektsson und Johansson die Implamtagilung in drei Phasen:
Osteoinduktion, Osteokonduktion und Osteointegnat{&lbrektsson and Johansson,

2001). Diese Phasen gilt es im Nachfolgenden rédhbestimmen.

1.2.1 Osteoinduktion

Osteoinduktion ist der Teilprozess der Einheilumgse, bei dem durch die Migration
und die Differenzierung mesenchymaler Zellen died¢trenneubildung induziert wird.

Der Ablauf ist wie folgt zu beschreiben:

Unmittelbar nach der Aufbereitung der Implantatgiale flllt sich diese mit Blut, mit
welchem die Implantatoberflache in Berihrung kon{Albrektsson and Johansson,
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2001). Zwischen der Knochen- und der Implantatdéhenre entsteht ein Knochen-
Implantat-Spalt, der eine Breite von 100 (Futami et al., 2000) bis 5@@n (Listgarten,
1996) aufweisen kann. Morphologisch befindet sichdiesem Spalt eine heterogene
Masse aus Blut und kndchernen Geweberesten. D&uirenthaltene Fibrinogen, das
durch Thrombin zu Fibrin umgewandelt wird, lagechsauf der Implantatoberflache ab
und leitet die Zellen zum Implantat hin (Davies9&p

Die Knochenwunde setzt neben extrazellularer Fjlesti und nichtkollagenen Proteinen
die Wachstumsfaktoren TGF und PDGF frei. Diese Wachsfaktoren stimulieren die
Proliferation und Differenzierung der Osteoprogenziellen aus dem Knochenmark und
dem Periost zu Osteoblastenvorlauferzellen unddbktsten (Schenk and Buser, 1998).

Eine in-vivo-Studie von Meyer et al. zeigt, dasshdDsteoblasten bereits am ersten Tag
nach der Implantatinsertion auf der Implantatobetfe festsetzen und eine 20 bis 50 nm
breite Schicht bilden (Meyer et al., 2004). Anddferschungsarbeiten bestatigen
ebenfalls, dass die Osteoblasten sehr frih dargihiben, eine nichtkollagene Matrix-
Schicht auf der Implantatoberflaiche auszubildenbi@ttsson and Hansson, 1986,
Davies, 1996, Davies and Campbell, 1990, LindeB51®eyer et al., 2004, Murai et al.,
1996, Nanci et al., 1994). Diese Schicht ist reemm nichtkollagenen Proteinen,
Osteocalcin (OC), Osteopontin (OP), Bonesialopnetei (BSP) sowie bestimmten
Plasma-Proteinen, wie etwa das a2HS-GlykoproteyukAwa et al., 1998, Nanci et al.,
1998b).

Diese Proteine lagern sich folglich auf der Imphéoiberflache ab. Die Adsorption ist
abhangig von den biochemischen Eigenschaften dinanoberflache, wie z. B. der
Oxidschicht (Johansson et al.,, 1989, Lausmaa andeLi 1988, Nanci et al., 1998Db,
Valkonen et al., 1986).

1.2.2 Osteokonduktion

Im Zuge dieses Teilprozesses der Einheilung komsnizwe Zellverteilung und zum
Knochenwachstum auf der Implantatoberfliche (Alts®dn and Johansson, 2001).
Wahrend dieser Phase, einige Tage nach der Imptantbeginnen die Osteoblasten mit
der Sezernierung der nichtkollagenen Proteine,(IG€& 1, 11), fibroblast growth factor
(FGF), TGF und platelet-derived growth factaiPDGF). Diese Faktoren bewirken eine
Vaskularisierung des Gebietes, andererseits sgremi sie die Vermehrung,

Differenzierung und Funktion der Knochenzellen kiireuf der Implantatoberflache. Die



Einleitung

Osteoblasten sezernieren den organischen Teil dechénmatrix, das Typ-I-Kollagen,
welcher an der Implantatoberflache bindet. (Alkgsé&n and Johansson, 2001, Davies,
1996, Davies and Campbell, 1990, Johansson e1389, Linder, 1985, Murai et al.,
1996, Nanci et al., 1998a, Puleo and Nanci, 1999).

Im né&chsten Schritt heftet sich Calciumphosphat @amdlere Mineralien aus den
Blutgefassen an die sezernierten Kollagenfasermirah bildet facherformige Kristalle
aus. Diese erste amorphe Schicht hat eine Breite2@bis 500 nm und ist reich an
Kalzium, Phosphor, Osteopontin sowie Sialoprotdilbrektsson and Johansson, 2001,
Davies, 1996, Davies and Campbell, 1990, Joharetsaln 1989, Linder, 1985, Murai et
al., 1996, Nanci et al., 1998a, Puleo and Nan@919Venn dann Blutgefalde in das erste
kalzifizierende Fasergeflecht hineinwachsen, spmean vom Geflechtknochen (Davies,
1996).

Im Tierversuch kann am siebten Tag nach der Imaiamt bereits trabekularer Knochen
beobachtet werden, der infolge der zunehmendenrMisierung des Geflechtknochens
sowie Aurichtung der Kollagenfasern in der Matrixstande kommt (Franchi et al.,
2004).

1.2.3 Osteointegration

Die Osteointegration schlie3t den Prozess der Humgeab. In ihrem Verlauf wird der
gebildete Geflechtknochen durch den lamellaren Kaocersetzt (Schenk and Buser,

1998). Der Ablauf ist wie folgt kurz zu skizzieren:

In der initialen Phase der Osteointegration wird @eflechtknochen durch Osteoklasten
resorbiert; die Osteoblasten bilden eine neue KedWatrix (Lind, 1998). Die
Stimulierung der Osteoklasten wird vom Parathyrordion (PTH), von Paratrelated
Peptiden (PTHrP), Prostaglandin-E2 und anderenkify¢a reguliert (Canalis, 1983a,
Canalis, 1983b, Canalis and Lian, 1988).

Wahrend der Resorption setzt die resorbierte Matechstumsfaktoren frei (Canalis,
1983a, Canalis, 1983b, Canalis and Lian, 1988). -bB&k ist in diesem Stadium
moglicherweise daran beteiligt, eine kontinuiedicDsteoklasten-Aktivitat zu verhindern
(Chenu et al., 1988).

In kontinuierlichen Schritten wird mit der Minersikrung des Geflechtknochens mehr

lamellarer Knochen gebildet. Chappard et al. besioln eine vollstandige Umwandlung
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des trabekuléaren Knochens in lamellaren Knocheerivalb von acht Wochen (Chappard
et al.,, 1999). Sobald die Implantate osseointegsied, kommt es zu einem standigen

Umbau des periimplantaren Knochens (Puleo and Na8@DB).

1.3  Veranderungen der Implantatoberflache in

periimplantarem Gewebe
Abgesehen von komplexen biologischen Prozessedalkan auf dem Implantat lassen
sich im Anschluss an die Implantation zudem erleBblistrukturelle Veranderungen auf
der Implantatoberflache als Reaktion auf das Gewelarten. Dies ist gemaf3 Puleo und

Nanci ein wesentlicher Faktor fir die OsseointegnatPuleo and Nanci, 1999).

Die Oxidschicht scheint bei der Implantateinheil@nge erhebliche Rolle zu spielen und
fur die biochemischen Eigenschaften der Titano@eni# verantwortlich zu sein

(Johansson et al.,, 1989, Lausmaa and Linder, 19868¢i et al., 1998a, Nanci et al.,
1998b, Valkonen et al., 1986). Lausmaa et al. Bagige kommerzielle Ti-Implantate

mit einer Oxidschicht von 2 bis 6 nm analysiertcNaer Explantation dieser Implantate
betrug die Oxidschicht das Zwei- bis Dreifache wdnsgangswert (Lausmaa and Linder,
1988).

Dariiber hinaus konnten analytische Untersuchungelegéen, dass die chemische
Zusammensetzung des Oxids mit der Aufnahme vonRFCand S eine andere war
(Lausmaa and Linder, 1988, Valkonen et al., 1986).

Als weitere Interaktion zwischen Implantat und Gbhevést die Freisetzung der Metall-
lonen zu nennen, welche lokal oder peripher nacleg®n werden kann (Puleo and
Nanci, 1999). Diese lonen werden im Zusammenhangieni Enstehung von Allergien
diskutiert (Wang et al., 2008).

1.4  Implantatmaterialien

Die Implantatmaterialien mussen eine erfolgreiclsseintegration und ein Fortbestehen
des Implantats im Knochen gewéhrleisten. Daherlepi@ der dentalen Implantologie
bei der Wahl des Implantatmaterials dessen biatbgisind mechanische Eigenschaften
die entscheidende Rolle. So muss das Material mpltibel, formstabil, mechanisch
belastbar und radioopak sein (Joos et al., 2006).
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Seit der Beschreibung der Titanoberflache durc@&rsark (Branemark et al., 1969) ist
Titan mittlerweile unbestritten das Material erstéahl fir Dentalimplantate, da es den

Anforderungen der Biokompatibilitat am besten emtp.

Buser hat die biokompatiblen Materialien in biotal#, bioaktiv und bioinert klassifiziert
(Buser et al., 1999).

Als biokompatibel bezeichnet man solche Werkstaffe,keinen negativen Einfluss auf
Lebewesen in ihrer Umgebung haben. Besonders rdléstadie Biokompatibilitat von
Implantaten deshalb, da sich diese fur einen ladgégraum in unmittelbarem Kontakt zu

einem Lebewesen — zum Trager des Implantats —d=efi(Breme et al., 1988).

Eine wesentliche Bedeutung fur die Korrosionsbestgkeit und damit fur die Gewebe-
vertraglichkeit hat die sich in Anwesenheit von &atoff auf der Titanoberflache
ausbildende Oxidschicht, wie einleitend oben sdtwscthrieben wurde. Die Schichtdicke
hangt von der Oberflachenbearbeitung, der Rauhigkei dem Sterilisationsverfahren ab
und bildet sich bereits nach einer Sekunde Kontakt Luft aus (Pistorius and
Willershausen, 2002).

Des Weiteren zeigen werkstoffkundliche Studien a@afss das leichte Material Titan
sowohl eine hohe Zug- als auch Bruchfestigkeittbesvomit es dem Kaudruck und der
orthodontischen Belastung optimal standhalt. Dieldse heutigen verwendeten Arten
sind zum einen das Reintitan, zum anderen die -Ktaminium-Vanadium-Legierung
Ti6Al4V. Das Reintitan gibt es in vier verschieder@raden, die sich hauptsachlich im
Sauerstoffanteil unterscheiden (Linkow, 1969, Nealye<s 983).

Weitere Implantatmaterialien, die als Alternative Titan vorgeschlagen wurden, sind

die folgenden drei:

» Tantal (Alberius, 1983)
» Zirkonium (Thomsen et al., 1997)

e Hafnium (Mohammadi et al., 2001)

1.5  Oberflachenmorphologie der Implantate

Die Oberflachemorphologie ist nach Albrektssonletm weiterer Faktor, der auf die
periimplantare Heilung und damit die Osseointegraties Implantates einwirkt. Die

Oberflache wird durch das Zusammenspiel all ihréeromechanischen, topographi-
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schen und physikochemischen Eigenschaften chaisktérAlbrektsson and Johans-
son, 2001).

Oberflachen von Implantaten kénnen generell awscleedene Arten hergestellt werden.
Dabei konnen, wie in Tabelle (1) aufgefuhrt, sukitve, additive und kombinierte

Konditionierungsverfahren unterschieden werden.

Konditionierungsverfahren Beispieloberflachen
subtraktiv

Abstrahlen mit verschiedenen Partikeln TiOblast
unterschiedlicher Gré3e wie Sand, Al,O3

und TiO,

Saureatzung mit HCI/H,SO, Osseotite®

Kombination subtraktiver Verfahren

sandgestrahlt + sauregeatzt SLA
sandgestrahlt + sduregeatzt + hydroxyliert SLActive
gestrahlt + geatzt Promote®
additiv

Titanplasmabeschichtung TPS

Kombination von subtraktiven und additiven
Verfahren

sauregeatzt + CaP beschichtet NanoTite™

TiO, -gestrahlt + fluoridmodifiziert gestrahlt + HA | OsseoSpeed™
beschichtet
elektrochemische Verfahren TiUnite™

Tabelle 1: Beispiele fiir Oberflachenkonditionierungen

Eine Beschichtung der Oberflache mit Hydroxylap@tid) kann mit verschiedenen
Herstellungsmethoden erfolgen, neuerdings mit eibaser (Shirakura et al., 2003). HA
bildet eine mechanische Barriere fir die Metalldioi-reisetzung (Schepers et al., 1988)
oder Titan-Partikel (Martini et al., 2003).

Bei einem anderen additiven Verfahren wird einarPlasma-Spray (TPS)-Oberflache
erzeugt. Hierbei wird reines Titanpulver mittelsezi 20.000 °C heil3en Plasmaflamme
auf oberflachlich aufgeschmolzen. Es entsteht diime Schicht, welche eine Rautiefe

von 15um aufweist (Spiekermann et al., 1995). Eine mogli€eisetzung von Titan-
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partikeln aufgrund der erhohten Biokorrosion (11212 IA cm?) ist derzeit Gegenstand
fachlicher Diskussionen (Henry and Schibli, 198m@ et al., 2005).

Technisch weniger aufwendig sind dagegen die skibtem Verfahren zur Erzeugung
eines Mikroreliefs. Eine raue Oberflache kann heerittels Bestrahlen mit abrasiven
Pulvern geschaffen werden, wobei haufig eine Sahid,- oder AbOs-Bestrahlung
eingesetzt wird. Weiterhin ist eine raue Struktitr@mem Atzmuster zu erreichen. Dazu
wird die Titanoberflache fur eine bestimmte Zeitezi Sdure ausgesetzt. Das Bestrahlen
sowie das Atzen resultieren in eher spitzen, zacki§trukturen. Man wendet diese
beiden Verfahren auf3erdem in Kombination miteinande. Zunéchst findet die
Bestrahlung und im Anschluss daran die Saurebetagdstatt (SLA-Oberflache),

wodurch simultan eine Reinigung der Oberflachetfolg

Ebenso findet eine Kombination von additiven undtsktiven Verfahren bei der

Herstellung von Implantatoberflachen Verwendung.

1.5.1 SlLActive

Bei der Herstellung einer SLActive-Oberflache (Helsdame: SLActive®, Institut
Straumann AG, Basel, Schweiz), also einer chemisatiifizierten, sandgestrahlten und
sauregeatzten Oberflache, werden SLActive-Implantakerst einmal analog zur SLA-
Oberflache sandgestrahlt und sauregedatzt, woduink @entische Makro- und
Mikrostruktur realisiert wird. Im weiteren Schriitird in einem speziellen Produktions-
prozess in Stickstoffatmosphéare die SLActive-Olaetie generiert. Die Implantate
kommen ausschlie3lich mit Stickstoff in Kontakt,dass sich hierbei kein Verunrei-
nigungsfilm ausbilden kann. Die hydrophile Obeffiécbleibt erhalten, und bei der
isolierten Aufbewahrung der Implantate in einer Wwig aus Natriumchlorid geht die

Hydrophilie nicht verloren (Rupp et al., 2006).

Zum besseren Verstandnis des Herstellungsprozisssesufihren, dass Titan eine hohe
Affinitat zu Sauerstoff aufweist und eine wenigenNimeter dicke Oxidschicht (TiO,
TiOy, TiO3) an der Luft ausbildet.

Ti+ O, >TiO>
Ti+ O, —>TiO;

TiO + O, —TiO3
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In wassrigem Milieu liegt die Oberflache dieser @ahicht hydroxyliert vor und reagiert
amphoter, d. h. sowohl als Saure als auch als Baggprechend besitzt die hydroxylierte
Schicht der Titanoberflache hydrophile Eigenscimafiupp et al., 2006).

Sollten allerdings SLA-Oberflachen im Verlauf dewiteren Produktionsprozesses
luftgetrocknet werden, so kann die hydrophile Suhinicht mehr aufrechterhalten
werden. Bei Lagerung an Luft ist eine Verunreinguter Oberflache mit organischen
Molekllen unvermeidbar. Neben der Adsorption vonhléowasserstoffen wurde in
geringem Umfang die Reaktion mit Alkoholen und @adAuren unter Bildung von

Alkoxiden bzw. Carboxylaten nachgewiesen (Sitt@Ra).
Ti-OH + HO-CH »-R — Ti-O-CH 2R + H;0O
Ti-OH + HOOC-R — Ti-OOC-R + H,0

Die Veranderung der chemischen Zusammensetzungtdapxidschicht kann wiederum
zu einer Abnahme der freien Oberflachenenergi€ldatschicht sowie zur Zunahme des
Kontaktwinkels fuhren (Rupp et al., 2004, Rupplet2906, Taborelli et al., 1997). Dies
ist aus folgenden Grinden von Bedeutung fur vashelg Untersuchung: Die
Benetzbarkeit einer Oberflache wird primar durch #@ntaktwinkel bestimmt, in dem
sich ein Flussigkeitstropfen zur Oberflache einésff& befindet. Die Grol3e dieses
Kontaktwinkels zwischen Flissigkeit und Feststofingt in erster Linie von der
Wechselwirkung zwischen den Stoffen an der Berigsflifiche ab. Je geringer diese
Wechselwirkung ausfallt, desto grof3er wird der kgtwinkel. In dem speziellen Fall der
Verwendung von Wasser als Flussigkeit wird die @hene bei geringem Kontaktwinkel
(ca. 0°) als ultra-hydrophil bezeichnet, wahrerel l®i Winkeln um 90° als hydrophob
und bei noch groReren Winkeln als ultra-hydrophebeizhnet wird. In der Studie von
Rupp et al. Aus dem Jahr 2006 resultiert, dassKaetaktwinkel von SLActive 0°
betragt, der von der SLA-Oberflache ist 139,88° uod der polierten Titanoberflache
91,31° (Rupp et al., 2006). In der Abb.1 ist amsBml des liegenden Tropfens der
Kontaktwinkel bei hydrophilen und hydrophoben Fégtleroberflachen dargestellt. Auf
Basis der Bestimmung der Kontaktwinkel konnen dmsehie Eigenschaften der
Oberflache eines Feststoffs identifiziert werdere w B. die freie Oberflachenenergie.
Diese Oberflachenenergie stellt ein Mald fur denampsn Energieinhalt einer
Festkorperoberflache dar, welches als ein Aquivatender Oberflachenspannung bei

Flussigkeiten anzusehen ist (Sittig, 1998). DienReit der Titanoberflache hat also einen
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direkten Einfluss auf die initiale Benetzbarkeiigfe wiederum laut Boyan et.al einen
signifikanten Einfluss auf die Bioadhasion sowiesfébafinitat” der Implantate (Boyan et
al., 2002, Schwarz et al., 2007a).

N

Wasser
Festkdrperoberflache Festkérperoberflache
hydrophob hydrophil

Abbildung 1 : Kontaktwinkel an hydrophilen und hydrophoben Festkdrperoberflachen aus der
Dissertation von Bding, Jurgen: “Maodifizierung von Glas- und Titanoberflachen zur
Verbesserung von Biokompatibilitat (2003)”

1.6  Erkenntnisse aus der Literatur Gber Oberflachen im

Vergleich
Die Ergebnisse von in-vitro- sowie in-vivo-Versuohdiverser Autoren weisen darauf
hin, dass die Beschaffenheit einer Implantatobel#dAspekte des zellularen Verhaltens
sowohl im umliegenden Knochen als auch im Weichdgpewaeeinflusst: beispielsweise
die Migration, Adhasion, Proliferation, Differenmimg, Mineralisation, Morphologie und
die Orientierung von Zellen (Cooper, 1998, Masutale 1998, Mustafa et al., 2001,
Piattelli et al., 1996, Ramires et al., 2003, Saded., 2005, Schneider et al., 2003, Zinger
et al., 2004).

Glatte Oberflachen beginstigen die Adhasion undifération humaner Fibroblasten,
was entscheidend fir das Weichgewebsmanagemenkaem Auf rauer Oberflache
wird hingegen die Knochenanlagerung schneller gghn. Dies konnte am signifikant
héheren Knochen-Implantat-Kontakt gezeigt werdems@ et al., 1991, Cochran et al.,
1996). Die VergrofRerung der Implantatoberflacheklirauhigkeit kann die Protein- und
Zelladhasion verbessern (Kasemo and Gold, 1998)Rauhigkeit beeinflusst zudem die
Synthese von zwei lokalen Faktoren, TGFbl und PGEEche Uber parakrine
Mechanismen auf Osteoklasten wirken (Boyan etl@B9, Boyan et al., 2002, Marco et
al., 2005, Orsini et al., 2000, Schwartz et al.96)9 Und schlie3lich: An rauen

10



Einleitung

Oberflachen haften leichter Thrombozyten (Davi€®3? Park JY, 2000) und Monozyten
beim ersten Blut—Implantat-Kontakt (Soskolne et2002).

Die Erkenntnis, dass Oberflachen das Zellverhaliedern konnen, fihrte zu der
Entwicklung von neuen, sogenannten bioaktiven, fimeliten Oberflachen mit dem Ziel
der Verbesserung und Beschleunigung der Osseatitayr (Albrektsson and
Wennerberg, 2005).

Bei wissenschaftlichen Untersuchungen Uber die faagite SLActive-Oberflache im
Vergleich zur konventionellen SLA-Oberflache kommteauf SLActive-Implantat-
oberflachen eine signifikant héhere Zellhaftung wide hohere Zellproliferationsrate
von MGG63-Osteoblasten im Vergleich zur SLA-Obefficnachgewiesen werden.
Weiterhin war in der SLActive-Gruppe die Syntheesa ®lkalischer Phosphathase (ALP),
Osteocalcin (OC) sowie lokalen WachstumsfaktoreBEP und TGH3 1) signifikant
erhoht (Masaki et al., 2005, Zhao et al., 2005).

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie von Schwet al. konnten die dynamischen
Vorgange der frihen Einheilphasen enossaler SLAd G&hActive-Titanimplantate
beschrieben werden. Anhand der MG-Farbung war aldendass das Blutkoagulum an
hydrophilen SLActive-Implantatoberflachen deutlicktabiler war. Die Implantat-
Knochen-Kontakt (BIC)-Werte, die nach sieben undlagen an SLActive-Implantaten

ermittelt wurden, lagen signifikant héher als beASmplantaten.

Ebenso gibt es offenbar Unterschiede beim jewesls gebildeten Knochen auf den
beiden Implantatoberflachen. Wéhrend nach einanidelen Zeit an SLA-Implantaten
lediglich eine zunehmende Verdichtung in der Géfllecochenbildung zu beobachten
war, zeigten SLActive-Implantate bereits die Anlame lamellarer Knochenstrukturen
(Schwarz et al., 2007a). Schlie3lich weisen die 8lu&-Implantate nach Einheilphasen
von zwei, vier und acht Wochen bedeutsam hoherdr&bsmomente (8 bis 21 %) auf als

die entsprechenden Implantate der SLA-Kontrollgeuffferguson et al., 2006).

11
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1.7  Parathhormon (PTH)

Das Parathormon ist ein Polypeptid, welches in Mebenschilddriisen gebildet wird
und aus einer Sequenz von 84 Aminosauren bestedtpfmare Funktion des Pa-
rathormons ist die Regulation des Calcium-Spiegel8lut. Beim Absinken des Spie-
gels kommt es zu einer erhdhten PTH-Sekretion, ketge wird die Produktion bei

erhohten Calcium-Werten reziprok gedrosselt (Gadgffjer, 2007). Das Parathhormon
wurde erstmals von Collip im Jahre 1925 aus demhEjxorperchen der Nebenschild-
drise extrahiert. Die Aminosauresequenz des hum@éis konnte dann im Jahre
1978 durch Keutmann et al. definiert und hinreichgeklart werden (Keutmann et al.,
1978).

@@@@@@cm@@
®®®®®@@®®®®

50
70 60

80
COOH

Abbildung 2 Humanes Parathormon. Dobnig H. Journal fiir Mineralstoffwechsel 2004.

Das , Teriparatid“-Fragment (34 Aminosauren) hat eine identische Wirkung im
Vergleich zum nativen Parathormon (84 Aminoséauren) (Georg Loffler, 2007)

12
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Die Knochen sind nach der Niere die zweite wichtyekstatte von PTH im Korper.
Dort steigert PTH die Resorption von mineralisierténochenmaterial, sodass etwa 500
mg Kalzium taglich aus dem Knochen ins Blutplasraadferiert werden. Dabei scheint
die Hauptwirkung von PTH Uber Osteoblasten verihittewerden, obwohl Osteoklasten
fur den Abbau von Knochen zustandig sind. In diesémsammenhang wird eine
Aktivierung und Bildung der Osteoklasten (ber diestg@blasten und das
RANKL/RANK/OPG System diskutiert (Kornak and Mund|@003).

Neben dem osteokatabolen Effekt wird dem PTH eirstecanabole Wirkung
zugesprochen. Diese erstmals von Selye beschridivakeng wird ausschliel3lich bei
intermittierender Gabe von PTH beobachtet undnshér noch nicht vollstandig geklart
(Selye, 1932). Durch kurzzeitige PTH-Stimulatiomor@ine Zunahme reifer Osteoblasten
in den Knochenresorptionszonen, vor allem an den§psa des Knochens, ausgelost.
Im Vordergrund steht die cAMP- und PKA-vermittelktivierung der anti-apopto-
tischen Signalwege im Osteoblasten Uber den PTHyRez was zu einer Zunahme der
Osteoblastenzahl fuhrt (Abb. 3). Ferner ziehen &iZH-Pulse eine Enddifferenzierung
mesenchymaler Stammzellen und eine weitere ZunatieneOsteoblasten nach sich
(Ishizuya et al., 1997, Skripitz et al., 2000a,ijgkz et al., 2000b, Uzawa et al., 1995).

PTH
1=34 | pasaL HORMONE-STIMULATED
V ACTIVITY ACTIVITY
TARGET R
CELL e @
MEMBRAMNE

ADENYLATE ADENYLATE
CYCLASE CYCLASE

ATP cAMP

GTP

N=NUCLEQTIDE REGULATORY PROTEIN
GTP = GUANYL NUCLEOTIDES

Abbildung 3:  Die Wirkung des PTH Uber die cAMP- und PKA-vermittelte Aktivierung des
PTH-Rezeptors aus ,Charles C. Capen, Calcium-regulating hormones, a meta-
bolic bone disease."
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Das biologisch aktive PTH bindet an den PTH-Rezeptor an der Oberflache der
Zelle. Der Rezeptor ist an die in der Zellmembran befindliche Adenylatcyelase
gebunden. Die Funktion dieses Enzyms wird physiologisch im Rahmen der
Signaltransduktion durch G-Proteine reguliert. Die Adenylylcyclase katalysiert
die Bildung von cAMP aus ATP unter Abspaltung von Pyrophosphat. cAMP hat
die Funktion eines Second Messengers. Das Enzym ist also ein Bestandteil der
Signalkaskade zur Weiterleitung von Signalen innerhalb von Zellen.

Nach einem weiteren Ansatz geht die Wirkung des RUHdie veranderte Expression
von Genen zurick. Immediate Early Genes sowie léutkin (IL)-6-mRNA werden
bereits nach einer einmaligen Gabe von |8FPTH/kgKG vermehrt exprimiert. Sie
konnen fur die Steigerung der Zelldifferenzierumgl ulie Abnahme der Zellproliferation
verantwortlich sein (Onyia et al., 2005). Wachstiaki®ren wie der Transforming
Growth Factor (TGF), Insulin-like Growth Factor IGF-1 und die IGF-bindenden
Proteine (IGF-BP) 3, 4 und 5 spielen eine wichtjy@le im Knochenstoffwechsel und
werden unter PTH-Stimulation vermehrt gebildet @iarE., 1989).

Eine Reihe von Studien zur Wirkungsweise von PTH Zosammenhang mit der
Proliferation und Differenzierung von Osteoblastemmen jedoch zu widersprichlichen
Ergebnissen. Beispielsweise stimuliert PTH die ifenaition von primaren menschlichen
Osteoblasten (MacDonald et al., 1986) sowie jemeRmamarosteoblasten aus dem Huhn
(chick calvariae) (Scutt et al., 1994), inhibieedpch zugleich die Proliferation der
Osteoblasten aus einer Rattenzelllinie (UMR-10@&ndet al., 1993).

1.8 Biochemische Marker der Knochenformation

1.8.1 Alkalische Phosphatase (ALP)

Bei der alkalischen Phophatase handelt es sich mmmembranstandiges Enzym
(Ektoenzym), welches sich in der Form von diverseenzymen in vielen Organen und
Geweben des menschlichen Korpers (Leber, Niererm[PRalazenta) befindet; zudem ist
es im Knochengewebe nachweisbar (Thiede et al8)198

Die Osteoblasten selbst bilden drei Isoformen amsbei durchaus ein spezielles
Verteilungsmuster innerhalb der einzelnen Knochergartimente vorliegen kann. Die
alkalische Phosphatase bewirkt die lokale Freisgfazles anorganischen Phosphats und
fungiert als ein Calcium bindendes Protein odethaba2+-ATPase (Magnusson et al.,
1999). Eine erhdhte Serumaktivitat der knochenfipeen ALP ist in den Fallen zu

beobachten, in denen das normale Niveau des oagtatdn Umsatzes Uberschritten

14
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wird. Explizit erfolgt es bei einem verstarkten Asder Umbau von Knochen wahrend
des Wachstums oder bei der Frakturheilung. Es kater auch bei der

Knochenneubildung, von Knochenmetastasen oder Kmachenstoffwechselerkrankung
vorkommen (Georg Loffler, 2007, Thiede et al., 1988

1.8.2 Fibronectin (FN)

Fibronectin ist eines der am meisten und besteorsetiten Glykoproteine der

extrazellularen Matrix. Es existieren zwei Formees dFibronectins, welches sich
einerseits im Blutplasma (pFN) und andererseitSeweben (cFN) findet. Fibronectin ist
fur die Zelladhasion sowie die sich daran anschehel® Zelldifferenzierung von zentraler
Bedeutung. Hinsichtlich der Zelladhdsion bildet FBine Schicht zwischen

Kollagenfasern und fungiert somit als Verbindungsziven diesen. Fibronectin bindet an
Kollagene des Typs I, II, Ill, IV und V (MacDonadd al., 1986, Weiss and Reddi, 1981).

Ebenso ist FN relevant fur die Differenzierung, liRecation und Mineralisierung der
Osteoblasten. In einer Studie von Moursi et al. dsumn bereits ausdifferenzierten
Osteoblasten das Fibronectin mittels Antikdrpeetminden. Das Resultat war, dass die
Osteoblasten nicht mehr zur Mineralisation und Kmnbildung imstande waren (Moursi
et al., 1996); die Aufrechterhaltung der extrazaétlen Matrix setzt demnach eine stetige

Expression von Fibronectin voraus.

Eine Diskussion findet dartiber hinaus statt zug&mer moglichen Wirkung des FN auf
die Chemotaxis der Monozyten und die Sezernier@ang/achstumsfaktoren wie TGF-
a- und TGFB (Groves, 2005).

1.8.3 Typ-I-Kollagen (KOL 1)

Aktuell sind 19 verschiedene Typen von Kollagen dvek, die von mehr als 30
unterschiedlichen Genen kodiert werden (Prockopkawidikko, 1995). Typ-I-Kollagen,
der bekannteste Vertreter, gehdrt zu der Gruppdilidiaren Peptide und findet sich

hauptsachlich in Knochen, Haut und Bindegewebe.

Der Beginn der Kollagensynthese in Osteoblasteltt stas essentielle Translations-
produkt — diea-Ketten, welche im endoplasmatischen Retikulum Hiekollagen-
molekuile a-Tripelhelix ausbilden. Diea-Tripelhelix ist eine dreifach umeinander
gewickelte fadenférmige-Proteinkette. Extrazellular werden nicht-helik@lesowie N-

terminale Peptidreste der Prokollagenmolekiile giajes). Aus den meistemTripel-
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helix resultieren Tropokollagenmolekiile. Diese setzich in der Folge zu Fibrillen
zusammen; durch eine Quervernetzung mit Lysindatéen entsteht eine stabile
Struktur. Zusatzlich werden sie Uber die Aggregatiat Grundsubstanz (beispielsweise
Proteoglykane) stabilisiert. In den Kollagenfaseotiziehen sich kontinuierlich Prozesse
des Umbaus. Bei diesen Umbauvorgangen wirken sistéibdig wandelnde mechanische
Beanspruchungen als Reize ganz wesentlich aus gBsteral., 1995, Prockop and
Kivirikko, 1995).

1.8.4 Osteocalcin (OC)

Osteocalcin ist ein vergleichsweise ,kleines” Prote19 Aminoséauren). Es wird im
Knochen von den Osteoblasten gebildet. Osteochildat einen Teil der extrazellularen
nichtkollagenen Knochenmatrix (ein bis zwei Prozéiteil). Osteocalcin enthalt
Glutamylreste, welche mithilfe des Kofaktors VitamK und des Enzymsy -
Glutamylcarboxylase-carboxyliert werden mussen, bevor Osteocalcin modken aktiv
Calcium binden kann. Aufgrund seiner zentralen é&Rbki der Hydroxylapatit-Bildung
wird Osteocalcin als wichtiger Marker fur die Knecmineralisierung angesehen
(Hauschka and Wians, 1989, Neugebauer et al., 1995)

1.8.5 Osteonectin (ON)

Osteonectin ist ein nichtkollagenes Glukoprotess din Molekulargewicht von 32 kDa
aufweist. Es wird auch als SPARKSe¢reted plasma acidic and rich in cystein)

bezeichnet. Das Osteonectin spielt im Rahmen ddrduprozesse und der Entwicklung
von Geweben und im Falle der Wundheilung eine wgehRolle. Es interagiert sowohl
mit extrazellularen Matrixproteinen als auch mitllg® aul3erdem hat es eine

regulierende Wirkung beziiglich der Zell-Matrix-Irdgktion (Brekken and Sage, 2001).

Durch posttranslationale Glykosylierung entsteheweabespezifisch zwei Isoformen:
eine sekretierte Form und eine Knochenform. Ersten¢hdlt eine Karbohydrat-
Komponente des komplexen Typs mit Sialinsdure uolase-Resten, wahrend die
Knochenform mit einem manosereichen Karbohydrat-igptiickt ist (Lane and Sage,
1994).

Osteonectin hat einen Effekt auf die Hydroxihepahitagerung sowie die Ossifikation
des Knochengewebes. Dariiber hinaus bindet es amreandomponenten der

extrazellularen Knochenmatrix, wie z. B. an die |[Kkgéne vom Typ I, I, IV, V und
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VIII, Trombospondin und Vitronectin (Lane and Sa®894). Ferner wird die Funktion
von Osteonectin bei akut entziindlichen Prozessen,dbr Tumorentwicklung und
Angioneogenese diskutiert, wobei angenommen wirdssd Osteonectin bei der

Aktivierung von Neutrophilen eine Rolle spielt (Savet al., 2000).

1.8.6 Osteopontin (OP)

Osteopontin, oder Bone-Sialoprotein |, wird von gdslasten gebildet und ist an der
Erhaltung der Knochensubstanz beteiligt. Ein fiorkdies Charakteristikum ist die
Fahigkeit, an Integrine zu binden. Diese Eigendchkafd durch die RGD-Sequenz

vermittelt. Die RGD-Sequenz kommt besonders indfmen der extrazellularen Matrix

vor, z.B. in Fibronektin und Vitronektin. Zellendknen mithilfe von bestimmten

Zelloberflachen-Rezeptoren, den Integrinen, anR{ED-Sequenz binden (Bellahcene et
al., 2008, Chevallier et al., 2009, Gorski et H97).

Die RGD-vermittelte Zelladhasion dient der mecheames Verankerung von Zellen.
Daher ist Osteopontin in der Lage, auf einer adlsfigchen Oberflache zu binden und so

die Knochenbildung an Implantaten zu fordern (Dsvi®©96).

1.8.7 Runt-related transcription factor-2 (RUNX 2)

Der runt-related transcription factor-2 ist im Sagretzwerk der Differenzierung von
Chondrozyten und Osteoblasten ein zentrales Elerdant ersten Mal wurde er 1997 in
den Arbeiten von Ducy et al. sowie Komori et alertfatisiert und definiert. Die
Expression von Runx2 findet in den mesenchymalendnsationen und spéater in
hypertrophen Chondrozyten, Praosteoblasten, Ost&ebl und Osteozyten statt. Die
Aktivitat von Runx2 wird Uber den cAMP/PKA-Signalgeurch PTH/PTH R sowie
durch Bone morphogenetic proteins (BMPs) und deR3-Bezeptor/SMAD-Signalweg
verstarkt (Ducy et al., 1996, Ducy et al., 1997ni€oi et al., 1997, Komori, 2005, Tintut
et al.,, 1999, Xiao et al.,, 1998). Es konnte nachgssn werden, dass eine Reihe von
Faktoren: Co-Repressoren, Co-Aktivatoren ihre Wikuin Hinsicht auf die
Genexpression von Runx2 ausiben (Schroder et(fl5)2Diesbezlglich ist ddsone
morphogenetic protein2 (BMP2) als ein Faktor herauszustellen, welchere ein
Stimulierung der Genexpression von Runx2 initi{&ori et al., 1999).

Mit in-vivo-Versuchen an Mausen konnte belegt ward#ass Runx2 in Bezug auf die

Knochenentwicklung ein positiver Regulator von Geneie Osteocalcin, Matrix
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Metalloproteinase 13 (MMP13), Osteopontin, Kollageimd X ist. Es ist zugleich ein
wichtiger Regulator von Indian Hedgehog (lhh), ain&chlisselgen der Knorpel-
entwicklung (Ducy et al., 1997).

1.8.8 Zement Protein 1 (Cempl)

Der Forschung gelang es erst kurzlich, einen weitdvlarker, das Zement Protein 1
(CEMP1-CP-23), zu isolieren, der in menschlichenm@atoblastoma-Zellenprotein in
einem erhohten Mal3e exprimiert wird. Des Weitersh die Expression in den
Progenitorzellen innerhalb der paravaskularen Zmieeauch in den Zellen in endostalen
Raumen des Knochengewebes gezeigt worden (Arzaile €002). Mit entsprechenden
in-vitro-Experimenten konnte der Beleg dafur erbtawerden, dass CEMP1 bei der
Zelldifferenzierung und zudem bezuglich der Adhédsion Relevanz ist. Aul3erdem wird
dem CEMP 1 die Regulierung der Ablagerung und Zwusansetzung sowie der
Morphologie der Hydroxylapatit-Kristalle zugesclhoes.

Carmona-Rodriguez et al. konnten in Untersuchurzgégen, dass sich Humane Gingiva
Fibroblasten (HGF) ohne eine CEMP1-Expression ellisnikeine OC, BSP, ALP und
GAP exprimieren (Carmona-Rodriguez et al., 2008.dieses Protein erst vor kurzem
beschrieben worden ist, liegt bisher nur wenigrhiig zu diesem Thema vor.

1.8.9 Parathormon-Rezeptor Typ 1 (PTHR1)

Der PTHR1 ist eiitmembranstandiger Rezeptor des Typs 1, der eiremeader apikalen,
andererseits in der basolateralen Zellmembran wodraist. An das G-Protein gekoppelt
weist er insgesamt sieben verschiedene TransmerbDloadnen auf und bindet,
abgesehen von PTH, auch das sogengrarhormony elatedpeptide (PTHrP) an sich
(Abou-Samra et al., 1992, Mannstadt et al., 1999).

Neben dem PTHR1 existiert noch ein zweiter Subtyieses Rezeptors, welcher als
PTHR2 bezeichnet wird. Dieser weist die Besondeindi, dass er lediglich von PTH,
nicht jedoch von PTHrP aktiviert wird. Seine exakielogische Bedeutung ist bisher
allerdings noch nicht umfassend identifiziert wardelsdin et al., 1995). Ungeachtet der
vorhandenen Abweichungen sind beide Rezeptoreshglenalien fur die Aktivierung
zahlreicher intrazellularer Signalkaskaden zusgindi erwahnen sind hier im Einzelnen
(Short and Taylor, 2000):
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» die Modulation Uber die Adenylatzyklase verbundeneimer Erh6hung des
intrazellularen zyklischen Adenosinmonophosphaddvie),

» der Phospholipase-C-Weg in Zusammenhang mit dduBg von
Diacylglycerol (DAG),

* das Inositol-3-Phosphat (IP3) in Verbindung miteemAnstieg des

intrazellularen Ca.

1.8.10 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GA  PDH)
Standardgen

Das sog. housekeeping-Gen GAPDH initiiert und katatt die Umwandlung von
Glyceraldehyd-3-phosphat in 1,3-Bisphosphoglyceiies ist ein unvermeidlicher
Teilprozess der Glykolyse, weswegen das GAPDH-Gersamtlichen Zellen eines

Korpers exprimiert wird (Tricarico et al., 2002).

Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) witdals Referenzgen bei der
Genexpressionsuntersuchung hinzugezogen. In défitéaatur ist nur eine geringflgige
Beeinflussung der GAPDH-Expression in spezielldluZgen Systemen beschrieben. Da
samtliche Genexpressionen von Markern zum GAPDHtivedrt werden, muss das
potenzielle Risiko der unvorhergesehenen Beeinfhgslaher stets mit bedacht werden
(Tricarico et al., 2002). Im Vergleich zu anderesusekeeping-Genen erwies sich die
GAPDH-Expression stets, auch unter sehr unterdathieth Voraussetzungen und einer

Vielzahl von Bedingungen, als tiberaus stabil (Weteal., 1999).
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Wie Dbereits in der Einleitung beschrieben wurdenrite in zahlreichen Studien an
Menschen und Tieren ein in der Regel positiverl&asfdes Parathormons (PTH) auf den
Knochen nachgeweisen werden. In-vivo-Studien, dad snit Implantatoberflachen
beschéftigt haben, konnten neue Erkenntnisse Uber zéntrale Rolle der
Oberflachentopografie bei der Osseointegration saimnVergleicht man allerdings In-
vitro-Studien, die die Wirkung des PTH oder ein@stimmten Oberfliche auf die
Knochenzellen untersucht haben, zeigt sich, das&diebnisse haufig widersprichlich
sind. Zudem beziehen solche Untersuchungen nugeeiP@rameter in das Studiendesign
ein und zeigen insofern nur ein unvollstandiges! Bih Lebenszyklus einer bestimmten
Zellart. Ein Zusammenhang zwischen der Oberflacloephologie und Stimulation mit
PTH ist in der Literatur nicht beschrieben; dalimkten prazisere Kenntnisse tber PTH-
induzierte Vorgange auf Titanoberflachen zu weitdterungenschaften in der Implantat-

forschung beitragen.

Vor dem Hintergrund dieser Problematik sollen fie dier vorliegende Arbeit die
Variablen Oberflache und PTH-Stimulation zum erdtéad in einem Zellkulturmodell

zusammengefuhrt werden. Die vorliegende In-vitnod® an humanen Primar-
osteoblasten soll Aufschluss dartber geben, wisedie ihrer mRNA-Expression und
Zellproliferation in den wichtigen Zellzyklusphaseffdhasion, Proliferation und
Mineralisation) durch das PTH in drei unterschigduin Stimulationsmodi beeinflusst
werden. Ein weiteres Ziel besteht darin, herausdefi, wie Osteoblasten von

verschiedenen Oberflachen beeinflusst werden.

Untersuchungen des mMRNA-Expressionsmusters humd@néarosteoblasten im

Hinblick auf deren Beeinflussung durch die FaktdrarH-Stimulation und Oberflachen

sollen mithilfe der Real-Time-PCR-Technologie trefgehende Einblicke in die

Regulationsmechanismen der Osteoblasten gebenirEslev Frage nachgegangen, wie
sich die Expression osteoblastenspezifischer Geter dem Einfluss der untersuchten
Faktoren verandert. Welche Gene werden stimulatzche gehemmt?

Zugleich wird in dieser Arbeit untersucht, welcliegpressionsmuster die unbeeinflussten
Primarosteoblasten aus den Gruppen PTH 0 und Phstkioffoberflache) im Laufe des

In-vitro-Versuchs zeigen. Der Vergleich nicht bdleisster und beeinflusster Primér-
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osteoblasten soll die Wirkungsweise von PTH undRtie der Oberflachentopographie
bei der Osteoblastenmetabolismus in vitro abbilden.
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3. Material und Methode

3.1  Kultivierung humaner Osteoblasten

Zum Zwecke der Gewinnung einer Primarkultur voneObtasten wurde einer Patientin
mit deren Wissen und Zustimmung im Zuge einer ImalaOperation Knochen aus der
Unterkiefer-Front entnommen. Die Knochenentnahnsehgh in Einvernehmen mit der

Ethikkommission der Charité Universitat Berlin.

Unmittelbar nach der Enthahme wurde der Knocherime HBSS-LOsung (Hanks’
Balanced Salt Solution), angereichert mit 200ml Streptomycin, 200 U/ml Penicillin
und 5ug/ml Amphotericin B (Seromed Biochrom KG, Berliifperfiihrt. Im weiteren
Verlauf wurde der Knochen unter einer Sterilwerkbaf Sekunden lang mit Phosphate
Buffered Saline (PBS, 0,1M, pH 7,2, Firma SeromedcBrom, Berlin, Deutschland)
gespult. AnschlieRend wurde die Probe mit dem $Kalp ca. 1 mm grof3e Stiicke
zerteilt; diese Sticke wurden in eine 25 cm3-Kdilaische (Nunc GmbH, Deutschland)
mit Kulturmedium gelegt. Das Kulturmedium bestang ®ulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Seromed Biochrom, Berlin, Deutschigndelches mit 10 % fotalem
Kalber-Serum (FCS Seromed Biochrom, Berlin, Dedgsd), 5ug/ml Penicillin,
5ug/ml Amphotericin B sowie fg/ml nichtessentiellen Aminosauren fir den

Proteinstoffwechsel der Zellen angereichert war.

Die Inkubation der Osteoblasten-Primarkultur wusieben Tage lang bei 37 °C im
Brutschrank bei 5% CfQund 95 % wasserdampfgesattigter Luft durchgefimi. das

Anwachsen der Osteobalsten nicht zu storen, wusd&ulturflasche tUberaus vorsichtig
und behutsam behandelt. Bereits nach sieben Tagertidn wir in dem Bereich um die
Knochenbiopsien einzelne Osteoblasten erkennen, saik schlielich zu einem
konfluenten Zellrasen entwickelten und den Boderkdeturflasche komplett bedeckten.
Im Intervall von zwei bis drei Tagen wurde ein Waehdes Mediums vollzogen, wobei
bei jedem Mediumwechsel 1 ml mehr hinzugegeben evuBdmit befanden sich vor der

ersten Trypsinierung 5 ml Medium in der Kulturflaec

Sobald die Zelllinie das Stadium der Konfluenz ienthatte, wurde eine Passagierung
vorgenommen. Hierzu wurde das Medium zunéachst abgésind verworfen. Die Zellen
wurden anschliel3end 20 Sekunden lang mit PBS dedgiih wurden 5 ml Trypsin

(Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland) in das Lander Kulturflaschen auf den
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Zellrasen pipettiert. Die Flaschen wurden jeweils fiinf Minuten bei 37 °C und 5 %
CQO, inkubiert. In dieser Zeit sollten sich die Zellans dem Zellverband herausldsen.
Unter dem Lichtmikroskop wurde danach kontrolliemwieweit sich die Zellen
abgekugelt und tatsachlich vom Flaschenboden gdiaden. Im Anschluss daran
versahen wir die Zellsuspension mit dem Kulturmedi{d5 ml), um die Wirkung des
Trypsins zu antagonisieren. Bei 800 U/min wurdeseli&ellsuspension 20 Minuten
zentrifugiert. Der aufgetretene Uberstand wurdehndem Zentrifugieren verworfen.
Nunmehr wurden 12 ml Medium in eine 75 cms3-Kulastthe (Nunc GmbH,
Deutschland) gefillt, dabei sollten samtliche Inmé&nde der Kulturflasche benetzt
werden. AnschlieBend wurde das entstandene Zelipall3 ml Medium resuspendiert
und in die groRe Kulturflasche pipettiert. Eine Weiersorgung der Zelllinie in der
ersten Passage wurde mit einem wochentlichen WedaseMedium gewahrleistet. Zu
dem Zeitpunkt, als in der Zelllinie eine Konfluebegobachtbar war, wiederholten wir die
Passagierung. Fur unseren Versuch haben wir Oattebl aus der 4., 5. und der 6.
Passage verwendet, welche unter dem Mikroskop rotwgisch alle Anzeichen einer

Osteoblasten-Kultur aufwiesen.

3.2  Prufkorper und Zellaussaat

Es wurden drei unterschiedliche Arten von Titansligkit jeweils verschiedenen
Titanoberflachen verwendet. Zudem galt die Kunfitsdterflache der Kulturplatten als
weitere, vierte untersuchte Oberflache. Die Titaksliwiesen einen Durchmesser von
1,5cm und 0,5 cm auf und passen in die handetidnli 24-Well- und 96-Well-
Zellkulturplatten. Die Titanplattchen mit 1,5 cm Mbmesser wurden fur die
Genexpressionsbestimmung der Osteoblasten verwekuldtre Plattchen, welche einen

Durchmesser von 0,5 cm besal3en, wurden fur didé?ationsbestimmung verwendet.
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Untersuchte Oberflachen:

Bezeichnung Abkurzung

Kunststoffoberflache (PL)

Maschinenhergestellte Ti-Oberflache (Straumann, Schweiz), Ra ~ 0.12 ym (PT) (MA)

SLA Titanium, Ra ~ 3.12 ym (SLA)
Sandgestrahlte und sduregeatzte Titanoberflache (Straumann, Schweiz)

SLActive Titanium, Ra ~ 3.12 ym (SLActive)

Chemisch modifizierte, sandgestrahlte, sauregeétzte Titanoberflache, unter (mod SLA)
N, gespult und in isotoner NaCl-Ldsung gelagert. (Straumann, Schweiz)

Tabelle 2: Untersuchte Oberflachen

Vorbereitung der Zellkulturplatten und Zellaussaat

Vorbereitend wurden zunachst einmal die sterilen @dd 96-Well-Zellkulturplatten
(Nunc GmbH) unter der Sterilarbeitsbank ausgepa&hkschlieRend wurden in jedes
untersuchte Well 0,5 ml (fur 24-Well) bwz. 10§ (fir 96-Well) Kulturmedium gegeben.
In einem nachsten Arbeitsschritt wurden zum Zwedke Dreifachbestimmung jeweils
drei Titanplattchen von jeder Sorte unter Verwemgduan sterilen Pinzetten aus ihren
Behaltern entnommen und in die bereits gefluteterildAgelegt. Die Anordnung der
Titandisks in den Kulturplatten ist in Abb. (4) uA@b. (5) illustriert.

Plastic MA SLA modSLA
A A A A

r \Y4 AY4 \Y4 A
8 9 10 11 12

Without PTH {

6hPTH{

48h PTH{

Abbildung 4:  Anordnung der Priifkorper in der 96-Well-Platten
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i

Abbildung 5:  Anordnung der Priifkorper in 24-Well-Platten

Fur die nachfolgenden Versuchsansatze wurden Zpkssionen von 40.000 Osteo-
balsten pro ml hergestellt. Die ZellzahlbestimmumgHamatozytometer wurde gemaf
Neubauer (Brand GmbH, Wertheim) durchgefuhrt, waheei Personen voneinander
unabhangig die 16 Quadranten der Neubauer-Kamnparateausgezahlt haben. Auf
Basis dieser Ergebnisse wurde der Mittelwert delledanzahl pro ml definiert.
Anschlieend wurde die Zellsuspension in die Zdllkplatten hineinpipettiert.
Ausgehend von der Oberfliche eines Wells und Tiétichens wurde genau
ausgerechnet, wieviel von der Zellsuspension bgh@turde, um folglich ca. 10.000
Zellen auf cm? der untersuchten Oberflachen zu.ddemsicherzustellen, dass in jedes
Well die gleiche Anzahl von Zellen gelangt, wurde dellsuspension wahrend dieses
Prozesses kontinuierlich durchgemischt. Lediglieh der Adhasionsuntersuchung wich

die anfangliche Zellanzahl ab: Sie belief sich2uD00 Zellen pro cmz2.

3.3 Stimulation der Osteoblasten mit PTH 1-34

Die Stimulation der Osteoblasten wurde unter Veduerg des synthetisch hergestellten
humanen PTH C181H290N55051S2 (Firma Bachem, WeilRdmain, Deutschland)
durchgefuhrt. Das wirksame PTH enthielt in dieseatt 84 Aminosauren und hatte ein
Molekulargewicht von 4117,8 Dalton. Das PTH 1-34rateuin sterilen Tubes als reines
Protein (1 mg/ml) voll lyophilisiert und ohne jegtie Zusatzstoffe geliefert. Die

Zusammensetzung der Aminosauren sah aus wie folgt:

Ala-Val-Ser-Glu-lle-ILN-Phdnomen Met-Sein-ASN-Leuyd.ys-His-Leu-Ser-Ser-Met-
Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Leu-ILN-Asp-VaSein-ASN-Phe
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Gemal der Empfehlung des Herstellers wurde das RB# im Kulturmedium geldst
und aufbewahrt. Die Konzentration von 10-11 Mol/oder 50 ng/ml wird in den
Artikeln von Ishizuya et al. als Konzentrationswamyegeben. Explizit hat sich Toshinori
Ishizuya (Ishizuya et al., 1997) mit diesem Themeschaftigt; nicht nur die
Konzentrationswerte, sondern auch die Stimulatiedstyungen der fur vorliegende
Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen folgen seiersuchsanordnungen. Das PTH-
Medium wurde jede Woche neu vorbereitet. Des Waitevurden dem Medium ab dem
sechsten Tag fur die Zelldifferenzierung Ascorbimed und B-Glycerophosphat

beigemengt.

24 Stunden, nachdem die Osteoblasten ausgesatnvaaten, wurden die Zellkultur-

platten in Gruppen klassifiziert. Eine Gruppe begdtstets aus zwei Zellkulturplatten, um
eine Doppelbestimmung zu ermdglichen. Es wurden $limulationsarten gewahlt. In

einem festgesetzten Zirkelzeitraum von 48 Stunderden die Zellen kontinuierlich (48

Std), intermittierend (6 Std) und Uberhaupt nichitPTH stimuliert (O Std) (Abb. 6).
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Abbildung 6: Stimulationsmodi

Hauptversuch

048 Std. 0,48 Std. 048 Std.

6 5id.

Stimulation keine

48 Std.

Stimulation Stimulation

4z 5td.
Pause

24 std. 24 Std. 24 Std.
PTH 48 FTHG PTHO
Adhasionsurtersuchung
07 24 5td. 07 24 5td. 0/ 24 Std. 0/24 Std.
Zellaussaat Zellaussaat Tellaussaat Fellaussaat

6 3td. 24 Std. keine keine

Stimulation stimulation Stimulation Stimulation

Gruppe 1 -1PTHE Std.  GruppeZ - IPTHZ45td. Gruppe 3 - OPTHESW.  Gruppe 4 - 0 PTH 24 Sud.

Da sich die Adhasion der Osteoblasten bereits $tuméch der Zellaussaat vollzieht,
unterschied sich der Versuchsaufbau sowohl hidgibider Zellanzahl pro cmz? als auch
der Stimulationszeit (Abb. 6, 2 Zeile). Wie die zinen Gruppen genau gebildet waren,

wird nachstehend beschrieben.
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3.4  Aufbau der Gruppen fur die Genexpressions-,
Adhasions- und Proliferationsuntersuchungen

3.4.1 Aufbau der Gruppen — Untersuchung der Adhasio n

Die Untersuchung der Zelladhasion bestand aus eRretiferations- und einer
Genexpressionsuntersuchung auf vier verschiedenéerflechen in den ersten
24 Stunden nach der Zellaussaat (Abb.6, 2 Zeilal der Genexpression wurden
Adhasionsmarker die Kollagen 1, Fibronectin und é0eectin Uberprift. Die genaue
Methode der RT-PCR wird im Kapitel 3.7 beschriebéieiterhin wurde die

Proliferationsrate wie unter 3.6 untersucht. Defbau der Gruppen sah wie folgt aus:

Gruppe 1 -1 PTH 6 Std.

Die Osteoblasten wurden mit PTH 1-34 stimuliertimaechs Stunden wurden die Zellen
lysiert und in Hinblick auf eine Expression von kaglen I, Fibronectin und Osteonectin
untersucht. Andere Osteoblasten wurden nach setlsdeh Stimulation auf die
Proliferationsrate hin analysiert.

Gruppe 2 — 1 PTH 24 Std.

Die Osteoblasten wurden mit PTH 1-34 stimuliertcbN@4 Stunden wurden die Zellen
ebenfalls in Hinsicht auf das Expressions- undiferationsverhalten betrachtet.

Gruppe 3 -0 PTH 6 Std.

Die Osteoblasten wurden nicht mit PTH 1-34 stimlieach sechs Stunden wurden die
Expression des Ahhasionsmarkers und die Prolitematte gepruft.

Gruppe 4 — 0 PTH 24 Std.

Die Osteoblasten wurden nicht mit PTH 1-34 stimtlilach 24 Stunden erfolgte die

Genexpressions- und Proliferationsuntersuchung.

3.4.2 Aufbau der Gruppen — Untersuchung der Prolife  ration

Gruppe 1 — PTH 48 Stunden:

Die Osteoblasten wurden durchgehend mit PTH-1-3dive stimuliert, nach
48 Stunden erfolgte der Wechsel des Mediums mit -B134-Zusatz, siehe Kap. 3.3.
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Jeweils am 6., 10., 14., 18. und 22. Tag wurderZdlken auf ihr Proliferationsverhalten
mittels des grun fluoreszierenden Farbstoffes CyQUANF (Molecular Probes, USA)
untersucht. Nach dem sechsten Tag wurden VitamimdB-Glycerophosphat fir die
Zelldifferenzierung zugegeben. Die Methode der ifemaitionsbestimmung wird im

Kapitel 3.6 ausfuhrlich dargestellt.

Gruppe 2 — PTH 6 Stunden:

Die Osteoblasten wurden intermittiert und sechsnéta der PTH-1-34-Stimulation
ausgesetzt, anschlielend wurde der Wechsel desuiMedhne PTH 1-34 vollzogen.
Nach weiteren 48 Stunden erfolgte eine erneute B34 Stimulation, siehe Kap. 3.3.
Sowohl am 6., 10., 14., 18. als auch am 22. Taglevudie Zellen analog zur ersten
Gruppe untersucht. Auch hier wurden dem Medium ramin sechsten Tag Vitamin C

undp-Glycerophosphat beigefiigt.

Gruppe 3 - PTH 0 Stunden:

Die Osteoblasten wurden in dieser Gruppe nichtRfid 1-34 stimuliert siehe Kap. 3.3.
Nach 48 Stunden wurde das Medium gewechselt. Ad06.14., 18. und 22. Tag wurden
die Zellen analog zu den anderen Gruppen untersAbhiden sechsten Tag wurden hier

ebenfalls Vitamin C un@l-Glycerophosphat fur die Zelldifferenzierung zudegye

3.4.3 Aufbau der Gruppen — Untersuchung der Genexpr  ession

Gruppe 1 — PTH 48 Stunden:

Die Osteoblasten wurden durchgehend mit PTH-1-3diye stimuliert (Kap. 3.3), nach
48 Stunden erfolgte der Wechsel des Mediums mit-BT34-Zusatz. Jeweils am 6., 10.,
14., 18. und 22. Tag wurden die Zellen lysiert umdHinsicht auf ihr Genexpressions-
verhalten wie im Kap. 3.7 untersucht. Nach dem stechTag wurden Vitamin C urfd

Glycerophosphat fir die Zelldifferenzierung zugeszeb

Gruppe 2 — PTH 6 Stunden:

Die Osteoblasten wurden in einem 48-Stunden-Zykleishs Stunden mit PTH 1-34
stimuliert. Nach 48 Stunden erfolgte eine ernedidel-R-34 Stimulation. Am 6., 10., 14.,

18. als auch am 22. Tag wurden die Zellen lysiad bezlglich des Genexpressions-
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verhaltens untersucht. Nach dem sechsten Tag Witaein C undp-Glycerophosphat
hinzugegeben.

Gruppe 3 — PTH 0 Stunden:

Die Osteoblasten wurden in dieser Gruppe nicht RiltH 1-34 stimuliert. Nach
48 Stunden erfolgte der Mediumwechsel. Am 6., 1@., 18. und 22. Tag wurden die
Zellen analog zu den anderen Gruppen lysiert ufidiasi Genexpressionsverhalten hin
untersucht. Ab dem sechsten Tag wurden ebenfatimi C undB-Glycerophosphat

zugegeben.

3.5 Untersuchung der Vitalitat, Morphologie und
Zellausbreitung von Osteoblasten

Verwendungszweck

Da im vorliegenden Fall die Zellen auf Titandiskgy@ziichtet waren, mussten Vitalitét,
Morphologie und Zellausbreitung anhand der Fluaes#rbung mit Fluoreszein-
diacetat/Ethidiumbromid bewertet werden.

Fluoreszeindiacetat kann sich in die Zellmembrdalet Zellen einlagern, ohne sie zu
zerstoren. Es wird durch Enzyme des intakten Zgphs zu Fluoreszein hydrolysiert,
vitale Zellen fluoreszieren daher griin. Abgestoeb£rllen hingegen fluoreszieren nicht

grun; sie sind vielmehr daran zu erkennen, dasskrne eine rote Fluoreszenz zeigen.

Materialien und Geréate

* Pipetten

» sterile Pipettenspitzen

* Fluoreszenzmikroskop (Olympus)

* Ethidiumbromid (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

* Fluoresceindiacetat (FDA) (Sigma-Aldrich Chemie GinBteinheim,
Deutschland)

* 0,9 % NaCl
e Zellen
Verfahren
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Fur die Herstellung der Fluoreszenzldsung wurderdaost 25l Fluoresceindiacetat und
25 pl Ethidiumbromidstammlésung miteinander vermengd um 950 ul 0,9 % NaCl
verdunnt. AnschlieBend wurdenubder angesetzten Losung auf die Titaniumplattchen

gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und mikroséousgewertet.

3.6  Untersuchung der Proliferation der Osteoblasten

Verwendungszweck

Die Zellanzahl auf den Prufkérpern wurde mittels delin fluoreszierenden Farbstoffes
CyQUANT NF (Molecular Probes, USA) quantifiziertaDediglich die Zellanzahl auf
den Titaniumplattchen beurteilt werden sollte, veurdlie Plattchen in neuen 96-Well-
Platten platziert.

Der CyQUANT® NF-Assay beruht auf der Messung der zellularen DN@élche anhand
des Fluoreszenzfarbstoffes quantifiziert werdemk#&ra die zellulare DNA in der Zelle
unverandert bleibt, kann auf Basis dieses Testd/erhaltnis beziiglich der Zellanzahl

erstellt werden.

Bei der Zelllyse interagiert der CyQUARTGR-Farbstoff mit der Kern-DNA, und nach
einer Inkubationszeit von 30 bis 60 Minuten kanrhlis8lich die Messung der

Fluoreszenz mittels eines Mikrotiterplatten-Leségedurchgefuhrt werden. Der Assay
wurde mit der Absicht entwickelt, eine lineare gtiathe Reaktion von mindestens 100

bis 20.000 Zellen pro Well einer zumeist 96-Wellkkdititerplatte erfassen zu kénnen.

Speziell fur die Proliferationsbestimmung wurdem tlen Fluoreszenz-Mikroplatten-
Reader (Biotek Synergy HAT, USA) einsetzbare, geschte 96-Well-Mikrotiterplatten
(Nunc GmbH) verwendet.

Die Zellanzahl wurde ausgehend von der Korrelaties Fluoreszenzsignals anhand der
Eichkurven und Messungsproben ermittelt. Die Eictdn basierten auf der Zellzahlung
mit Hamatozytometer geméafd den Vorgaben von Neub@rand GmbH, Wertheim)
siehe Kap. 3.6.
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Abbildung 7:

Daten aus der fluorometrischen Untersuchungseichkurve.

Eichkurve fur die fluorometrische Untersuchung, Floureszenz = Menge der
Osteoblasten DNA = Anzahl der Osteoblasten auf dem Trager.
Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 3

Materialien und Geréate

* RNA-Pipetten

» sterile Pipettenspitzen

* Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Lesegerat (Biotek &gy HAT)

* Neubauer-Kammer (Brand GmbH, Wertheim)

» Zentrifuge (Eppendorf-Netheler, Hintz GmbH, Deutackl)

» geschwarzte 96-Well-Platten (Nunc GmbH)
 CyQUANT NF Kit (Molecular Probes, USA)

* steriles destilliertes Wasser

« PBS

e« Zellen
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Bezeichnung Menge
CyQUANT® NF dye reagent (Component A) 220 yL
Dye delivery reagent (Component B) 220 pL
5X HBSS buffer (Hank’s balanced salt solution) (Component C) 22 mL

Tabelle 3: Zusammensetzung des CyQUANT NF Kit (Molecular Probes, USA)

Verfahren

Die Herstellung des Master-Mixes erfolgte unteikidr Befolgung der Anleitung des
Herstellers Molecular Probes, USA: 2,2 ml der Komgade C (5X HBSS buffer) wurden
in 8,8 ml sterilem destilliertem Wasser verdinmh Anschluss daran wurden dieser
Losung 22uL der Komponente A (CyQUANT® NF dye reagent) hingfimt. Des
Weiteren wurden jeweils 1Q0. des Master-Mixes auf jede Probe pipettiert, naamd
das Nahrmedium aus dem Well abgesaugt worden wirrend die Zellen mit PBS
vorsichtig gespult worden sind. Nach einer Inkulrezeit von 30 bis 60 Minuten wurden
dann die Mikrotiterplatten im Fluoreszenz-Mikrotgkatten-Lesegerat (Biotek Synergy
HT) platziert, das Programm wurde gestartet undh ieendigung des Vorgangs wurden

die Daten abgelesen

3.7  Genexpressionsuntersuchung mittels Real Time PC R
3.7.1 RNA-Praparation

Verwendungszweck

Im vorliegenden Fall wurde die RNA mittels RNeasky (Qiagen) durchgefuhrt. Das
RNeasy-Verfahren ist eine Methode zur Isolierung RNA, die auf der Technologie der
selektiven Bindungseigenschaften einer Silica-Getdran kombiniert mit der

Mikrozentrifugationstechnik basiert.

Materialien und Geréate

» Trizol, TRI Reagent®* solution (Applied Biosystems)
* RNesy Mini Kit (Qiagen)

* RNeasy Mini-Spinsaulen (rosa)

* 1,5-ml-Collection-Tubes (1,5-ml-Reaktionsgefal3e)

» Buffer RLT
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+ Buffer RW1
+ Buffer RPE

* RNase-freies Wasser

Verfahren

Zunachst wurde die Isolierung der RNA unter exakiehaltung des Protokolls RNeasy
(Qiagen) vollzogen. Hierzu wurde das Medium abggisaund die Zellen wurden 20 s
lang mit PBS gespilt. Anschlie3end wurden die Bale250ul Trizol homogenisiert. In
einem n&chsten Schritt wurden jeder Probe [20Chloroform hinzugegeben. Nach
kraftigem Schuitteln der Mischung und einer 5 mirdaarernden Inkubation auf Eis
wurden die Phasen mittels Zentrifugierung (10.@080,r 15 min, 4 °C) voneinander
getrennt. Die wassrige RNA-haltige Oberphase wumatsichtig abpipettiert und in ein
neues Reaktionsgefald Uberfluhrt.

Im Anschluss daran erfolgte die Fallung der RNA iaéintischen Volumeneinheiten von
Isopropanol bei -20 °C, welche schlielich ernerit 1).000 rpm abzentrifugiert wurde.
Nach mehreren Waschdurchgangen konnte das Pefiatida30ul DEPC-HO (0,1 %

Diethyl-Pyrocarbonat in Reinstwasser) resuspendiedt bis zur weiteren Verarbeitung

bei -80 °C aufbewahrt werden.

Nach dieser Skizzierung des Verfahrens soll im eotien Abschnitt ndher auf die

photometrische Bestimmung der RNA eingegangen werde

3.7.2 Photometrische Bestimmung der RNA

Verwendungszweck

Fir die Bestimmung der RNA-Konzentration (inul3 RNA-LOsung) wurde eine
spektrophotometrische Methode angewandt, mitteleeseiPhotometers (Eppendorf
Photometer Bio plus, Hamburg; Wellenlange-260 n@yr exakten Ermittlung des
Reinheitsgrades der isolierten Nukleinsauren wargtem die optische Dichte (OD) bei
einer Wellenlange von 280 nm definiert. Der Quadti@Ratio) aus OD 260 nm/OD
280 nm lag hierbei zwischen den Werten 1,8 und 2,0.
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3.7.3 Reverse Transkription

Verwendungszweck

Die reverse Transkription wird grundsatzlich inreifir die cDNA-Erststrangsynthese
mit RNA eingesetzt. Die Effizienz dieser Reaktid@ngt dabei jedoch ganz erheblich von
der Qualitat sowie der Menge der im jeweiligen Waliwendeten RNA ab. Die auf diese
Weise gewonnene cDNA kann anschlie3end fur dieefmgn Anwendungen eingesetzt

werden:

* Klonierungen
* PCR
* RNA-Sequenzierungen

* Primer-Extensionen

Material und Geréate

* RNA-Pipetten (separate Eppendorf)

» sterile Pipettenspitzen

» sterile 0,5 ml Eppis

* Oligo-(dT)-Primer

* RNase-Inhibitor

* RNase-freies Wasser (RNase-free water)
» Super Script 1l Kit von Invitrogen

* RNA

» T3-Thermocycler (Biometra, Deutschland)

» Zentrifuge (Eppendorf-Netheler, Hintz GmbH, Deutacdk)

Verfahren

In einem ersten Schritt wurde die Template-RNA-ldgswauf Eis aufgetaut. Fur die
Reverse Transkription wurden 10 pl der Template-RNung verwendet. Lag die
Konzentration der RNA bei einem Wert Uber 100 ngéplwurde diese RNA zusatzlich
mit sterilem destilliertem Wasser verdinnt, biseeitonzentration von 100 ng/ml erreicht
wurde. Im umgekehrten Fall, bei einer Konzentratiam unter 100 ng/ul, wurde die
komplette Menge (10 ul) verwendet. Der Losung weitieMix aus dNTP (1 pl) Oligo-

(dT)-Primer (1 pul) hinzugefligt. Diese Losung wuddan in einem Vortex gemischt und
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kurz zentrifugiert. Im Anschluss daran wurden digp&nhdorf-Réhrchen in dem PCR-
Gerat platziert. Die Inkubation dauerte 5 min b@i°C, wobei die Sekundarstruktur der
RNA aufgeschmolzen wurde. In einem néchsten Scetwittle die Losung schnell auf Eis
abgekuhlt, um eine Neubildung der RNA-Sekundarsarnuu verhindern.

Bezeichnung Menge
5x first strand buffer (Invitrogen) 4 ul
0.1 M DTT (Invitrogen) 2 ul
RNase out (Invitrogen) 1l

Tabelle 4: Mastermix fur die Reverse Transkriptase

Nachdem der Master-Mix produziert worden war, wudleser in die Eppendorf-
Rohrchen Uberfuhrt. Anschlie3end folgte eine emeuteiminitige Inkubation bei einer
Temperatur von 42 °C. Nun wurde 1 pl Reverse Tmdptsise (Invitrogen) hinzugefiigt
und alles vermischt. Insgesamt entstanden beirdi&ssfahren 20 pl Endvolumen.

Im Anschluss erfolgte nochmals eine Inkubation 80mmin bei einer Temperatur von
42 °C. Um die Reverse Transkriptase zu deaktivjegatt es die cDNA-Losung 10 min
lang auf eine Temperatur von 70 °C zu erhitzen. d&A wurde bei -20 °C fur den

weiteren Gebrauch aufbewahrt.

3.7.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Verwendungszweck

Grundsatzlich kann die PCR (engbolymerase chain reactiprals ein Verfahren zur
selektiven Vervielfaltigung deDNA definiert werden. Bei diesem Vefahren kann man
zum einen gezielt Expressionsprodukte von Ostet@namtersuchen, und zum anderen
kann das PCR-Produkt selbst im Rahmen eines spat&rieitsschrittes fir die
Generierung der Standards fir die RT-PCR eingeaetzien.

Die PCR-Reaktion basiert auf drei Einzelschrittédenaturierung, Annealing und
Elongation. Diese unterscheiden sich voneinandeeiie in ihrer individuellen Dauer

und der Temperatur.
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Denaturierung Die DNA-Doppelstrange werden hierbei bei einer Temapur von

ca. 95 °C aufgeschmolzen.

Annealing In dieser Phase findet die Hybridisierung (bei 63 der
Oligonucleotide an komplementaren DNA-Sequenzeh sta
Elongation In diesem dritten Arbeitsschritt wird die eigentiecPolymerisation

(bei einer Temperatur von 72 °C) des DNA-Strangeiz@gen. Die
Polymerase synthetisiert dabei einen komplementanezelstrang
in 5°-3"-Richtung. Des Weiteren verdoppelt sicliedem Zyklus
die Menge der gebildeten Molekile, was eine exptelén

Vermehrung der spezifischen Sequenz bedeutet.

Bei der PCR hybridisieren Oligonucleotide, welclhetaals Primer bezeichnet werden,
spezifisch an ihre jeweils komplementaren SequedesnGens. Der Gen-Abschnitt, der
zwischen den Oligonukleotiden vorliegt, wird danronv der DNA-Polymerase
synthetisiert. Die ausgewahlten Primer wurden B&THEZ GmbH in Berlin synthetisiert
und sind in der nachstehenden Tabelle (5) detaidigfgelistet.

Protein Gene name entrez forward primer (5’ — 3) size Ty
gene ID mRNA reverse primer (5’ — 3’)

GAPDH GAPDH CCATCACCATCTTCCAGGAGCGA 447 72
NM_002046

GGATGACCTTGCCCACAGCCTTG

Alkaline ALPL ACAAGCACTCCCACTTCATCTGGAA

Phospha-tase 249 223 70
NM_000478 TCAATTCTGCCTCCTTCCACCAG

Collagen | COL1A1 CTGGAAGAGTGGAGAGTACTGGA
1277 215 70
NM_000088.3 CGCCATACTCGAACTGGAATCCA

Osteo-pontin SPP1 GACATCCAGTACCCTGATGCTAC
6696 231 70
NM_000582 GCTCTCATCATTGGCTTTCCGCT

Osteo-calcin BGLAP GGCCAGGCAGGTGCGAAGCC
632 135 68
NM_199173 GTAGGGGACTGGGGCTCCCA
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Protein Gene name entrez forward primer (5’ — 3) size Ty
gene ID mRNA reverse primer (5’ — 3’)

Osteo-nectin SPARC AGCTGCGGGTGAAGAAGATCCAT
6678 322 70
NM_003118 TCCTTGTCGATATCCITCTGCTTG

Fibro-nectin FN1 GACCCTCATGAGGCAACGTGTTA
2335 240 70
NM_002026 TGGGCAATTAACATTAGTGTTTGTTC

PTHR1 PTHR1 CAGTACCGGAAGCTGCTCAAATC
5745 203 70
NM_000316 TCAGCTTGTACCTCGCCATTGCA

Core binding RUNX2 AGTGGACGAGGCAAGAGTTTCAC

factor al 860 302 70

(CBFAL) NM_001015051 GCCTGCCTGGGGTCTGTAATCT

CEMP1 oder CEMP1 ccacatccgtcgcctgctttcc

CP-23 752014 GGCTCCCTTCCCCCTTGCTTAC 284 72

NM_001048212

Tabelle 5: Verwendete Primer fur die RT-PCR

Material und Geréate

* RNA-Pipetten (separate Eppendorf)
» sterile Pipettenspitzen

» sterile 0,5 ml Eppis

» steriles destilliertes Wasser

» genspezifische Primer siehe Tabelle
» CcDNA

* 2x BioMix Red (Bioline)

» T3-Thermocycler (Biometra, Deutschland)

Verfahren

In einem ersten Schritt wurden sowohl die ,downfs auch die ,up“-Primer auf
Grundlage der mitgelieferten Herstellerangaben stgrilem destilliertem Wasser
verdunnt und in einem Verhaltnis von 1:1 gemis@lmschlie3end wurde ein Master-Mix

angesezt. Die Herstellung des Master-Mixes iseinTabelle (6) dargestellt:
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Mastermix Menge fur ein sample
Priemer Mix 1l

BioMix red 2x 10 ul

steriles destilliertes Wasser 8 ul

Tabelle 6 : Mastermix fiir PCR

Nach der Herstellung des Master-Mixes wurden 1@guiLésung in jedes bereitstehende
Eppendorf-Rohrchen gegeben. Zusatzlich wurde iegetieser Rohrchen 1 pl cDNA
pipettiert, woraufhin dieses Gemisch Uberaus vbtigjovermischt wurde. Danach wurden
die Rohrchen in die PCR-Maschine transferiert. Qawahlte Programm flr diesen

Arbeitsschritt wird in der folgenden Tabelle vorgdis

Zeit Temperatur Zyklen

10 min 95 35 Zyklen
20s 95T 35 Zyklen
30s 68 C 35 Zyklen
30s 72<C 35 Zyklen
Pause 10<C 35 Zyklen

Tabelle 7: Zyklen bei der PCR

3.7.5 Nachweis der Produkte

Verwendungszweck

Der Nachweis der Produkte erfolgte anhand der relekoretischen Auftrennung in 2 %
Agarosegel. Das in der DNA eingelagerte Ethidiumbcb fluoresziert unter
ultraviolettem Licht, so entstehen sichtbare Banden

Material und Geréate

» Elektrophorese-Kammer

» TAE-Puffer 1x (20 ml Stock + 980 ml A. dest.)
* TAE-Puffer Stock 50x :

o 242,28 g Tris (Endkonz. 40 mM)

» 37,25 g EDTA Na-Salt (Endkonz. 2 mM)

* 57,00 ml konz. Essigsaure
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e ad 1.000 ml mit A. demin. pH ~ 8,5

» Ethidiumbromid 1 % (Roth, Art.Nr. 2218.2)

» Agarose LE, analytical grade (Promega, Cat. V3125)
» DNA Ladder (NEB) 100 bp oder 1 kb

» Marker100 bp New England Biolabs

* DNA-Produkt aus der PCR

Verfahren

FUr eine Kammer wurden 100 ml Agarose in der Kotraéion von 2 % Agaroselésung
in 1x TAE-Puffer angesetzt. Dann wurde diese Mischin der Mikrowelle bis zur
vollstdndigen Auflosung der Agarose erhitzt. Ansgbénd wurden 5ul 1%
Ethidiumbromid hinzugefligt. Die Agarose wurde naem Erhitzen unter flieRendem

Leitungswasser leicht abgekihilt.

In einem nachsten Schritt wurde die Platte auf euaagrechte Unterlage gegossen,
woraufhin ca. 20 min lang auf das Erstarren des Gelartet wurde. Sobald das Gel fest
geworden war, musste der zuvor eingesetzte Kamnierent werden, wobei
Aussparungen im Gel zuriickblieben. Mithilfe eingrefte wurde in jeweils eine separate
Aussparung die DNA-Probe gegeben. Anschlie3end evudds Gel in den TAE-

Laufpuffer mit dem Farbmarker gelegt.

Nunmehr musste eine konstante elektrische Spanngeigald der Lange der
Elektrophorese-Kammer angelegt werden (die Spandaggin einem Bereich von
80 Volt bis 90 Volt), wobei die Laufzeit ca. 30 nbetrug. Die Elektrophorese wurde erst
beendet, als die DNA-Fragmente ausreichend aufgeétrevorden waren. Das
Ethidiumbromid, welches sich in die DNA eingelad®at, fluoresziert unter Einstrahlung
von ultraviolettem Licht. Die sichtbaren Banden kimm auf diese Weise ausgewertet

werden.

3.7.6 TOPO Cloning, Sequenzierung und Herstellungd er Standards

Verwendungszweck

Die TOPO-Klonierung bzw. das TOPO Cloning wird inOFO-Vektor (Invitrogen)
beispielsweise zur Sequenzierung und PréaparatiorSt@andards fur die Real Time PCR
angewandt. Die Standards werden dann aus kloniBftek-Fragmenten hergestellt. Sie
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werden vor allem bengétigt, um eine Standardkurvgenerieren. Bei der Real Time PCR
wird abhangig von der Probe und dem zu untersu@me@en ein stets unterschiedlich
starkes Fluoreszenzsignal erfasst, welches wiedeauindie Standardkurve bezogen
werden kann. Ausgehend davon kann eine exakte fziening der Anzahl der Kopien

eines Gens innerhalb einer einzelnen DNA-Probet&iiverden.

Material und Geréate

* PCR Produkte mit nachtraglich angefuigten Poly-A<ind

 TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen)

* MIDI DNA-Prep Kit (Qiagen)

* RT-Buffer

» Tracerplasmid pGL3 (2,35 pg/ul)

* kompetente Zellen (XL1-Blue oder TOP 10)

* NZY-Medium

* Thermostat

» sterile Werkbank

» Eppendorf Zentrifuge (Netheler Hinz GmbH, Deutsob)a

» Schittler 37 °C, 200 rpm

* LB-Agarplatten (6 g Agar/400 ml LB-Medium, autokiaxen am selben Tag)

* LB-Medium (20 g Bacto-Trypton, 10 g Bacto Yeast,glNaCl, 2 ml 1 N NaOH
ad 2000 ml mit A. Dest.; in 500 ml Flaschen je #@lGaliquotieren,
autoklavieren am selben Tag)

* Ampicillin (100 mg/ml)

» Drigalkski-Spatel

* Brutschrank

 sterile Holzzahnstocher

* 50 ml Falconréhrchen

* 15 ml Falcon bzw. Becton Dickinson Roéhrchen (Abdestkel)

» sterile 2 ml Eppis

» sterile 1,5 ml Eppis

« sterile Petrischalen
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Verfahren von TOPO Cloning

Beim Verfahren des TOPO Cloning wurde exakt nactstdieranleitung fir das TOPO
TA Cloning Kit (Invitrogen) verfahren.

In 1,5 ml sterilem Eppendorf-Rohrchen erfolgte Aesatz (Endvolumen 6 ul). Die
exakte Verteilung der 6 pl auf die einzelnen Kongrdan des Produktes sah wie folgt

aus:
Bezeichnung Menge
PCR-Produkt 3,0 ul
steriles Wasser 1,5 ul
Salzlésung (Kit) 1,0 ul
TOPO-Vektor 0,5 ul

Tabelle 8: Mastermix fir TOPO Cloning

Als nachster Arbeitsschritt wurden diese Komponergklesamt miteinander vermischt
und abzentrifugiert. Die Mischung wurde fur eineuBa von 10 bis 30 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Wahrend dieseeadanivurden kompetente Zellen
(e-colli) auf Eis gelegt. Dann wurden den ZellerD 0 XL1-Blue und Master-Mix
zugegeben und es wurde vorsichtig gemischt. Dasiggamvurde fur 30 min auf Eis
inkubiert. Dann musste der Ansatz 45 s lang besrelremperatur von 42 °C inkubiert
und anschliel3end wieder 2 min auf Eis abgekuhlderer Als nachstes wurden 500 pl
NZY-Medium zugegeben, woraufhin eine Inkubationdieg Dauer von einer Stunde bei

200 rpm und 37 °C gestartet wurde.

Agar-Agar-Platten mit Ampicillin wurden mit 100 k200 ul der Probe mittels Drigalski-
Spatel ausgestrichen. Die Platten wurden anschiiefie die Inkubation 22 Stunden bei

einer Temperatur von 37 °C in den Brutschrank deleg

Klone picken

Mit sterilen Holzzahnstochern wurden die Klone gkpiund in eine Flussigkultur
Uberfuhrt. Die Inkubation der Flussigkultur vollzegh bei 37 °C und 200 rpm Uber eine
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Dauer von ca. 20 Stunden. Im Anschluss daran wualideDNA MIDI-Praparation

eingeleitet.

MIDI-Praparation

Die Extraktion von DNA erfolgte mittels MIDI-Pragaion (DNA MIDI-Prep, Qiagen)

gemald der technischen Anleitung des Herstellers.digsem Verfahren werden die
Bakterien mittels alkalischer Lyse Plasmid-DNA gewen. Das Lysat wurde mehreren
Wasch- und Filtrationsvorgangen mit Silica-Gel-Mearb unterzogen. Im Anschluss
daran wurde die Probe der extrahierten DNA anhadGel-Elektrophorese verifiziert
und mithilfe der Absorptionsspektrometrie (Eppendgip Photometer plus) wurde die

exakte Konzentration ermittelt.

Probenspaltung

Far den korrekten Aufbau des externen Standardesigjrundsatzlich notwendig, die
bestehenden Plasmide an ganz bestimmten Stelleasabheiden und dann spezifische
Fragmente zu entnehmen. Dabei wurden die Fragmenite den passenden

Restriktionsendonukleasen aufgeschnitten. Samthtdmier auRer dem RUNX 2 wurden

mit dem Enzym HIND Il (New England Biolabs, Schivath) gespalten, das RUNX 2
selbst hingegen mit Bam H | (New England Biolabshvalbach). Zudem wurde zur

zusatzlichen Kontrolle eine Spaltung der bekanRteie durchgefiihrt.

Sequenzierung

Unter ,Sequenzierung” ist generell die Bestimmurey ®@NA-Sequenz, der genauen
Nukleotid-Abfolge in einem DNA-Molekul, zu versteheDie Sequenzierung wurde im

vorliegenden Fall von der Firma MWG-Biotech (htffezom.mwg.dna.com) geleistet.

Linearisierung

Um ein Plasmid mit einer Polymerase kopieren zuinkdnmuss das Plasmid zunachst in
einer linearen Form vorliegen. Diese Form wurdegéstellt, indem das Plasmid an den
entsprechenden Stellen aufgespalten wurde. Im Ausscldaran erfolgte die Bestimmung

der Konzentration im Photometer (Eppendorf Bio plismburg).
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Herstellung des Standards

Als Standard wird jenes PCR-Produkt bezeichnetsgasifisch fur das jeweilige Gen ist.
Wie bereits beschrieben wurde unser PCR-Produkt Ti®PO-Vektor kloniert,

sequenziert, linearisiert und anschlielRend wurgie $6onzentration bestimmt.

Ausgehend von der photometrisch bestimmten Konatotr der Urlésung (UL) in ng/ul
wurde die Anzahl der doppelstrangigen DNA-Molekpl® pl anhand der folgenden

Formel berechnet:

[(Konzentrabn derUL ng/ 4 /200000000 FragmentgdRe(Vektor+ Inser)) x 600 x
6022x1E + 23

Die Herstellung der Standardlésung SL1 wurde soelegty dass diese 1E + 10
einstrangige DNA-Molekile pro pl enthalten sollidur Berechnung diente hierzu

wiederum die Formel:

[AE +101100)/ doppelstrangige DNA Molekule/ t4]1/2 =VolumenUL fir 100

Endkonzentration Stammldsung fur 100 ml
10 mM Tris-HCI pH 8,0 1 M (3,028 g/25 ml) 1000 ul
15 mM KCI 4 M (7,456 g/25 ml) 375 ul
0,6 mM MgCl,x6H,0 1 M (5,082/25 ml) 60 pl

Tabelle 9: Zusammensetzung des RT-Puffers

Die notwendige Verdinnung der Losung wurde mit RX Puffer durchgefihrt. Auf
Basis der Standardlésung SL1 wurde im nachstentSeime SL2 (1E + 8 einstrangige
DNA-Molekule/ul) mittels weiterer Verdinnungen puatert, welche auf3erdem das
Tracer-Plasmid pGL3 (2,35 pg/pl) enthielt. Nunmebvar exakte Anzahl der DNA-
Kopien (1.000.000 pro pl) in der SL2-Lésung bekanhin Zuge mehrerer
Verdunnungsstufen der SL2-Lésung konnte bei def Rieze PCR eine Standardkurve
generiert werden. Im vorliegenden Fall wurde eiresdinnungsreihe in 8er-Schritten
(von 10.000.000 bis 128 Kopien) als Standard egiges
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3.7.7 Real Time PCR

Verwendungszweck

Die Quantifizierung der cDNA kann mittels Real TirRER erfolgen. Hierfur wird auf
den DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Graamiiakgegriffen, welcher sich in
die doppelstrangige DNA einlagert. Liegt ein gebemet Zustand vor, so steigt die
Intensitat der jeweiligen Fluoreszenzemission. @rignal zur Vermehrung der
Amplifikate steigt die Intensitét des Fluoreszegnals des Syber Green an. Aufgrund der
Tatsache, dass es die Real Time PCR nach jedemrenzZyklus der PCR ermoglicht,
die Fluoreszenz des Syber Green exakt zu bestimkaen, die Amplifikation auf diese
Weise bereits in der frihen exponentiellen Phasdidal Time PCR detektiert werden.
Indem das Fluoreszenzsignal des Standards exakt BMA-Kopiezahl zuzuordnen ist,
ist ebenfalls eine Quantifizierung der gesuchteNA&Dnoglich.

Zum Zwecke der Negativkontrolle wurde das RT-Buffene cDNA verwendet. Diese
Kontrollen zeigten bei sdmtlichen Real Time PCR-#men keinen Expressionsprodukt.
Die Spezifitat des PCR-Produkts wurde anhand derpstifung des Schmelzpunktes des
PCR-Produkts nachgewiesen.

Die wissenschatftliche Auswertung der Real Time R&RIgte unter Verwendung des
Softwareprogramms Rotor-Gene 6.0. Fur alle Probendev der jeweilige CT-Wert
ermittelt. Anhand des Auftragens des Logarithmus ales den zuvor durchgefihrten
Untersuchungen ermittelten Standardmenge gegen @&nWert wurde eine
Standardkurve berechnet. Somit war es mdglichjede unbekannte Probe durch das

Einsetzen ihres CT-Werts in die Geradengleichung

x=(CT-b)/m
die Ausgangsmenge zu bestimmen. Der Wert des latioeskoeffizienten der
Standardkurven lag in der Spanne von 0.97 bis @@8iber hinaus berechnete das

Softwareprogramm anhand der Steigung der Regresgoaden die Effizienz der PCR-

Reaktion: Diese lag durchschnittlich in einem Bemnaion etwa 90 %.

Material und Geréate

* Rotor Gene RG 3000 (Rotor Gene, Wasserburg)
* RT-RoAhrchen mit Deckel (Corbett, Austria)
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* Filterspitzen

* RNA-Pipetten (separate Eppendorf)

» sterile 1,5 ml Eppis

» Standard fur das jeweilige Gen fur Eichkurve

* Immomix (Bioline, Kat. Nr. BIO-25020 fur 500 Reatdien)
» Sybergreen | 50x (bei Bestellung des Immomix m#teken)

*  Primer
« cDNA
Verfahren

Herstellung der Eichkurve

Fur die Eichkurven wurden die Eppendorf-Réhrcheden numerischen Abfolge von 1
bis 8 beschriftet. Der RT-Puffer wurde vorgelegt. das erste Eppendorf-Réhrchen
wurden zundchst 90 pl RT-Puffer und in das zwei@® il RT-Puffer eingefullt.

Anschliel3end wurden 10 pl des Standards in das Emiendorf-Rohrchen gegeben. Auf
dieser Basis wurde die Verdiinnungsreihe hergeddaltt sorgfaltige Vermischen erfolgte
durch funfzigmaliges Aufziehen und wieder Ausbladelabei durfte kein Vortex

eingesetzt werden) der Eppendorf-Pipette. Im naoh&rbeitsschritt wurden 40 pl aus
der nunmehr gemischten Lésung enthommen und iméelsste Eppendorf-Réhrchen
pipettiert. Dieser Prozess wurde so lange wiedgrhis der Inhalt aller acht Eppendorf-

Rohrchen gemischt war.

Es schloss sich die Herstellung des Primer-Mixesdassen Zusammensetzung in der

nachstehenden Tabelle abgebildet ist:

Primermix Ansatz 1 Probe Ansatz 60 Proben
Immomix/SybrGreen 4,8 ul 312 pl

Ster. dest. Wasser 2,4 ul 156 pl

Primer 1,2 ul 72 pl

Tabelle 10: Primermix

Befiillung der Real Time PCR-ROhrchen und die Real T ime PCR

Zuerst mussten 9 pl des Primer-Mixes in die speneRT PCR-RoOhrchen pipettiert
werden. Dann wurde 1 pl von der cDNA dazugegebeschdielend wurden die
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Ro6hrchen fest verschlossen und entsprechend ko8iediann wurden die Rohrchen in
das Gerat Rotor Gene 3000 Uberfuhrt. Schlie3lickderdas Gerét eingeschaltet und das

durchzufihrende Programm wie nachfolgend gewabhit:

PCR-Programm Temperatur Zeit Zykluswabhl
Aktivierung der DNA-Polymerase 95 < 10 min 1
Denaturierung 95 <C 20s 35
Annealing 65 C 30s 35
Annealing 72<C 30s 35
Schmelzen der Amplifikate 50 T-99 C 6s/1 C 1

Tabelle 11: Zyklen bei der RT-PCR

3.8  Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Datenerfassung und die statistische Auswertwnglen mit der Software Microsoft
Excel 2003 und SPSS 11.0 geleistet. Es wurde tie Mersuchsreihe eine mehrfache
Bestimmung der Messwerte vorgenommen. Bei der Geassionsuntersuchung wurden

die ermittelten Daten an jene des housekeeping-GARDH angeglichen.

Die Auswertung der Ergebnisse aus der Adhasionsuwaeung war rein deskriptiv und

erfolgte visuell durch Vergleich der einzelnen Reik

Bei der Proliferations- und Genexpressionsuntersugtwurden Signifikanzen mit dem

Wilcoxon-Test bestimmt. Dieser Test ist ein Zwelsgtirobentest flur verbundene
Stichproben. Es handelt sich um einen nicht-panasoben Test, d. h. dieser Test setzt
nicht voraus, dass die Messgroéf3en normalverteitt. $die Differenzen zwischen den zu
vergleichenden Wertepaaren werden gebildet; diegerden wiederum nach ihrem

absoluten Zahlenwert in wachsender Reihenfolge Rdngn R- und R+ zugeordnet.

Anschlielend wird jeweils aus den positiven undatiggn Rangzahlen die Summe
gebildet. Die Testgrol3e ist letztlich die kleineéler beiden Rangsummen R = Minimum
R-, R+. Als signifikant{) wurde p = oder < 0,05 und als tendenzi#)lf = oder < 0,1

festgesetzt.
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4, Ergebnisse

4.1  Untersuchung der Vitalitat von primaren humanen
Osteoblasten

Die dargestellten Zellen auf den Oberflachen amhstea Tag des Versuchs sind
reprasentativ fir die gesamte untersuchte Zelllidie Osteoblasten zeigen ein typisches
Morphologiebild: Die Zellen weisen eine spindelfige Struktur auf, ihre Fortsatze

haben eine Tendenz zur Ausbreitung. Im Vergleichiamen Oberflachen, insbesondere
bei SLActive, erscheinen die Osteobalsten deukahpakter und etwas abgekugelt. Die
Anzahl der Zellen nimmt flr das Auge sichtbar audan Oberflachen ab. In keiner der
Untersuchungsgruppen werden rot gefarbte, abgestertZellen beobachtet. Die

untersuchten Oberflachen und PTH haben folglicinéwitoxischen Effekt auf primare

Osteoblasten. Die Stimulationsgruppen (PTH 6),iéhntie (PTH 48 Std.) unterscheiden

sich von der Kontrollgruppe nicht. Die deskriptiv&tesultate aus der Fluoreszenz-
mikroskopie zeigen, dass die PTH-Stimulation zuntpZekt der Bestimmung keinen

Einfluss auf Morphologie, Zellausbreitung und Heshtion hat.
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Abbildung 8:  Osteoblasten aus den Gruppen (PTH 0), (PTH 6) und (PTH 48) nach 6-tdgigem
Kontakt mit der Kunststoffoberflache (PL) im Vergleich (200-fache
VergroRRerung)
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PT (PTH 0)

PT (PTH 6)

PT (PTH 48)

Abbildung 9:  Osteoblasten aus den Gruppen (PTH 0), (PTH 6) und (PTH 48) nach 6-tagigem
Kontakt mit der polierten Titaniumoberflache (PT) im Vergleich (200-fache Vergré3erung)
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SLA (PTH 0)

SLA (PTH 6)

SLA (PTH 48)

Abbildung 10: Osteoblasten aus den Gruppen (PTH 0), (PTH 6) und (PTH 48) nach 6-tagigem
Kontakt mit der SLA-Oberflache im Vergleich (200-fache Vergré3erung)
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SLActive (PTH 0)

SLActive (PTH 6)

SLActive (PTH 48)

Abbildung 11: Osteoblasten aus den Gruppen (PTH 0), (PTH 6) und (PTH 48) nach 6-tagigem
Kontakt mit der SLActive-Oberflache im Vergleich (200-fache Vergrél3erung)
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4.2 Adhéasion der Primarosteoblasten

Der Zelladhasion fordernde Einfluss glatter ObeH&n ist sowohl auf der PL als auch
auf der PT deutlich sichtbar. Auf glatten Oberfi&ahm Vergleich zu rauen Oberflachen
bleiben nach 24 Stunden mehr Zellen haften. Einarket Veranderung der
Zellmorphologie ist nicht deutlich sichtbar. Es aicl, dass die Osteoblasten nach
24 Stunden auf rauen Oberflachen starker ausgebseit. Die Osteoblasten auf der PL-
und PT-Oberflache stehen in unmittelbarem Kontakteimander, erscheinen aber
kompakter und mehr abgekugelt. Die Stimulationsgemp unterscheiden sich zum
Zeitpunkt der Mikroskopie visuell nicht stark vonander. In den PTH-Gruppen strecken
die Zellen ihre Fillipodien weniger zueinander, weitd ohne PHT auf rauen Oberflachen
das ganz deutlich ist.

PL (24 Stunden ohne PTH) PT (24 Stunden ohne PTH)

SLA (24 Stunden ohne PTH) SLActive (24 Stunden ohne PTH)

Abbildung 12: Adhasion von Osteoblasten auf den Oberflachen nach 24 Stunden ohne PTH
(200-fache VergrofRerung)

53



Ergebnisse

P L (24 Stunden mit PTH)

SLA (24 Stunden mit PTH) SLActive (24 Stunden mit PTH)

Abbildung 13: Adhésion von Osteoblasten auf den Oberflachen nach 24 Stunden im PTH
angereicherten Medium (200-fache VergréRerung)
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4.2.1 Untersuchung des Adhasionsverhaltens anhand p  hotometrischer
Methoden

Unsere Ergebnisse aus der Proliferationsuntersgclzum Adhasionsverhalten haben
einen rein deskriptiven Charakter. Sie lassen diduSsfolgerung zu, dass sowohl nach 6
als auch nach 24 Stunden in Relation zu den anddgreinOberflachen (PL, SLA,
SLActive) eine groRere Menge Zellen auf dem pderTitanium anhaften kann. Die
ubrigen Oberflachen weisen untereinander rein geskikeine Unterschiede auf. Wir
konnten keine Auswirkung auf die Osteoblasten bediighres Adh&sionsverhaltens

durch die Stimulation mit PTH (1-34) mit unserelgé&brnissen nachweisen.
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Abbildung 14: Daten aus der fluorometrischen Adhasionsuntersuchung — Stimulatinsarten im
Vergleich.

Stimulationsarten im Vergleich anhand der Anzahl der adharenten Osteoblasten

nach 6 und 24 Stunden mit und ohne PTH-Stimulation. Deskriptive Darstellung,
Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1
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12.000
10.000
8.000 mOBPL
6.000 2 0OBMA
B OBSLA
4,000 -
m OB modSLA
2.000 -
U .
6std. O PTH  24std. 0 PTH 6std. mit PTH 24std. mit PTH

Abbildung 15: Daten aus der fluorometrischen Adhasionsuntersuchung.
Trager im Vergleich anhand der Anzahl der adhérenten Osteoblasten nach

6 und 24 Stunden mit und ohne PTH-Stimulation. Deskriptive Darstellung,
Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1
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4.2.2 Untersuchung der Adhasionsmarker

Die Resultate unserer Analyse des expressiven Aatigi®rhaltens der Osteoblasten sind
ebenfalls deskriptiv. Die Ergebnisse lassen nidkérenen, dass das Expressionsverhalten
der Adhasionsmarker Kollagen I, Fibronectin unde®séctin weder von den jeweiligen
Oberflachen abhangig ist noch von der StimulatiarPhiH (1-34).

18.000
16.000
14.000
12.000 -
mOB6PL
10.000 OB 6-PTH PT
8.000 - mOB6SLA
mOB6SLAACT

6.000

4.000 -

2.000

OPTH 6std. 24 std. PTH 6std. 24 std.

Abbildung 16: RT-PCR-Daten aus der Adhasionsuntersuchung.
Expression der Fibronectin-mRNA in Primarosteoblasten auf verschiedenen

Tragern nach 6 und 24 Stunden in Abhangigkeit von der PTH-Stimulation.
Deskriptive Darstellung, Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1
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7.000
6.000
5.000
mOB6PL
4.000 - 0B6PT
3000 - HOB6SLA
OB 6SLAACT
2.000 |
1.000 -
0 -
OPTH 6std. OPTH 24 std. PTH 6std. PTH 24 std.
Abbildung 17: RT-PCR-Daten aus der Adhasionsuntersuchung.
Expression der Kollagen I-mRNA in Primarosteoblasten auf verschiedenen
Tragern nach 6 und 24 Stunden in Abhangigkeit von der PTH-Stimulation.
Deskriptive Darstellung, Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1
3.000
2.500 mOB PL
3
% 2.000 = 0B MA
)
=4 mOB SLA
S 1.500
. m OB
O 1000 - modSLA
b
‘a
S 500 -
0 -
O PTH 6std. 0PTH 24 std. PTH 6std. PTH 24 std.
Abbildung 18: RT-PCR-Daten aus der Adhasionsuntersuchung.

Expression der Osteonectin mRNA in Primérosteoblasten auf verschiedenen
Tragern nach 6 und 24 Stunden in Abhangigkeit von der PTH-Stimulation.
Deskriptive Darstellung, Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n =1
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4.3 Proliferation der Primarosteoblasten

Die Ergebnisse aus der photometrischen Untersucheiygn, dass die Oberflache die
primaren humanen Osteoblastenkulturen in signifé&caWeise hinsichtlich der Zell-

proliferation beeinflusst. Die Osteoblasten konmem glatten Oberflachen eine héhere
Proliferationsrate aufweisen, als es auf rauen f@oben der Fall ist. Es lasst sich fir die

Zellproliferation die folgende Rangliste von Mas#ien aufstellen:

Kontrollgruppe PTH 0:

Zellkulturplastik: 1,0 — poliertes Titanium: 0,9 — SLA: 0,4 — SLActive: 0,3
Gruppe PTH 6:

Zellkulturplastik: 1,0 — poliertes Titanium: 0,7 — SLA: 0,3 = SLActive: 0,3
Gruppe PTH 48:

Zellkulturplastik: 1,0 — poliertes Titanium: 0,9 — SLA: 0,5 = SLActive: 0,5
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Abbildung 19: Daten aus der fluorometrischen Untersuchung der Zellproliferation.

Trager im Vergleich anhand durchschnittlicher Anzahl der adharenten Primar-
osteoblasten auf cm2 nach dem 2., 4., 6. und 10. Tag auf unterschiedlichen
Tragern in Abhangigkeit von der PTH-Stimulation. Dreifachbestimmung, Bildung
eines Mittelwertes, n = 4. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Eine intermittierende PTH-Gabe im Vergleich zu eimqgermanenten PTH (1-34)
Stimulation wie auch der Kontrollgruppe zeigen ubehn Tage hinweg sehr deutlich
eine Suppression der Proliferationsrate. Die Hengraer Proliferation lag signifikant
mit Werten von PL: 0,8; PT: 0,7; SLA: 0,6; SLActiv&7 deutlich unterhalb der Werte
der Kontrollgruppe. Die Werte gegenuber der Gruppél 48 waren PL: 0,8; PT: 0,7,
SLA: 0,5; SLActive: 0,5.
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Abbildung 20: Daten aus der fluorometrischen Untersuchung der Zellproliferation.

Trager im Vergleich anhand durchschnittlicher Anzahl der adharenten Primar-
osteoblasten auf cm2 nach dem 2., 4., 6. und 10. Tag auf unterschiedlichen
Tragern in Abhangigkeit von der PTH-Stimulation. Dreifachbestimmung, Bildung
eines Mittelwertes, n = 4. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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4.4  Genexpression von Primarosteoblasten

Humane Primarosteoblasten wurden jeweils am 6,,140, 18. und 22. Versuchstag auf
die mRNA-Expressionen von ALP, CEMP 1, FN, KOL ICOON, OP, PTH R1 und
RUNX 2 untersucht, zu dem Housekeeping-Gen GAPDIrmabisiert und grafisch
dargestellt. Die Abbildungen (21) und (22) zeigetgss samtliche Marker der
untersuchten Zelllinie unterschiedlich stark expenrtwerden.

Kol. OC ON PTHR1 RUNX2

500

100

Abbildung 21: Nachweis der Spezifitdt der angewandten Primer in der RT-PCR

GAPDH ALP IN OP

Abbildung 22: Nachweis der Spezifitdt der angewandten Primer in der RT-PCR
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4.4.1 mRNA-Expressionen von ALP

In unserer Untersuchung wurde eine niedrige ALP-rAHMpression beobachtet. Sie
betrug etwa 0.025% der GAPDH-Expression. Die RRHIaten aus der Gen-
expressionsuntersuchung der ALP-mRNA in Primarddésten zeigen nur wenige
Signifikanzen und Tendenzen im Vergleich mit demm8lationsarten. Auf glatten
Oberflachen — PL und PT — konnte eine verminderpréssionsrate von ALP in der
Gruppe PTH 6 um den Faktor PL = 0,8, PT = 0,6 belutled werden.

[ ptho
500,0 ALP VA pthe

[T pthas
Std

400,07

300,07

200,04

100,04

Kopien /1 Mio GAPDH Mittelwert

0,0 T -
SLActive

wl
— —
=)

T
Flastilk
Trager
Fehlerballken: +/- 1 SE

Abbildung 23: RT-PCR-Daten aus der ALP-Genexpressionsuntersuchung — Stimulationsarten
im Vergleich.

Durchschnittliche Expression der ALP-mRNA in Priméarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05
# = statistisch tendenziell, p < 0,1

Die Osteoblasten auf glatten Oberflachen kénnedeim Gruppen PTH O und PTH 48
tendenziell eine hdhere ALP-mRNA-Genexpressionseativeisen, als es bei rauen
Oberflachen der Fall ist. In der Gruppe PTH 6 kalwser Effekt nicht beobachtet
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werden. Es lasst sich fur die Zellproliferation dedgende Rangliste der Materialien
aufstellen:

Kontrollgruppe PTH O:

Zellkulturplastik: 1,0 = poliertes Titanium: 1,0 — SLA: 0,4 = SLActive: 0,4
Gruppe PTH 6:

Zellkulturplastik: 1,0 = poliertes Titanium: 1,0 = SLA: 1,0 = SLActive: 1,0
Gruppe PTH 48:

Zellkulturplastik: 1,0 = poliertes Titanium: 1,0 — SLA: 0,7 = SLActive: 0,7
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Abbildung 24: RT-PCR-Daten aus der ALP-Genexpressionsuntersuchung — Tréager im
Vergleich.

Durchschnittliche Expression der ALP-mRNA in Priméarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abh&ngigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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4.4.2 mRNA-Expressionen von CEMP 1

Bei der Untersuchung der Expression von CEMP 1 ewae starke Expression dieses
Markers feststellbar; sie betrug das 20-Fache d&PBH-Expression. Trotz allem
brachte die Auswertung keinerlei signifikante Enmgebe, die weder eine

Regelmaligkeiten in Bezug auf eine Stimulation atr Einfluss der Oberflachen auf
die Expression dieses Markers hindeuten wirde.
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Abbildung 25: RT-PCR-Daten aus der CEMP 1-Genexpressionsuntersuchung —
Stimulationsarten im Vergleich.

Durchschnittliche Expression der CEMP 1-mRNA in Primarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und

Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05
# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Abbildung 26: RT-PCR-Daten aus der CEMP 1-Genexpressionsuntersuchung — Trager im
Vergleich.

Durchschnittliche Expression der CEMP 1-mRNA in Primé&rosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abh&ngigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

4.4.3 mRNA-Expressionen von FN

Auch im Falle des Fibronectins haben wir eine dgetiend hohe mRNA-Expression

beobachtet, 40 bis 60 mal héher als die GAPDH-Egwa. Jedoch zeigen Ergebnisse
aus der Genexpressionsuntersuchung nicht in alidaerFSignifikanzen und Tendenzen.
Deskriptiv kann konstatiert werden, dass eine PTiRi8ation zu einer gesteigerten

Expression von Fibronectin auf allen Oberflachegegéiber der Kontrollgruppe PTH 0

fuhrt. Lediglich ein signifikantes Ergebnis (PTHyésteigert um Faktor 1,1) lasst sich auf
der SLA anfuhren.
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Abbildung 27: RT-PCR-Daten aus der FN-Genexpressionsuntersuchung — Stimulationsarten
im Vergleich.

Durchschnittliche Expression der Fibronectin-mRNA in Primérosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

Der Vergleich der Oberflachen lasst nur wenige iig@gnte oder tendenzielle Unter-

schiede zwischen den analysierten Oberflachen @md Auftreten von Abhangigkeit

vom Materialuntergrund dieses Proteins erkennen.
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RT-PCR-Daten aus der FN-Genexpressionsuntersuchung — Trager im
Vergleich.

Durchschnittliche Expression der Fibronectin-mRNA in Primarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

4.4.4 mRNA-Expressionen von KOL |

Die Ergebnisse aus der Genexpressionsuntersuctamé(®L | zeigen auch in diesem
Fall eine hohe, 1,5-fache Expression gegenuber GAFDeskriptiv kann konstatiert
werden, dass eine PTH-Stimulation zu einer gestelg&xpression von KOL | auf allen
Oberflachen gegenuber der Kontrollgruppe PTH O tfuks lasst sich die folgende

Rangliste der Stimulationsarten aufstellen:

PTH 48 PTH 6 PTHO
PL: 1,0 — 0,8 — 0,6
PT: 1,0 = 1,0 — 0,8
SLA: 1,0 = 1,0 — 0,8
SL Active: 1,0 = 1,0 — 0,9
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Abbildung 29: RT-PCR-Daten aus der Kol 1-Genexpressionsuntersuchung — Stimulationsarten
im Vergleich.

Durchschnittliche Expression der Kollagen I-mRNA in Primarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05,

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

Die Ergebnisse aus der GenexpressionsuntersuchomgKellagen | zeigen, dass die
Osteoblasten auf glatten Oberflachen in den Grupidén 6 und PTH 48 signifikant und
tendenziell eine hohere Kollagen-I-mRNA-Genexpmessiate aufweisen, als es bei rauen
Oberflachen der Fall ist. In der Gruppe PTH 0 ieser Effekt nicht zu sehen. Es lasst sich
fur die Gruppen PTH 6 und PTH 48 die folgende Rateghn Materialien erstellen:

Kontrollgruppe PTH 0:

Zellkulturplastik = poliertes Titanium = SLA = SLActive

Gruppe PTH 6

Zellkulturplastik: 1,0 —p Titanium: 0,9 — SLA: 0,8 — SLActive: 0,8
Gruppe PTH 48

Zellkulturplastik: 1,0 — poliertes Titanium: 0,8 = SLA: 0,8 — SLActive: 0,6
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Abbildung 30: RT-PCR-Daten aus der Kol 1-Genexpressionsuntersuchung — Tréager im
Vergleich.

Durchschnittliche Expression der KOL I-mRNA in Primérosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abh&ngigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

4.45 mRNA-Expressionen von OC

Trotz permanenter Steigerung der OC-mRNA-Expresglogrschritt sie nach 21 Tagen

0,4 % der GAPDH-Expression nicht. Die Ergebnissgezeeine signifikant gesteigerte

Expression von Osteocalcin in der Gruppe PTH 6 mi@ger der Kontrollgruppe PTH 0
und Gruppe PTH 48 auf glatten und SLActive-ObeHg&it Signifikant und tendenziell

lasst sich die folgende Rangliste an Stimulatidesaerstellen:

PTH 6 PTH 48 PTHO
PL: 1,0 — 0,7 = 0,7
PT: 1,0 — 0,7 = 0,7
SLA: 1,0 = 1,0 — 0,8
SLActive: 1,0 — 0,8 — 0,7
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Abbildung 31: RT-PCR-Daten aus der OC-Genexpressionsuntersuchung — Stimulationsarten
im Vergleich.

Durchschnittliche Expression der Osteocalcin-mRNA in Primarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit

von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und

Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-

Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05
# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

Im Ergebnis der Genexpressionsuntersuchung in Ristgbblasten konnte eine
signifikant vermehrte Genexpression von Osteocauafrder SLActive-Oberflache in der
Gruppe PTH 48 um Faktor 1,3 gegenuber PT und lgergdber PL gezeigt werden.
Weder in der Kontrollgruppe PTH O noch der PTH eugpe konnten signifikante
Unterschiede zwischen den Oberflachen identifizieerden, obgleich deskriptiv die
Genexpression Osteocalcins auf der SLActive-Obgh@iammer grof3er war.
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Abbildung 32: RT-PCR-Daten aus der OC-Genexpressionsuntersuchung — Trager im
Vergleich.

Durchschnittliche Expression der OC-mRNA in Primé&rosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abh&ngigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

4.4.6 mRNA-Expressionen von ON

In unsrer Untersuchung haben wir eine hohe Exmmesgin ON-Expression beobachtet.
Sie betrug 50 % der GAPDH-Expression. Die Resultzéggen eine signifikante
Erhdhung der Genexpression von Osteonectin in déh®ruppen auf rauen SLA- und
SLActive-Oberflachen sowie im Vergleich zu der Kofigruppe. Erhdhte Osteonectin-
raten in den PTH 6- und PTH 48-Gruppen konnten adleh Oberflachen beobachtet
werden, wobei diese bei der permanenten PTH (B34Qrofiten ausgepragt war. Es lasst

sich die folgende Rangliste von Stimulationsartafstallen:

PTH 48 PTH 6 PTHO
PL 1,0 — 0,9 — 0,7
PT 1,0 = 1,0 — 0,8
SLA 1,0 — 0,8 — 0,6
SLActive 1,0 — 0,8 — 0,6
1000,0-] ON EEEE
[ pthag
Std.
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00,0
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Abbildung 33: RT-PCR-Daten aus der ON-Genexpressionsuntersuchung — Stimulationsarten
im Vergleich.

Durchschnittliche Expression der Osteonectin-mRNA in Primérosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abh&ngigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
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Ergebnisse

Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1

Der Vergleich der Oberflachen lasst nur wenige éeaglle und keine signifikanten

Unterschiede zwischen den analysierten Oberflacleldl dem Auftreten von

Abhéangigkeit vom Materialuntergrund auf die Expr@ssdes Proteins Osteonectin er-

kennen.
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Abbildung 34: RT-PCR-Daten aus der ON-Genexpressionsuntersuchung — Trager im

Vergleich.

Durchschnittliche Expression der Osteonectin-mRNA in Primarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

4.4.7 mRNA-Expressionen von OP

In der vorliegenden Untersuchung betrug die mRNA¥ESgsion von OP lediglich 1 %
der GAPDH-Expression. Im Vergleich der Stimulatimszeigte sich in der Gruppe
PTH 6 tendenziell eine gesteigerte Genexprimiedesy Markers Osteopontin auf rauen
Oberflachen, insbesondere auf SLA (Faktor 2, 2) Sibdctive (Faktor 1,8). Auf glatten
Oberflachen konnten solche Beobachtungen nicht getrmeerden.
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Abbildung 35: RT-PCR-Daten aus der OP-Genexpressionsuntersuchung — Stimulationsarten
im Vergleich.

Durchschnittliche Expression der Osteopontin-mRNA in Primérosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14. und 18. Tag in Abhangigkeit von
der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 4. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

In unserer Untersuchung wurde tendenziell festtiestass Osteopontin auf rauen SLA-
und SLActive-Oberflachen in héherem Malie genexprimals auf glatten PT-Ober-
flachen (Faktor 1,8) und Plastik (Faktor 2,1) wirdind dies auch nur in der Gruppe der
Osteoblasten, die intermittierend mit PTH (1-34imatiert worden waren. In den

Gruppen PTH 0 und PTH 48 sind keine deutlichen tdnteede zu verzeichnen.
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Abbildung 36: RT-PCR-Daten aus der OP-Genexpressionsuntersuchung — Trager im
Vergleich.

Durchschnittliche Expression der Osteopontin-mRNA in Priméarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14. und 18. Tag in Abhangigkeit von
der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 4. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Ergebnisse

4.4.8 mRNA-Expressionen von PTH R1

Die Expression von PTH R1 lag im Bereich von 0,586 GAPDH. Die Ergebnisse aus
der quantitativen Expressionsmessung des Markers!i FPIT verdeutlichen eine

gesteigerte Genexpression dieses Markers in dggp@rBTH 48. In der Kontrollgruppe
PTH 0 gab es keine Schwankungen. In der Grupp@steroblasten mit intermittierender
PTH (1-34)-Stimulation war das Gen PTH R1 heruetpitiert worden und lag dennoch
unterhalb des Wertes der Kontrollgruppe — wennlgleier Unterschied nicht allzu grof3

war. Tendenziell und deskriptiv lasst sich die évlde Rangliste von Stimulationsarten

aufstellen:
PTH 48 PTHO PTH 6
PL 1,0 — 0,8 — 0,5
PT 1,0 = 0,9 = 0,9
SLA 1,0 — 0,7 — 0,6
SLActive 1,0 — 0,6 = 0,6
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Abbildung 37: RT-PCR-Daten aus der PTH R1-Genexpressionsuntersuchung —
Stimulationsarten im Vergleich.
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Durchschnittliche Expression der PTH R1-mRNA in Primérosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abh&ngigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1

Die Expression von PTH R1 in der Gruppe PTH 0 widirallen Oberflachen identisch. In
den Gruppen PTH 6 und PTH 48 gab es allerdings &ukewmgen zwischen den
Oberflachen. Tendenziell war eine gesteigerte Qmession von PTH R1 auf der
SLActive-Oberflache festzustellen: in der GruppeHRSTum Faktor 1,4 gegenuber PL
und in der Gruppe PTH 48 um Faktor 1,5 gegentber PT
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Abbildung 38: RT-PCR-Daten aus der PTH R 1-Genexpressionsuntersuchung — Trager im
Vergleich.

Durchschnittliche Expression der PTH R1-mRNA in Primarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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4.4.9 mRNA-Expressionen von RUNX 2

Auch die RUNX 2-mRNA-Expression war im VergleichnziHausekeeping-Gen niedrig,
sie betrug 0,5 % der GAPDH-Expression. In der RRR&htersuchung des PTH-
Effektes auf die RUNX 2-Genexpression wurden nunigel Signifikanzen und

Tendenzen beobachtet, die sich auf der Kunststeffidiche ereigneten. Hier stellten wir
eine signifikante Erhdhung der Genexpression in @arppe PTH 48 um Faktor 1,4
sowie eine tendenzielle in der Gruppe PTHG6 um dfaki,2 gegenlber der
Kontrollgruppe fest. Deskriptiv konnte auf samtéohOberflachen eine PTH-Stimulation

in einer hoheren Genexpressionsrate von RUNX Bdegtllt werden.
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Abbildung 39: RT-PCR-Daten aus der RUNX 2-Genexpressionsuntersuchung —
Stimulationsarten im Vergleich.

Durchschnittliche Expression der RUNX 2-mRNA in Priméarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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Im Vergleich der Oberflachen in der RUNX 2-Genesgren in verschiedenen PTH-
Gruppen waren nicht alle generierten Ergebnissk sigmifikant oder tendenziell. In der
PTH 48-Gruppe lieRen sich die meisten Signifikanzeth Tendenzen identifizieren. Auf
der Basis dieser Relationen zwischen den Datent&odas folgende Ranking erstellt
werden: In der PTH 48-Gruppe: SLActive: 1E0SLA: 0,8 = Kunststoff: 0,8~ poliertes
Titan: 0,6. In der Gruppe PTH 6 lag lediglich eifiendenz dahin gehend vor, dass
SLActive eine hohere RUNX 2-Genexpression gegendeer polierten Titan aufwies,
und zwar um Faktor 1,3. In der Kontrollgruppe PTkvar die Expression bezlglich
RUNX 2 signifikant um Faktor 1,2 hoéher auf SLA- umblierten Titanimplantat-

oberflachen als auf Kunststoff .
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Abbildung 40: RT-PCR-Daten aus der RUNX 2-Genexpressionsuntersuchung — Trager im
Vergleich.

Durchschnittliche Expression der RUNX 2-mRNA in Primarosteoblasten auf
verschiedenen Tragern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhangigkeit
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und
Standartabweichungen, n=5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)

* = statistisch signifikant, p < 0,05

# = statistisch tendenziell, p < 0,1
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5. Diskussion

Der Wirkung des Parathormons auf die Osteoblastefesdas Knochengewebe wird im
Zusammenhang mit dem Knochenmetabolismus eine leielBedeutung zugeschrie-
ben (Georg Loffler, 2007). Jedoch war es bishdntmiwdglich, die exakten zellularen und
molekularen Wirkmechanismen hinreichend zu analgsieind zu erklaren (Ishizuya et
al.,, 1997, Kano et al., 1993). Dank zahlreicherekperimentell durchgefuhrter Studien
war es schliel3lich mdglich, die anabole Wirkungsdge Hormons auf den Knochen
identifizieren zu kénnen. Die weitere Erforschungsdr positiven PTH-Effekte richtet
sich nach der weiteren Entwicklung von Behandluredeoden der Osteoporose (Fujita
et al., 1999, Lindsay et al., 1997), und Optimigreon Heilungsmethoden bei Frakturen
(Holzer et al.,, 1999). Es ist naheliegend, dass retkenntnisse Uber PTH fir die

Verbesserung der Osteointegration von dentalenaintgien auch wichtig sein kénnen.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, gunditative sowie quantitative Analyse

des Genexpressions-, Adhasions- und Proliferaterhsitens der Osteoblasten auf unter

schiedlichen Oberflachen durchzufiihren. Die dabéfretenden Interaktionen zwischen
Osteoblasten, dem PTH und den unterschiedlichemfl@t®en wurde im Rahmen einer

Vergleichsuntersuchung analysiert.

In einigen Studien wurde ausschlief3lich der Eisfldes Parathormons auf Osteoblasten
(Ishizuya et al., 1997) untersucht; andere Stuldeschaftigten sich nur mit dem Einfluss
der Oberflacheneigenschaften des Substrats aubl@ssten (Zhao et al., 2005). In der
vorliegenden Studie wurden erstmalig beide Paramigteeinem Zellkulturmodell
zusammengefuhrt und auf diese Weise die Reaktio@sieoblasten auf eine bestimmte
Stimulationsart von der OberflachenbeschaffenlegseSubstrates abh&ngig untersucht.

51 Diskussion der Methodik

Die Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)daglicht sowohl eine qualitative
als auch quantitative Analyse knochenspezifischeene®pressionen humaner
Primarosteoblasten. Die RT-PCR-Technologie bieteé éiohe Sensitivitat und wird

weltweit in der Forschung angewandt (www.geneqtieation.info).

Im Rahmen unserer Untersuchungen wurde ein Koioekkoeffizient der
Standardkurven von (r=0,97) bis (r=0,99) und eiffeiénz der RT-PCR von etwa 90 %

erreicht. Bei zu starken Intensitdtsschwankungemies@inem Korrelationskoeffizient
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Diskussion

von unter 92 % wurde die RT-PCR wiederholt. Insgedaann also festgehalten werden,
dass trotz einzelner Abweichungen ein hoher pesitimearer Zusammenhang zwischen
zwei durchgefihrten RT-PCR-Laufen innerhalb einegrsdchsgruppe besteht und

zuverlassige Daten generiert werden kdnnen.

Mithilfe der PCR-Technologie kdonnen Expressionsewusier Osteoblasten wieder-
gegeben werden. Ein Vergleich mit Expressionsmustederer Studien ist jedoch haufig
nicht moglich (Qi et al., 2009), da

1. keine Standards in der Methodik existieren,
2. zahlreiche Methoden und Auswertungsmaoglichkeitestiexen,

3. es eine Vielzahl von Zellmodellen, verschiedenan@iationsprotokolle und

verschiedene Kriterien zur Definition einer Expressveranderung gibt.

Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, dass eespezifischen Empfehlungen
existieren, die zu einer korrekten biologischemnotetation der gewonnenen Ergebnisse
fuhren (Qi et al., 2009). Daher gestaltet sich Diskussion der generierten Daten aus
PCR-Studien sehr schwer, insbesondere wenn es dglineine Aussage beziglich der
Auswirkung der Veranderung in der Expression emaelsene auf den Phanotyp einer
Zelle zu treffen, oder zu beurteilen, wie grol3 ei€senexpressionsveranderung sein
muss, um einen Einfluss auf besagten Phénotyp zenhdislang gibt es keine Studie,
die diese Problematik ausreichend klaren konnteensb unklar bleibt, ob die
Veranderungen der mRNA-Expression ein aussagejeafindex fir die Wichtigkeit
eines Genes fur die Proteinbiosynthese oder dituZklion ist.

Zur Bestimmung der Zellanzahl existieren unterstliube Anséatze. Die einfachste
Methode ist die folgende: Eine definierte Anzahhwellen wird auf einer Oberflache
ausgesat. Nach einer bestimmten Zeit werden dietadbarierte Zellen gezahlt, bzw.
konnten Zellen abgeldst, und deren Anzahl ermitegtden (EI-Ghannam et al., 1999,
Lotz et al., 1989). Eine weitere Mdglichkeit bestelarin, die Adhasion mithilfe von
Eichkurven zu errechnen. Hierbei handelt es sicldigngenaueste Methode zur Messung
der Zellanzahl (Yamamoto et al., 2000, Yamamoi.ef1998).

In der vorliegenden Studie wurde die letztgenanMethode angewandt. Die
Quantifizierung der Anzahl der Zellen, die sich dah zu prifenden Oberflachen befand,
wurde mithilfe des gruin fluoreszierenden Farbst@§y©QQUANT NF (Molecular Probes,
California, USA) durchgefiihrt. Der CyQUANTNF-Assay beruht auf der Messung
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zellularer DNA. Da die zellulare DNA in der Zellenweréandert bleibt, kann die
Zellanzahl mithilfe dieses Verfahrens sehr genamitezit werden. In der vorliegenden

Untersuchung lag der Korrelationskoeffizient desti&urve bei (r=0,98).

In Anbetracht des gewdahlten Zellkulturmodells masgefihrt werden, dass die Ex-
pressionsstarke der Gene zwischen unterschiedliZbben prinzipiell unterschiedlich
ist (Aigner et al., 2003). Die genetische Vielfgkeit einzelner Individuen verleitete
viele Arbeitsgruppen dazu, die Proben von mehr&mendern zu mischen (Chen et al.,
2000). Andere Studien hingegen haben Proben semasgewertet (Qi et al., 2009). Im
Rahmen unserer Studie verwendeten wir humane Ryst&blasten aus dem Alveolar-
kamm eines Probanden. Das Expressionsmuster dex @an Osteoblasten sind in
zahlreichen Studien beschrieben (Ducy et al., 1896t al., 2009). Hieraus resultiert
unsere Auswahl der Marker (ALP, FN, KOL I, OC, P\, RUNX 2, CEMP 1, PTH
R 1).

Wegen der Bereitschaft der Zellen zur Proliferatiowl Differenzierung, lassen sich die
Primarosteoblasten flr wissenschaftliche Untersagbn adaquat nutzen (Fillies et al.,
2005). Puleound Nanci(1999) vertraten die Auffassung, dass sich Oststdrlaaus
unterschiedlichen Entnahmestellen selbst bei eilrehviduum unterscheiden kdnnen
(Knochenmark vs. Schéadeldach). Bei Verwendung versthen Primarosteoblasten
wurde von Mustafet al. (2001) angenommen, dass dies negative Akismgen auf die
Verlasslichkeit des Testergebnisses habe, weilalsrscht um menschliches Zellgut
handelte. Ferner wiesen Mustafa et al. daraufdass selbst bei miteinander verwand-
ten Tieren wie etwa bei Ratten und Mausen sichbdidiee Differenzen hinsichtlich der
Genexpression ergeben kdonnen. Daher ist anzuzwedbl die Reaktionen von Zellen
von Versuchstieren tatséchlich eine verlasslichesAge auf das prognostizierte Resul-
tat beim Menschen zulasst (Fillies et al., 2005stdfa et al., 2001)

Die Ergebnisse unserer Untersuchung geben Hinvwdasauf, dass PTH (1-34) nicht
dazu in der Lage ist, die Adhasion, die Prolifenatund die Genexpression in gleichem
Mafl3e zu erhdéhen oder zu reduzieren. Die Ergebuigser Arbeit lassen den Schluss
zu, dass diese Eigenschaften von der Stimulationsat ihrer Dauer abhangig sind.
Wir konnten zeigen, dass sowohl die intermittigPdH 6) als auch die permanente
PTH-Stimulation (PTH 48) die Zahl einiger spezifisc Marker ansteigen lasst. Auf
andere Marker hingegen hat PTH keinen Einflus&aes sogar die Genexpression von

Knochenmarkern inhibieren. Der Einfluss von PTH4laBif die Osteoblasten korrelier-
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te nicht mit der topographischen Beschaffenheit aesgewéahlten Oberflachen der
Prufkorper. Die Untersuchung des Zellverhaltens anierschiedlichen Oberflachen
ergab fur die vorliegende Osteoblastenzellkultuassd die Oberflachentopographie

Auswirkungen auf Adhasion, Proliferation als auamé&xpression der Zellen hat.

5.2  Untersuchung der Adhasion von Osteoblasten

Die Zelladhasion — die erste Interaktion mit dee@iche — spielt eine bedeutende Rolle
fur das Uberleben der Osteoblasten (Globus e1288). Proteine wie Fibronectin, Bone
sialoprotein (BSP), Osteopontin (OPN), Annexin \éoHollagen Typ | und Osteonectin
regulieren nicht nur die Adhéasion der Knochenzek#e sind ebenfalls fir die
Differenzierung von Osteoblasten in vitro notwendiloursi et al., 1996). Als
Schlusselfaktoren fur die Vermehrung und Differenzng von Zellen gelten deren
Anheftung und Ausbreitung (Globus et al., 1998 Datsache, wie fest Osteoblasten auf
einer Implantatoberflache haften konnen, kann demnals Mal3stab fur die

Materialvertraglichkeit dienen (Anselme et al., 999

In der vorliegenden Studie wurde die Adhasion deteGblasten auf Basis einer
fotometrischen Untersuchung der Zellanzahl direitdeen Titaniumplattchen mittels des
CyQUANT® NF-Assay bestimmt. Des Weiteren wurden die Oséspbh auf Expression

der Adharenzmarker Fibronectin, Kollagen | und Oséetin geprift.

Ungeachtet der Tatsache, dass Osteonectin ein dlissionsmarker ist (Anselme et al.,
1999), konnte eine starke Expression des Markersremd der ersten Stunden im
Anschluss an die Zellaussaat beobachtet werderseDBzobachtungen werden von
anderen Studien untermauert, bei denen ebenfalls Expression des Osteonectins
wahrend der Adhasionsphase festgestellt wurdeWWdmechanismus dieses Proteins in
der Adhasionsphase ist nicht umfassend geklarv¢Gatl al., 1996, Lian and Gundberg,
1988). Angesichts dessen wurde Osteonectin in dieersuchung der Zelladhasion

miteinbezogen.

Die vorliegenden Resultate der Zellzahlung habaererein deskriptiven Charakter. Sie
lassen die Schlussfolgerung zu, dass sowohl nads s@s auch nach 24 Stunden in
Relation zu den anderen drei Oberflachen (PL, SEBRActive) eine gréRere Menge
Zellen auf poliertem Titanium (PT) anhaften konntBe tbrigen Oberflachen wiesen
untereinander keine Unterschiede auf. Es konnteek&uswirkung auf die Osteoblasten
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bezulglich ihres Adhasionsverhaltens durch die Satimn mit PTH (1-34) nachgewiesen

werden.

Die Resultate der Analyse zum Genexpressionverhatteder Adhasionsphase sind
ebenfalls deskriptiv. Es konnte jedoch verifizigegrden, dass das Adhéasionsverhalten der
Osteoblasten von den jeweiligen Oberflachen unapbéist und die Stimulation mit
PTH (1-34) keinen Einfluss auf die Expression déh@sionsmarker hatte.

Es existieren wenige Studien, die die Zelladhasauf hydrophilen Oberflachen
untersucht haben. Ebenso finden sich nur wenigerDdte auf die Rolle des PTH bei der
Zellanhaftung hindeuten. Hinsichtlich des PTH liegte Korrelation mit Daten aus der
Studie von Ishizuya et al. vor, in der gezeigt werdkonnte, dass PTH keine
Auswirkungen auf die Adhasion von Osteoblasten(lsitizuya et al., 1997). Dagegen
zeigen Davies und Chambers anhand von kolonieldtefibroblasten, dass PTH genau
wie PGE 2 bereits nach zwei Stunden einen posififéekt auf die Adhasion hat (Davies
and Chambers, 2004).

Rupp et al. gehen davon aus, dass die Zelladhasidmydrophilen Oberflachen schneller
verlauft, da die Zellen auf eine unverschmutzte riiihe (SLActive) treffen. Bei
hydrophoben Oberflachen treten die Osteoblasten chmimischen und biologischen
Verbindungen in Konkurrenz, die zunachst aufgespalterden missen (Rupp et al.,
2006). In einer Studie aus dem Jahr 2007 beridQteet al., dass es keine Unterschiede
zwischen der SLA- und SLActive-Oberflachen gab. &dm waren tUber 90 % der
Osteoblasten nach vier Stunden auf beiden Imptareatachen adhérent geworden (Qu
et al., 2007). Bei In-vitro- aber auch In-vivo-Sterabedingungen treffen die Osteoblasten
nie auf eine vollig saubere Oberflache (Lai HC, @0Weiterhin ist zu beachten, dass
Proteine um die begrenzt verfligbaren Oberflachelibigsstellen konkurrieren. Bei der
Frage, welche Menge des Proteins sich auf der @bkd ablagern kann, ist die
Oberflachenaffinitat der entscheidende Faktor. Dabe es moglich, dass bereits
adsorbierte Proteine durch solche verdrangt werdbe, sich durch eine hohere
Oberflachenaffinitat auszeichnen (Davies, 19966 al., 1999).

Auch in der vorliegenden Arbeit kamen samtliche @&ehen noch vor der Zellaussaat
mit proteinreichem Medium in Berthrung. Daher kamcht versichert werden, dass die
SLActive-Oberflache zu Beginn der Untersuchung drispringlichen Eigenschaften

besalR. AuRerdem soll bei In-vitro-Studien mit eiB8&mulation beachtet werden, dass
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fetales Kalberserum per se hohe Mengen untersathiedWachstumsfaktoren aufweist.
Diese kdnnen in eine Interaktion mit zelleigeneot&nen oder auch PTH treten und auf

diese Weise die Ergebnisse verzerren.

5.3  Untersuchung der Zellproliferation von Osteobla  sten

Mittels der Zellproliferationstestung kénnen RidK&sse auf die Biovertraglichkeit von

Oberflachen als auch von Stimulatoren gezogen wedeselme et al., 1999).

In der vorliegenden Studie wurde die Quantifizigraler Zellen auf den Prufkdrpern am
zweiten, vierten, sechsten und am zehnten Tag lfeitdies griin fluoreszierenden
Farbstoffes CyQUANT NF durchgefihrt. Dabei sollteie d Zellanzahl auf
unterschiedlichen Oberflachen ermittelt und vehgit werden. Weiterhin sollte gepruft
werden, inwiefern die PTH-Stimulation einen Einflusuf die Proliferation von

Osteoblasten hat.

In der hier vorliegenden Untersuchung konnte sow@iStimulation mit PTH (1-34) als
auch die Oberflachentopografie die primaren humabsteoblastenkulturen in deren
Zellproliferation signifikant (p<0,05) beeinflusseles konnte gezeigt werden, dass die
Osteoblasten auf glatten Oberflachen eine héheobfdPationsrate aufweisen als auf
rauen. Eine intermittierte PTH-Gabe hat im Verdierti der permanenten PTH (1-34)-
Stimulation und der Kontrollgruppe in deutlicher & eine Suppression der
Proliferationsrate Giber zehn Tage hinweg hervofgaru

Zahlreiche Arbeiten beschaftigen sich mit dem Esdl der Rauhigkeit von

Titanoberflachen auf das Verhalten von Knochenaellen Allgemeinen wird davon

ausgegangen, dass glatte Oberflachen die Zellanth@sid Proliferation beginstigen.
AulRerdem werden bei In-vitro-Studien seit der Hinfing der SLActive-Oberflache

gegeniber der SLA-Oberflache erhohte Proliferataies registriert (Boyan et al., 1999,
Schwarz et al., 2009). Die Ergebnisse der hieriegehden Studie stimmen weitgehend
mit denen der Arbeitsgruppe von Boyan Uberein. Koiinten sowohl in der Gruppe mit
PTH alsauch ohne PTH-Stimulation keine signifikanténterschiede (p>0,1) zwischen
den rauen SLA und Slactive-Oberflachen aufzeigems Bt ein Indiz daftr, dass im
vorliegenden Studienmodell die Benetzbarkeit eleerflache auf die Proliferation von

Osteoblasten keine Rolle spielt und dass eher alidiBkeit der entscheidende Faktor ist.
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Im Gegensatz zu unseren Resultaten fanden Ansé¢laleane geringere Adhasion und
Differenzierung von Osteoblasten an relativ glattpalierten Oberflachen mit einer
mittleren Rauhigkeit von 02m als an rauen, gesandstrahlten Oberflachen marein
Rauhigkeitswert von 3,4m (Anselme et al., 1999).

Beziglich der PTH-Stimulation ist festzuhalten, sdagihrend der Untersuchung trotz
identischer Konzentrationswahl und ahnlichen Kidtiingskonditionen Ergebnisse
erzielt wurden, die sich von denen anderer Stufls&mnzuya et al., 1997, Kano et al.,
1993) unterscheiden. Der Unterschied bestand indd der Zelllinie. Wahrend fir die

hier vorliegende Untersuchung primare humane Oktst@n verwendet wurden, griffen
beispielsweise Ishizuya et. al auf Rattenosteadalgurick. Ishizuya et al. konnten
deutlich zeigen, dass eine intermittierende, séghdgye PTH-Stimulation in einem 48-
Stunden-Zyklus eine deutliche Proliferationsstaiggr hervorruft. Eine permanente
Stimulation wirkte sich dagegen negativ auf didpteliferation aus. Dieser Unterschied
kann durch einen unterschiedlichen Effekt von Qsteten anderer Herkunft auf das

PTH interpretiert werden.

5.4  Untersuchung der Genexpression der Osteoblasten

Die Osteoblasten durchlaufen verschiedene StadderDdferenzierung mit einherge-

hender hoher Auspragung spezifischer Marker (Maatial., 1993; Owen et al., 1990;
Stein et al., 1990). Wahrend der Proliferationsphi@ndelt es sich um Fibronectin und
Kollagen 1, in der Matrixentwicklungs- und Matrixiengsphase um die alkalischen
Phosphatase, Osteopontin, Osteonectin und RUNX\2 inzder Mineralisierungsphase

um Osteocalcin.

5.4.1 Genexpression ALP (alkalische Phosphatase)

Die alkalische Phosphatase (ALP) ist ein frihere@isfasten-Differenzierungsmarker
(Magnusson et al., 1999). In verschiedenen Zelikeit konnte gezeigt werden, dass
Ascorbinsaure un@-Glycerophosphat entscheidenden Einfluss auf digrdssion von
ALP hat (Owen et al., 1990). Daher wurden ab dechsten Kultivierungstag dem
Medium Askorbat und3-Glycerophosphat hinzugefligt. Zu keinem Versuclsaekt
wurde in allen Gruppen, trotz Ascorbat- upd Glycerophosphatzusatz, eine erhohte
ALP-mRNA-Expression beobachtet, sie Uberschrittdie0.025 %-Marke der GAPDH-
Expression. Ein Grund fir die niedrige mRNA-Expr@ssder ALP konnte darin liegen,
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dass es sich noch um junge Osteoblasten handatige Dsteoblasten expremieren noch
keine ALP. Sie differenzieren sich zunachst zwereiDsteoblasten, die erst zum spéteren
Zeitpunkt ALP expremieren (Aubin, 1998).

In der vorliegenden Studie konnten keine Differeniza Expressionsmuster von ALP
zwischen den Implantatoberflichen SLA und SLActifestgestellt werden. Eine
vermehrte Expression von ALP auf glatten Oberflaciat in der Kontrollgruppe sowie
in der Gruppe mit der permanenten PTH-Stimulati®iH 48) auf. In der Gruppe der
intermittierenden PTH-Stimulation (PTH 6) war ddfekt nicht nachweisbar. Insgesamt
konnte weder ein signifikanter Einfluss der PTHy&tlation noch der
Oberflachenmorphologie auf die ALP-Expression naghigsen werden.

Aufgrund der niedrigen ALP-Expression sowie derddsthiede im Studiendesign lassen
sich die Ergebnisse der hier vorliegenden Studieanderen nur schwer vergleichen. Des
Weiteren widersprechen sie den Daten aus der FEexeltlir. Es ist unstrittig, dass
Osteoblasten auf rauen Oberflachen mehr ALP bitdemuf glatten Oberflachen (Boyan
et al., 2002, Schwarz et al., 2009, Zhao et alQ5p0Lincks et al. beispielsweise
beobachteten sowohl auf glatten als auch auf raitenlegierungen keine divergierenden
ALP-Aktivitaten, wobei die Aktivitdt der Zellen auflattem Reintitan jedoch unterhalb
der Aktivitdtswerte von denen auf rauen Reintitabpn lag (Lincks et al., 1998).
Teilweise verwendeten die erwdhnten Autoren inniH8¢udien die gleichen Zellen und
Titandisks, erhielten dennoch voneinander abwebddfrgebnisse. Aus diesem Grund
besteht weiterhin Klarungsbedarf bezlglich desl&sses der Oberflachengestaltung auf
die ALP-Aktivitat im Zusammenhang mit der Osteot#aslifferenzierung und der

Materialzusammensetzung.

Eine gesteigerte ALP-Expression bei intermittieer@abe von PTH (PTH 6) wurde von
(Ishizuya et al., 1997) an Calvarie-Osteoblastem meugeborenen Ratten demonstriert.
Eine kontinuierliche (PTH 48) und intermittierenBgposition (PTH 1) hatten dagegen
eine stark hemmende Wirkung auf die ALP- Expressigie intermittierende (PTH 3)
und die Exposition (PTH 24) wiesen keine signifikeairhohung der ALP-Expression
auf. Die Resultate zeigen, dass sich die Wirkung RoH auf die Genexpression von
ALP auswirkt. Diese Wirkung wird mal3geblich von dauer, der Haufigkeit und dem
Zeitpunkt der Stimulation des Hormons in vitro Indeisst.
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5.4.2 Genexpression CEMP 1 Cementoblastoma-Zellenpr otein

Es existiert offenbar nur eine einzige Studie zunera Genexpression CEMP 1. Sie
wurde 2002 von Arzate et al. publiziert. In dieSéudie wurde CEMP 1 sowohl bei der
Zelldifferenzierung als auch der Adhasion eine rad@tRelevanz zugeschrieben (Arzate
et al., 2002). Obgleich ein Mangel an Fachliteratnrscht und eine damit einhergehende
Diskussion der Resultate fehlt, wurde CEMP 1 dehnacdie hier vorliegende Studie

einbezogen, um weitere Erkenntnisse tUber den Kamoohrker zu gewinnen.

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie konnte etaeke Expression des CEMP 1
festgestellt werden; sie war 20 Mal starker als abe GAPDH. Die Auswertung der
Ergebnisse brachte jedoch keinerlei signifikanteelEé von PTH (1-34) in Bezug auf
eine Stimulation oder den Einfluss der Oberflachah die Expression dieses Markers
zum Ausdruck. In Anbetracht der Tatsache, dasssli€sotein erst kirzlich erstmals
beschrieben worden ist und es gegenwaértig kaunratite dazu gibt, muss von einer

kritischen Diskussion der Ergebnisse an dieseleSiblgesehen werden.

5.4.3 Genexpression von Fibronectin (FN)

Fibronectin zahlt zu den adhasiven Glycoproteiries.ist an der Chemotaxis und der
Anhaftung der Zellen, darunter auch OsteoblastéOaerflachen beteiligt. Es reguliert

die Differenzierung und die Funktion der Osteoldasind spielt eine bedeutende Rolle
bei der Wundheilung (Globus et al., 1998, Moursilet1996).

Im Rahmen der hier beschriebenen Studie wurde diimehgehend hohe Fibronectin-
MRNA-Expression beobachtet: 40 bis 60 Mal hoher diés GAPDH-Expression. Es
wurden jedoch marginale deskriptive Differenzen solven den Oberflachen und
Stimulationsmodi festgestellt. Es konnte auf séimédn Oberflachen eine geringe
Expressionsteigerung in Stimulationsgruppen PTH®GRTH 48 beobachtet werden.

Mit der Adsorption von Fibronectin auf verschieden®©berflichen haben sich
Pegueroles et al. beschéftigt. Sie kamen zum Eigetess Zellen auf rauen Oberflachen
nicht unbedingt mehr Fibronectin sezernieren, detiiaber das Fibronectin anders, sehr
unregelmé&nig angeordnet. Es wird vermutet, dasgidgenschaften einer Oberflache die
Anordnung des Fibronectins bestimmt (Peguerolas 2010).

Derzeit gibt es in der Literatur nur wenige Studmmr Wirkung von PTH auf die

Expression von Fibronectin. Einige Ruckschlissentem auf der Grundlage der Studie
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von Davies und Chambers gezogen werden, die esievye Wirkung von PTH auf die
Adhasion von koloniebildenden Fibroblasten gezeggt(Davies and Chambers, 2004).

5.4.4 Genexpression von Kollagen | (KOL 1)

Das Kollagen Typ | (KOL ) ist als Osteoblastenn@rkbekannt, da es bereits bei
unreifen Osteoprogenitorzellen bis zum reifen Qdtsten in grolen Mengen expremiert
wird (Aubin, 1998). Auch im Rahmen der hier beselbeinen Studie wurde eine 1,5-fache
Expression gegeniber GAPDH beobachtet. Die Expressin Kollagen Typ | lag bei
der Stimulation sowohl bei intermittierender (PTHa&s auch permanenter (PTH 48)
Stimulation deutlich héher als in der Kontrollgreppin beiden Gruppen war die
Expression von KOL | auf glatten Oberflachen stérkis auf rauen. Da die Kollagen-
Typ I-mRNA-Expression in der Kontrollgruppe (PTH 0Opauffallig war, wird ein
Einfluss von PTH auf die mRNA-Expression von Kodlag vermutet.

Wahrend Steinert et al. (Steinert et al., 2000)e estarkere Kollagensynthese auf
Kunststoffen demonstrierten, zeigten Masaki undneselorschergruppe, dass die
Genexpression von Kollagen des Typs | auf raueninsiobesondere auf der SLActive-
Titaniumoberflachen starker auftritt als auf glat@berflachen oder Kunststoff (Masaki
et al., 2005).

Der Effekt von PTH auf Kollagen I-Expression wirdder Literatur kontrovers diskutiert.
Eine Studie von (Watson et al., 1999) zeigt, daBd Hie Kollagensynthese durch die
Stimulation von IGF-1 inhibieren kann. Dieses Fpnst bereits von Canalis et al. und
Jones et al. untersucht worden. Beide Autorengrup@een jedoch der Auffassung, dass
PTH nicht direkt auf IGF-1, sondern Uber IGF-BP ai# Kollagensynthese wirkt.
Aufféllig war in dieser Studie von Canalis et alich, dass die jeweilige Bildung von
Fibronectin und Kollagen | miteinander korreliertédit Blick auf zukinftige
Untersuchungen resultiert daraus, dass es audzemescheint, ausschliel3lich einen der
beiden Parameter zu untersuchen (Canalis, 198Bizya et al., 1997) haben
beschrieben, dass lediglich eine permanente PTHug&tiion die Kollagensynthese

hemmt.

5.4.5 Genexpression Osteocalcin (OC)

In zahlreichen Studien wird Osteocalcin (OC) alste@islastenmarker der voll

ausdifferenzierten Zellen bezeichnet. OC wird inr depaten Phase der
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Osteoblastenreifung expremiert. Es bindet Calcimemound Hydroxylapatit mit hoher
Affinitat und kontrolliert GréRe sowie Geschwindakder Kristallbildung (Ducy et al.,
1996).

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte eine peenta Steigerung der OC mRNA-
Expression beobachtet werden; sie Uberschritt fedwch 21 Tagen nie 0,4 % der
GAPDH-Expression. Eine Tendenz der Differenzierangreifen Osteoblasten und der
beginnenden Mineralisation ist aufgrund der Steiggrzu vermuten. Es bleibt dennoch
fraglich, ob die verwendeten Osteoblasten die Milgationsphase erreicht haben. Es ist
bekannt, dass die OC-Expression in humanen Priteéddasten abhangig von den
Kulturbedingungen und jeweiliger Zellkultur selbsis zum Tag 35 nicht einsetzt,
wohingegen die Rattenosteoblasten die Mineralisgfibase bereits nach dem 10. Tag

erreichen kdnnen (Ducy et al., 1996).

In der hier vorliegenden Studie konnte eine sigaift vermehrte Genexpression von
Osteocalcin (p<0.05) auf der SLActive-Oberflachedier Gruppe jener Osteoblasten
beobachtet werden, die eine permanente Stimulatib®TH (1-34) erfuhren. Weder in
der Kontrollgruppe (PTH 0) noch in der (PTH 6) Qwapkonnten Unterschiede im
Expressionsmuster auf den Oberflachen entdecktemerd

Dass die PTH-Stimulation einen deutlichen Effektdia Genexpression von Osteocalcin
hat, konnten Ishizuya et al. nachweisen. Auch inieFaon OC erwies sich die
intermittierende PTH-Stimulation (PTH 6) auf dier@gpression als férderlich (Ishizuya
et al., 1997). Im Widerspruch zu Ishizuya et aheh die Befunde aus der Gruppe der
permanenten Stimulation der hier vorliegenden Wotgrung. Wahrend Ishizuya et al.
(1997) eine suppressive Wirkung einer permanenidd-imulation feststellten, war
die Expression von Osteocalcin in der hier vorlretg Untersuchung sogar etwas
erhéht. Moglicherweise kann der Unterschied im Reakmuster des jeweils

verwendeten Zelltyps (Ratten-vs. Primarosteobladiegen.

In der vorliegenden Studie konnte kein deutlicherflisss der Oberflache auf die m-
RNA-Expression von OC festgestellt werden. Diesegebnis deckt sich teilweise mit
Ergebnissen von Masaki et al. Auch dort wurde intetbuchungen an humanen
palatinalen mesenchymalen Stammzellen keine Diffene unter verschiedenen rauen
Oberflachen (SLA und SLActive) hinsichtlich der @stalcinexpression festgestellt
(Masaki et al., 2005). Zhao et al. hingegen ideamiften auf SLActive-Oberflachen bei
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MG-63-Osteoblasten eine signifikant hohere Expogsson Osteocalcin (OC) sowie der
alkalischen Phosphathase (ALP) und lokaler Wachsfaktoren (PGE2 und TGfF-1)
(Zhao et al., 2005).

5.4.6 Genexpression Osteonectin (ON)

Osteonectin ist ein phosphoryliertes calciumbingsn&lycoprotein, das in vitro an
Kollagen sowie Hydroxylapatit bindet und zusammeih @steocalcin die Bildung von

Kristallisationszonen sowie die Mineralisation vidollagen induziert (Lane and Sage,
1994). Im Rahmen der hier beschriebenen Studie eveirnke erhebliche ON-Expression
beobachtet; sie betrug mehr als 50 % der GAPDH-¢sgmon.

In der vorliegenden Studie konnte eine Abhangigikeder Expression von Osteonectin
von der Materialoberflache nicht nachgewiesen werlts existieren nur wenige Studien
zu Osteonectin-Expression auf den Implantatobdr&c Marinucci et al. analysierten

Primarosteoblasten auf die Genexpression von wamderem Osteonectin mittels RT-

PCR (Marinucci et al., 2006). Es wurden drei Ti@iperflachentopografien in Relation

zueinander gesetzt: poliertes Titan, mikrosandgelés Titan und sandgestrahltes Titan.
Das Ergebnis zeigte eine ahnliche Osteonectin-mEpression auf allen Oberflachen,

wie in der hier vorgestellten Studie.

In Bezug auf die PTH-Stimulation war die Osteomentpression zwischen den Modi
unterschiedlich. Es konnten erhéhte Osteonectinid\aif allen Oberflachen beobachtet
werden, wobei diese bei der permanenten PTH (la84)ausgepragtesten war. Eine
signifikante Erhdhung der Genexpression von Ostonevar in den PTH-Gruppen auf
rauen SLA- und SLActive-Oberflachen im Vergleichdar Kontrollgruppe nachweisbar.
Onyia et al. konnten im Rahmen einer Mikro-ArrayeBé an Rattenosteobalsten zeigen,
dass das Osteonectin 1,9-fach bei intermittienter 2,6-fach bei der permanenten PTH-
Stimulation Gberexpremiert wird (Onyia et al., 2D05

5.4.7 Genexpression Osteopontin (OP)

Osteopontin (OP) ist ein multifunktioneller Osteaienmarker. Es ist fur die Regulation
der Calcium- und Hydroxylapatitbildung wichtig (Gladlier et al., 2009). OP reguliert
die Migration und das Zellattachment von Osteoblastiber verschiedene
Integrinrezeptoren (Davies, 1996). In der vorliedgm Arbeit exprimierten die

Primarosteoblasten in allen Gruppen nur wenig OMNARsie betrug lediglich 1 % der
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GAPDH-Expreession. Beck et al. konnten zeigen, das$steopontinexpression stark
von der ALP-Aktivitat abhéngt, da das freie Phospia OP-Expression reguliert (Beck
et al., 2000). Dieses Phénomen lasst sich aucterirhigr vorliegenden Untersuchung

beobachten; auch hier waren beide, die ALP- undQstession niedrig.

Es konnte eine Tendenz der Osteoblasten beobacbtden, dass das Osteopontin auf
rauen SLA- und SLActive-Oberflachen in héherem Mafgrimiert wird als auf glatten

PT-Oberflachen und auf Kunststoff — und dies auahim der Gruppe der Osteoblasten,
die intermittierend mit PTH (1-34) stimuliert wurdeln der Gruppe der permanenten

Stimulation (PTH 48) zeigten die Zellen im Expressimuster keine Unterschiede.

Eine verstéarkte Expression von Osteopontin aufrraDkerflachen bestétigt die jingste
In-vitro-Studie aus dem Jahr 2010 von (Klein ejSi# untersuchten neben ALP, OC,
KOL | auch das Osteopontin und fanden heraus, @&ssiber die Zeit (1 bis 21 Tage)
mehr auf rauen und insbesondere auf der SLActived@iche exprimiert wird als auf

glatten (Klein et al. 2010)

Es existieren zum heutigen Zeitpunkt keine In-vitadien, die die von uns gezeigten
Tendenzen hinsichtlich der Zusammenhange zwisché&hl-SRimulation und der
Osteopontin-Expression bestétigen oder widerlegénnén. Eine tierexperimentelle
Studie an Méausen von Ono et al. zeigt, dass beneiMaximum der anabolen Wirkung
von PTH bei einer optimalen Dosierung die OstedpantRNA-Expression ausblieb. Es
wurde daraufhin vermutet, dass OP eine Rolle &sléo Antagonist zu PTH spielt (Ono
et al. 2010).

5.4.8 Genexpression runt-related transcription fact  or-2 (RUNX2)

Der Transkriptionsfaktor RUNX2 gilt als der speghste exprimierte
Osteoblastenmarker. Verschiedene Arbeitsgruppent&onin In-vivo- und in In-vitro-
Studien den Nachweis erbrignen, dass RUNX 2 dierdsgmon vieler osteoblastaren
Marker steuert (Aubin, 1998, Ducy et al., 1996, Ywt al., 1997, Komori, 2005).
RUNX 2 wird von Osteoprogenitorzellen schwach empegt. Die Expression steigt
jedoch mit der Osteoblastendifferenzierung an unét 9eim Osteozyten wieder ab
(Ducy et al., 1997). Im Rahmen der vorliegendeneténichung konnte in allen Gruppen
eine niedrige RUNX 2-mRNA-Expression (0,5% der GARBExpression) beobachtet
werden, dass moglicherweise ein Zeichen fur diedrige Differenzierung der

Versuchsosteoblasten sein kann.
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Des Weiteren wurden wahrend der Untersuchung désHEiEktes auf die RUNX-2-
Expression geringe Signifikanzen auf den Kunstsh#fflachen beobachtet. In der
Gruppe PTH 48 war die Erhéhung der Genexpressgmifigiant, wahrend in der Gruppe
PTH 6 gegeniber der Kontrollgruppe auf einzelnearxhen nur ein Trend beobachtet
wurde. Bezogen auf die Stimulationsart war die Eggion von RUNX 2 in den Gruppen
mit einer PTH-Stimulation auf samtlichen Oberflacleehoht.

In der Literatur wird die Meinung vertreten, dasBHPeinen Effekt auf die RUNX 2-
Expression hat. Bei der Recherche konnte jedochek8itudie gefunden werden, die
humane Priméarosteoblasten verwendeten oder aiietseichsbedingungen hatten. Es ist
durchaus denkbar, dass das PTH Uber mehrere Resdgkaden verfugt, die zu einem
hoheren MalR an RUNX-2-Expression fuihren. Venkattsdl. erklarten den endogenen
Anstieg von RUNX 2 anhand der Aktivierung des PKémittelten 6XOSE-Reporters.
Eine durch Aktivierung der PKA vermittelte erhohagtivitat der ALP konnte an der
veranderten Genregulation von RUNX2 in Osteoblabteiligt sein (Venkatesh et al.,
2003). Tintut et al. stellten anhand einer MC3T3eOblasten-Zelllinie fest, dass eine
kontinuierliche Stimulation mit PTH mittels der Akerung von CAMP nur Uber einen
Zeitraum von 32 Stunden hinweg zu einer starkerene@pression des RUNX 2 fuhrt;
nach 32 Stunden wurde ein Abfall derselben beoba¢hintut et al., 1999). Xiao et al.
erklarten die genexpressionssteigernde Wirkung YirH auf RUNX 2 mit der
Aktivierung des MAPK-Transduktionsweges. Es reicdeshalb bereits geringste Dosen
von PTH, um einevermehrte RUNX-Expression hervarfair (Xiao et al., 1998).

Beziglich des Vergleichs der RUNX 2 Genexpressiohvarschiedenen Oberflachen
waren nicht alle generierten Ergebnisse signifikamtder Gruppe (PTH 48) lieRen sich
die meisten Signifikanzen und Tendenzen identif&zieDanach kam es auf der SLActive
zu mehr RUNX 2-Genexpression als auf der SLA undnmeh mehr auf glatten
Oberflachen. In der Gruppe (PTH 6) lag diese Tendaegiterhin vor, aber der Effekt war
deutlich geringer ausgepragt. In der Kontrollgrupff€TH 0) war die Expression
bezlglich RUNX 2 nur gegenlber Kunststoff signifikdnoher. Rein deskriptiv kann
festgehalten werden, dass die hydrophile Titantimré (SLActive) bezlglich der
RUNX-2-Expression gegenuber SLA forderlicher istabei war die war die
Genexpression um Faktor 1,2 hoéher. Ebenso konntamnitci et al. in ihrer Studie
zeigen, dass auf rauen Oberflachen die Osteoblasten RUNX 2 m-RNA exprimieren
(Marinucci et al., 2006). Die Ergebnisse von Magdlal. fielen so aus, dass RUNX 2 auf
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der SLActive-Oberflache geringfiigig mehr RUNX 2 arpert wurde als auf der SLA,
jedoch deutlich weniger als auf poliertem Titanrogi@er Kunststoffoberflache (Masaki
et al., 2005).

5.4.9 Genexpression PTH R1

Das PTH wirkt am PTH-1-Rezeptor Gber mindestensi zw@eschiedene Signalwege.
Zum einen kommt es Uber guanosintriphosphat-(G®)dide Proteine interzellular zu
einem Anstieg des zyklischen Adenosinmonophospl{@&&MP) sowie zu einer

Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Zum andelesmmt es zu einer GS-Protein-
vermittelten Aktivierung der Phospholipase C (PL@)d zu einer interzellularen
Erhéhung des Inositoltriphosphats (IP3). Die Aldiving des eingesetzten PTH-2-
Rezeptors geschieht einerseits durch seinen vecmuthysiologischen Liganden, das
tuberoinfundibulare Peptid (TIP39), andererseithaad von PTH. Im Vergleich zu

PTH R1 wirkt PTH R2 lediglich Gber den CAMP (Shantd Taylor, 2000).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung lag dierdsgon des PTH R1 im Bereich
von 0,5 % des GAPDH, und damit als gering einzuzeimd Diesbeziglich findet sich
keine Literatur und somit fehlt auch die Grundléigredie Diskussion der Bedeutung der
erniedrigten m-RNA-Expression des PTH R1. Die eitlebn Schwankungen unter den
einzelnen Gruppen PTH 6 und PTH 48 sowie die aimbiden Effekte in der Kon-
trollgruppe PTH 0 belegen aber ganz klar die Affinder Osteoblasten gegeniber dem
stimulierenden Hormon. Dennoch konnten zwar keimgniftkanzen, jedoch Trends
ausgemacht werden, die eine Wirkung des PTH (1&@4)die PTH-R1-Expression

erklaren kdnnen.

Wahrend der Untersuchung konnte eine gesteigenexXpeession von PTH R1 in der
Gruppe PTH 48 beobachtet werden, wogegen in detréltgruppe PTH O hinsichtlich
der Expression keine Effekte sichtbar waren. InGlemppe mit intermittierender PTH-(1-
34)-Stimulation war das Gen PTH R1 im Vergleich der Kontrollgruppe weniger

exprimiert — wenngleich der Unterschied nicht aligald war.

Tendenziell war eine gesteigerte Genexpression R3O R1 auf der SLActive-
Oberflache festzustellen; die Ergebnisse hinsahtiiler tbrigen Oberflachen waren
hingegen nicht eindeutig. Aus diesem Grund konrgimek Korrelation zwischen den

Oberflachengruppen aufgestellt werden.
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Die Literatur bestatigt die Ergebnisse der hiechasbenen Untersuchung dahin gehend,
dass die Osteoblasten einen PTH-Rezeptor besitzérdie Affinitdt der Osteoblasten
zum PTH auf diesem Wege determiniert wird. Die Egpion dieses Gens ist abhangig
von PTH von der Art der angesetzten Stimulationn\shizuya et al. wurde eine
intermittierende  PTH-Stimulation (PTH 6) mit einegroReren Expression von
PTH/PTHrP-Rezeptor 1 gegeniuber einer permanenwsorigst. Eine intermittierende
Stimulation mit einer Stunde pro 48 Stunden (PTHbéwirkte hingegen einen leichten
Ruckgang der PTH-R1-Expression. Eine kontinuiedi@xposition (PTH 48) bedeutete
einen deutlichen Riuckgang der Expression des PTHI#P"Rezeptors 1 (Ishizuya et al.,
1997). Diese Ergebnisse deuten ein sehr fein abgetts frequenzabhangiges System

an.

5.5  Uberlegungen zur Rolle von PTH bei der Integrat  ion

eines Implantats
Skripitz et al. zeigten mittels physikalischer Bestlass die dreimal wochentliche
Injektion einer PTH-Dosis von 6ig/kg Kdrpergewicht die Implantation von Schrauben
und Metallstdben bei Ratten verbessert (Skripitz abf 2000b). Zwar ist der
Rattenknochen im Unterscheid zum menschlichen Kewclicht aus Osteonen aufgebaut
und besitzt keine intrakortikalen Havershen Systeme (Hirano et al., 1999, Vickery et
al., 1996), gleichwohl existiert eine Phase des eéBoRemodeling, d. h. eine
Knochenresorption und -formation, die mit 31 Tagegenuber drei bis finf Monaten
beim Menschen deutlich kirzer ausfallt und ausesie&rund fir Studien gut geeignet
ist. Zhang et al. untersuchten den PTH-Effekt aeri @inften Lendenwirbelkérper an
20 Monate alten Beagles und erreichten auch hiete eVerbesserung der
Spongiosaformation, vor allem in der starker betast Region des Wirbelkdrpers (Zhang
et al 1997).

Die Ergebnisse der photometrischen UntersuchungPdeliferation der vorliegenden
Studie zeigen, dass eine intermittierende PTH-Gab¥ergleich zu einer permanenten
PTH-(1-34)-Stimulation auch im Vergleich zu der Kmaigruppe eine deutliche Sup-

pression der Proliferationsrate Uber zehn Tagedtnvervorgerufen hat.

Gleichwohl konnte anhand von Ergebnissen der Geasgjpnsuntersuchung gezeigt
werden, dass die PTH-Stimulation jedes MarkersdemStimulationsart abhangig ist. So
sind einige Marker wie ALP auf glatten OberflachEQL I, ON, PTH R1, RUNX 2 bei
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der permanenten Stimulation starker exprimiert [@$ einer intermittierenden. Das
Osteopontin und das Osteocalcin zeigen einen urhgekeEffekt. Auf die alkalische
Phosphatase auf rauen Oberflachen, sowie auf CEM#e Fibronectin hat das PTH (1-
34) offensichtlich keinen Einfluss. In der GruppelH% konnte eine leicht

inhibierende Wirkung der Genexpression von PTH &dblachtet werden.

Ausgehend von den Ergebnissen der vorliegendenrddicteung kann eine stimulierende
Wirkung von PTH (1-34) in-vitro auf einige Markegstgestellt werden; es kdnnen jedoch
keine eindeutigen Aussagen zu der Rolle des PTHdaufOseointegration in vivo
gemacht werden. Grundsachlich und speziell bei dadiegenden Studie muss
berticksichtigt werden, dass Ergebnisse aus In-\tri@rsuchungen nicht direkt mit
denen aus In-vivo-Untersuchungen vergleichbar siditerhin muss angemerkt sein,
dass wir einem konkreten Stimulationsprotokoll ushizuya et al. unter Verwendung
humaner Primérosteobalsten gefolgt sind, die Eigebnkdonnten bei abweichenden
Versuchsbedingungen oder Auswahl anderer Markdr anterschiedlich ausfallen.

5.6  Uberlegungen zur Rolle der Hydrophilitat beide  r
Oseointegration
Es existieren bereits wissenschaftliche Erkenrgness In-vivo-Studien, die hydrophile

SLActive-Oberflachen mit hydrophoben Titaniumokicfien vergleichen.

Die modSLA-Implantate weisen nach einer Einheilgham zwei, vier und acht Wochen
bedeutsam hdhere Ausdrenmomente (8 bis 21 %) elerdsprechenden Implantate der
SLA-Kontrollgruppe (Ferguson et al., 2006) auf.

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie konrden dynamischen Vorgange der
frihen Einheilphasen enossaler SLA- und modSLAHrTgplantate beschrieben werden.
So konnte anhand der MG-Farbung gezeigt werdens dias Blutkoagulum an

hydrophilen modSLA-Implantatoberflachen deutlictalster ist. Die Werte fir die

Knochenimplantatkontakte an modSLA-Implantaten nawben und nach 14 Tagen
waren signifikant héher als an SLA-Implantaten;lsotp ging die Anlagerung lamellarer
Knochenstrukturen auf modSLA-Implantaten schnells bei SLA-Implantaten

vonstatten (Schwarz et al., 2007b, Schwarz €2@09).

Die Ergebnisse aus den In-vitro-Studien geben ingM&h zu den In-vivo-Studien die

Rolle der Hydrophilitat in ihrer Wirkung auf das Malten von Osteoblasten im kleineren
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Umfang wieder. Zhao et al. konnten zeigen, dassSaictive-Implantatoberflachen ein
signifikant hoheres Zell-Attachment sowie eine doen signifikant hohere
Zellproliferationsrate von MG63-Osteoblasten im §leich zur SLA-Oberflache erreicht
wird (Zhao et al., 2005). Die Synthese der alkhksc Phosphathase (ALP), das
Osteocalcin (OC) sowie der lokaler WachstumsfaktqfRRGE2 und TGEB- 1) waren in
der SLActive-Gruppe ebenfalls héher als auf der &Mferflache (Masaki et al., 2005,
Schwarz et al., 2009, Zhao et al., 2005).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeikgine Unterschiede in der
Genexpression zwischen der SLA- und SLActive-OBehien — bis auf leichte
Tendenzen in der Expression von RUNX 2. Trotz dieBeobachtung waren die
Expressionsraten auf den SLA und SLActive mit deraeri glatten Oberflachen
werden, dass die Genexpression im vorliegenden ialt von der hydrophilen

Eigenschaften einer Oberflache abhéangt.
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6. Zusammenfassung

In  mehreren Studien konnte der Nachweis erbrachtrdeme dass die
Oberflachenrauhigkeit eine direkte Wirkung auf @steoblastenadharenz, Proliferation
sowie Differenzierung hat. Die SLActive-Oberflacheeist in der Mehrzahl dieser
Arbeiten im Vergleich zu der SLA-Oberflache einrsitlkant héheres Zell-Attachement
sowie eine ebenso signifikant hohere Zellproliferarate von Osteoblasten
unterschiedlichen Ursprungs auf. Dariiber hinaus idéer SLActive-Gruppe die Synthese
osteoblastarer Marker wie alkalische Phosphath@steocalcin, RUNX 2, Kollagen
Typ | oder lokaler Wachstumsfaktoren (PGE2 und TGH- signifikant erhéht. Diese
Daten deuten darauf hin, dass Oberflacheneigerisohakie Mikrostruktur oder
Oberflachenenergie das Potenzial haben, auf dieoBisistendifferenzierung Einfluss zu

nehmen.

Der Wirkung des Parathormons auf die Osteoblasteénauf den Knochenmetabolismus
des Korpers wird wachsende Aufmerksamkeit gesch¥findde tierexperimentell gefihrte
Studien konnten eine anabole Wirkung des Hormorfisdan Knochen identifizieren.
Bisher allerdings vermochten einzelne Versuchsnedgld -ansatze nicht, die exakten
zellularen und molekularen Mechanismen dieser daab®Virkung hinreichend zu
erklaren. Die Erkenntnisse aus diesen Studien rlasdas PTH als einen
vielversprechenden, aber nocht nicht hinreicheorssahten Hoffnungstrager auf dem
Gebiet der Knocheninduktion erscheinen. Demnadeéiefer gehende Kenntnisse Uber
die hormonelle Stimulierung des Knochens weitraiclee Konsequenzen auf den

Gebieten der dentalen Implantologie und der Alw&olachenforschung.

Vor diesem Hintergrund bestand das primére Zielwdeliegenden Dissertation darin,

erstmalig in einem Zellkulturmodell eine quantiatiund qualitative Untersuchung des
Genexpressions-, Adhasions- und ProliferationsVena der Osteoblasten auf
verschiedenen Oberflachen in Abhangigkeit von den@ation mit dem Parathormon

durchzufihren. Zu diesem Zweck wurden Primarosssdédh herangeziichtet und auf
verschiedenen Oberflachen angesiedelt. Die zu sutgkenden Oberflachen waren:
Kunststoffoberflache, maschinenhergestellte p@iditaniumoberflache, sandgestrahlte
und sauregeatzte Titanoberflache; chemisch vertindeandgestrahlte, séuregeatzte
Titanoberflache. Die Zellen auf den Versuchstrageurden mit PTH 1-34 entweder gar
nicht (PTH 0), intermittierend (PTH 6) oder perm@ngPTH 48) stimuliert. Die
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Konzentration von 10 bis 11 Mol/ml oder 50 ng/mlirdei in Anlehnung an die Studie

von Ishizuya et al. verwendet.

Die Ergebnisse aus den Adhasionsuntersuchungeanzaigss auf glatten Oberflachen,
insbesondere auf der polierten Titaniumoberflackbm®steoblasten anhaften, sie jedoch
im gleichen MalRe Adhasionsmarker wie Kollagen vogyp T Fibronectin oder
Osteonectin exprimieren. Die PTH-Stimulation schekeinen Einfluss auf das

Adhé&sionsverhalten der Osteoblasten zu haben.

Die Proliferationsuntersuchungen zeigen, dass soavelStimulation mit PTH (1-34), als
auch die jeweilige Oberflache die priméren human@steoblastenkulturen in
signifikanter Weise beeinflussen. In unserem Vdrsueisen die Osteoblasten auf glatten
Oberflachen eine hohere Proliferationsrate als eaden Oberflachen auf; eine
intermittierende PTH-Stimulation scheint sogar diellen in ihrer Proliferation zu
hemmen. Die Ergebnisse aus der Adhéasion- und émtibnsuntersuchung wurden
anhand von Bildern aus der Fluoreszenzmikroskasétzlich visualisiert.

Bei der Genexpressionsuntersuchung wurde die mRi#kdssion der knochen-
assoziierten Marker ALP, FN, KOLI, OC, OP, ON, R¥WR, CEMP 1, PTHR1
gualitativ. und quantitativ durch RT-PCR ermittelDie Ergebnisse aus der
Genexpressionsuntersuchung legen nahe, dass dieS@nblation nicht aller Marker
und nicht im gleichen Mal3e von der intermittierandeler permanenten Stimulationsart
abhangt. In Kombination aus statistisch berechnbtaien und diskriptiver Beobachtung
kommen wir zu den Ergebniss, dass der Marker alfali Phosphatase auf den glatten
Oberflachen, sowie KOL I, ON, PTH R1 und RUNX 2 allen Oberflachen bei der
permanenten Stimulation starker exprimiert werddmgekehrt wurden die Marker
Osteopontin und Osteocalcin bei der intermittieeandPTH-Stimulation verstarkt
exprimiert. Die Expression der alkalischen Phosgdetuf rauen Oberflachen, CEMP 1
und Fibronectin auf allen Oberflachen zeigten swh der PTH-Stimulation unabhangig.
Schlie3lich haben wir in der Gruppe (PTH 6) sogae éeicht inhibierende Wirkung bei
der Genexpression von PTH R1 beobachtet. Insgdsamtunsere Studie belegen, dass
PTH eine Wirkung auf die Osteoblasten in vitro lizie Oberflachenbeschaffenheit des
Substrats hat ebenfalls Einfluss auf die Zellerieressamt bei dem Vergleich der
Genexpression auf verschiedenen Oberflachen was deh in der Kontrollgruppe
(PTHO) nur wenige signifikante Unterschiede zeigt®agegen konnten grol3ere
Schwankungen zwischen den Oberflachen in den GrugpdH 6) und (PTH 48)
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beobachtet werden. Daraus kann geschlussfolgedewedass die Genexpression von
Osteoblasten im vorliegenden Fall nicht alleine vder Oberflachenmorphologie
abhangig ist, sondern ein Zusammenspiel der Faktoveaussetzt, bei der vorliegender

Arbeit also die Kombination mit der PTH-Stimulation
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