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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Detaillierte Erkenntnisse Uber d&emplexe zellulare Verhalteder Zellen an der
Grenzflache zum Biomaterial sind entscheidend fiur die Weiterentwicklung
biofunktionaler Implantatoberflachehinsichtlich derVerbesserunghrer Akzeptanz

und IntegrationDie Zell-MaterialInteraktionist vontopographischennd chemischen
Oberflacheneigenschaften des Materials abhéangigpbei der Einfluss beider
Komponenten duZellen nicht vollstandig geklart isDie Osteoblastendie fir den
Knochenaufbau verantwortlich siné®nnen ihre Umgebung sensitiv erfassen und
interagieren UbeAdhasionsrezeptorenntegrine) mit der extrazellularen Matrix an der
Grenzflache zur Biomterialoberflache. Die transmembranen Integsind intrazellular
Uberlokalisierte Adapterproteine (B. Vinkulin) mit dem Aktinzytoskeletverbunden

Das Aktinzytoskelett ist verantwortlich fur Zellmorphologie und Zellmigration, sowie
essentiell bei der Ubertragung von externen Signalen und Kraften in die Diele.
Wechselwirkung beeinflusst die Signaltransduktign u.a. die Mobilisierung von
wichtigen sekundaren BotenstofférKalziumionen, und damit die Zellfunktion (B.
Synthese von extrazellularen MatrixproteineBur Aufklarung der Interaktion von
humanen Osteoblasten der Zelllinie M83 mit einer geometrischen
Oberflachentopographie wunde definierte Mikropfostenstruktuan
(Hohex Breitex Lange: 5x 5x 5um) aus Titarbeschichtetem Silizium untersucht.
Des Weiteren wurden folgende chemische Modifikationen generiert: reines Silizium,
Beschichtung mit Gold, Kollagefyp | bzw. plasmapolymeriesrtem Allylamin. Die
Analysen der ZelMateriatinteraktionen zeigten, dassied mikrostrukturierte
Pfostenoberflachalie Zellarchitektuii Morphologie und Aktinzytoskeletti in einer
direkten  Topographiabhangigen Art beeinflusst. Die Organisation des
Aktinzytoskeletts in kurzen Fragmenten innerhalb der Zelldimension auf den
Mikropfosten ist unabhéngig von dengo.chemischen Oberflachenmodifikationen und
den variierten Zellkulturbedingungen (entgegen Gravitation, ohne Serumzudasz).
Topographienduzierte fragmentierte Aktinzytoskelett resultient einer reduzierten
intrazellularen Kalziumionenkonzentration sowie in einer verminderten Fahigkeit der
Zellen zur intrazellularen Kalziummobilisierung nach Stimulation mit ATP. Wéhrend
weitere Faktoren in de Signaltransduktion, wie die Expression von
spannungsabhangigen Kalziumkangl€a,1.2,Ca,1.3 Ca3.1, Cq3.2 undCa3.3)und
aktivierten Signalproteinen (B. MAP-Kinase), topographisch unabhangige Prozesse
sind. Der Einfluss der Mikrotopographie auk dntrazellulare Kalziummobilisierung
liefert neue Erkenntnisse dartber, wie externe Signale in die Zelle weitergeleitet werden
und ist daher ein wichtiger Beitrag in der medizinischen Grundlagenforschung, sowie
fur die weitere Entwicklung innovativer Bimaterialien in der Medizin.

Schlagworter.  Mikropfostenstruktur Osteoblasten, ZellarchitekturMorphologie,
Aktinzytoskelett; Signaltransduktin, Signalproteine, Kalziumkangle
Kalziummobilisierung
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l. Einleitung

1. Biomaterialien

Der Begriff Biomaterial umfasst unterschiedliche Materialien und Werkstoffe mit
diversen Anwendungen und Anforderung®ie Gemeinsamkeit aller Biomaterialien

ist die Tatsache, dass die korperfremden Materialien in den unmittelbaren Kontakt mit
einer biologischen Umgebur(@), wie Gewebe und Blut, in chemische, physikalische
und biologischéWechselwirkungen treten. Die Biomaterialien werden verwendet um
die Funktion eines komplizierten Systems, allein oder teilweise, durch die Kontrolle der
Wechselwirkung mit der biologischen Umgebung zu férdern, zu stabilisieren oder zu
ersetzen. Daher sindie Biomaterialien hauptsachliche in der therapeutischen oder
diagnostischen Anwendung in der Medizin beispielsweise als Zahnflllungen, Stents,
Endoprothesen und Organersatz vertré nDie Biomaterialierwerden zum einesls
permanente Implaate im Korper oder zum anderen als temporare Unterstutzung des
Gewebes verwendet. Die Materialklassen lassen sich je nach ihrer Abbaubarikeit
Stabilitdt oder Funktion einteilen in nichtlebende organische (biologiddamrialien,

wie Herzklappen und das Protein Kollagemnd in anorganische (synthetische)
Materialien, wie Metalle, Polymere und Keramiken, oder sind Kombination
verschiedener Werkstoffe (Komposite). Die klinische Herausforderung und wichtigste
Anforderungdie ein Biomaterial erfullen muss, ist in Zusammenhang mit dem direkten
Kontakt des Materials mit dem umliegenden Gewebe begriindet. Die Biomaterialien
sollen biokompatibe(3), also biologisch und chemisch inert sein, um &eaiegativen
Prozesse wie Entziindungsreaktionen, gibmhe Reaktionen oder im worstse
Abstol3ungsreaktionen im Korper hervorzuru{é@h Sie sollen sowohl die funktionelle
Ahnlichkeit zu korpereigenen Strukturen wie auchediiologische Vertraglichkeit im
Korper haben. Dariiber hinaus missen Biomaterialien mechanische als auch
physikalische Erfordernisse entsprechen. Die Bedeutung von medizinischen
Biomaterialien nimmt immer weiter zu. Heutzutage ist fur die medizinische Ashuwey

auch die Interaktion und Stimulation mit den umgebenden Zellen des Gewebes
gewinscht. Das heil3t eine Geweberegeneration ermdglichen dort wo das Potential zur
eigenen Regeneration fel(®). FUr die Integration eines Knloenersatzmaterials in den
Korper ist die schnelle Akzeptanz durch das umgebende Gewebe entschBidend.
Biomaterialien sollen einem Infektionsrisiko entgegenwirkie Wahrscheinlichkeit

einer erfolgreicherDsseointegration st abhangi g s wmf zlisoleic e f

or
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den Zellen und den Bakterid6). Weiterhin ist die Erh6hung der Standfestigkeit des
Werkstoffes essentiell, insbesondere bei permanenten Implantaten. Die Grenzflache
zwischen Biomaterial und Zelle ist dabeichtig fur die Férderung der Zelladhasion,

des Spreadings, der Migration, der Proliferation und der Differenzierung der Zellen. Die
Interaktionen der Biomaterialien mit dem umgebenden Gewebe kann zum einen durch
die Biodegradierbarkeigrreicht werden. Dss heil3t die Zellen resorbieren das Material
und ersetzen es durch gewebeeigene Substanz. Zum anderen durch die
Biofunktionalisierung der Materialien und damit durch eine aktive Beeinflussung der
umliegenden Zellen. Die Funktionalisierung eines Biomatekiahn mittels chemischer

als auch topographischer Oberflacheneigenschaften erzielt w@jden

Biomaterialien im Knochen

Der eigene Korper kann grof3e Knochendefeldeispielsweise verursactdurch
Tumoren oderUnfallen nicht selbst reparierenEs werden jahrlich immer mehr
Erstimplantate eingesetzt und aufgrund der hohen Lebenserwartung steigende
Revisionsoperationedurchgefuhr{8). Zunehmend synthetische Biomaterialien werden
als Knochenersatn den grof3en Defekten zur Wiederherstellung verlorener Funktionen
eingesetztIn nicht lasttragenden Bereichen des Knochegesden Kalziumphosphate,
Polymereoder biomimeisché KollagenHydroxylapatitKkomposite verwendet. Diese
Werkstoffe kodnnen aufgrundéhrer mangelnden Stabilitdt nicht in den belasteten
Bereichen wie beispielsweise im Gelenkersatz eingesetzt werden. Aufgrund der
erhohten mechanischen Festigkeit stellen Metalle wie Titan und seine Legierungen
geeignete Werkstoffe im orthopadischen Bdradar. Die an der Atmosphéare gebildete
native nmdicke Titanoxidschicht, das sgezeichnete Korrosionsbestandigkait die
mechanischen Bulkeigenschaften des Titans sind wichtige Faktoren fur seine
Biokompatibilitat (9; 10). Die Méglichkeiten zumtopographische®berflachendesign

sind bei metallischen Biomaterialiggegeben, denn die Funktionalisierung und damit
die Wechselwirkung zwischen Biomaterial und Zellen sind entscheidend fir den
klinischen Erfolg von Implantaten.

2. Der Knochen

2.1. Anatomie des Knochens

Das Skelett der Wirbeltiereebteht aus mehr als 200 Kien, gibt den inneren
Organen Schutz unigt flr die Stabilitdt und den Korperbau verantwortl{@i). Die

! dem Knochen in Struktur und Zusammensetzung nachempfundenen
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Knochen, die Gelenke, die Muskulatur und die Bander bilden zusammen den
Bewegungsapparat. Der Knochen ist dwochorgaisiertes, metabolisch aktives
Gewebe beispielsweise ein Speicher fiur Mineralstoffe wie Kalzium und Phosphat. Der
Knochen bildet sich aus embryonalem Bindegewebe und besteht aus balkenférmig
angeordneten kollagenen Eiwei3fasern (Lamellen) und Kalken, fidie eine
mechanische Belastbarkeit sorgen. Die &ulRere massive KnochensuBstasiar(tia
compacta ist von einer derben Knochenhaut, den sogenannten Periost urballt.
Periost bestehaus einer fiborosen Schicht, sowaels einer Schichinit osteogenem
Paential ausder neue Knochen entsteht. Durch das Periost ziehen BlutgefaRe und
Nerven ins Knocheninnere. Diubstantia compactsind konzentrisch um ein Osteon
beziehungsweise Blutgefal? angeordnete Lamellen aus mineralisierten Fasern zwischen
denen Knochlnzellen, die Osteozyten, sitzen. Das Osteon ist die Grundeinheit der
Substantia compactamit 6-7 Knochenlamellen und einem zentralen Havers'sschen
Kanal. Im Inneren des Havers'schen Kanals befinden sich kleine Blutgefifiie
Nervenfasern. Er dient zuMahrstoffversorgung und Reizubertragung. Untereinander
sind die Havers'schen Kandale beziehungsweise Osteone Uber den querliegenden
VolkmannKanal verbunden, der ebenfalls Blutgefalle enthédlt. Die innere
Knochensubstanz, di€ubstantiaspongiosa besteht asi flachigen und parallel zur
Oberflache angeordneten Trabekeldblfildung 1). Die Spongiosa ist ein
schwammartiges mit Poren versehenes dreidimensionales Gerust und damit leichter bei
gleicher Stabilitat. Sie unterliegt einem stadndigen Umbau, um sichgedgebenen
Belastungssituationen anzupassen. Im inneren liegt das Knoche(tigrider Ort der
Hamatopoiese.

Nach ihrer Form wund Funktion unterscheidet man verschiedene Knochen.
Beispielsweise besitzt der Rohrenknochen (Armand Beinknockn) einen
réhrenformigen Schaft, mit einem mit Knochenmark gefillten Markraum in der Mitte
und 2 verdickte Enden. Dagegen sind die kurzen Knochen (wie Handwurzelknochen)
warfelférmig mit einer dinnen Aul3enschicht und in dem Mark der platten Knochen
(Schadeoder Rippe) werden die Blutzellen gebildet.

Das Knochengewebe mit den Osteoreestehtaus ~63% anorganischen Substanzen
wie Kalziumphosphatverbindungen, vor allem Hydroxylapatit, die fir die Festigkeit
sorgen. Zu ~356 besteht es aus organischen Substanzen, davon 26 a8 Kollagen

(97 % KollagenTyp-I), die fur die Elastizitat veranwovtlich sind. Die Synthese der
Kollagenfibrillen erfolgt im rauen endoplasmatischen Retikulum, die dann extrazellular
zu Fasern in einem Muster mit 6 Licken zusammemesetztwerden in die sich das
Hydroxylapatit einlagern kann. Die restlichen 950 an organischen Substanzen
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machen Proteoglykane und Glykoproteine wie Ostetin, Osteonectin, Ostealcin
undBone Sialoprotein aus, die die Kollagenmatrix bild@i2).

Osteon
_ Haversscher Kanal

dufiere Knochensubstanz
{Substantia compacta)
, B, Periost
innare Knochensubstanz 4.1 :
(Substantia spongiosa) ;

Nerv

Haversscher
Kanal

Blutgefale

Volkmannscher Kanal
Knochenbalkchen

Abbildung 1: Aufbau des Réhrenknochens. (Abbildung nawstw.dr-gabrielelampert.dg.

2.2. Knochenzellen

Im Korper findet standig ein Knochenumbau statt, an dem 3 Knochenzelltypen beteiligt
sind. Dieser Umbau unterlieghem empfindlichen physiologischen Gleichgewicht, bei
dem sich die Knochenzellen gegenseitig regulieren und stélL@xrZuerst rekrutieren
Pr&Osteoklasten, disich ausddemhamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarkes
entwickeln, an den Knochen wund verschmelzen zu mehrkernigen aktiv
knochenabbauendédsteoklasten Sie sind groRRer als die Osteoblasten und enthalten in
ihren Vakuolen und Lysosomen saureartige Enzyme wie Milchsaure, Zitronensdure und
Chlorwasserstoff. Damit resorbieren die Osteoklasten den mineralisierten Knochen
(14). Sowohl die Rekrutierung der P@steoklasten an den Knochen, als auch
Inhibierung der aktivenOsteoklasten wird durch freigesetzte Mediator der
Osteoblasten regulierf{l5). Am Ende des Abbaus werden Osteoblasten an die
entstandenen Hohlraumen, den sogenannten Resorptionslakunen, gelockt. Die
knochenbildende®steoblastenentwickeln sich aus den mesenchymalemfatzellen

(15). Fur die Osteogenedagern sichdie Osteoblasteschichtartig ardie Lakunen an

und synthetisieren beziehungsweise sezernieren dee fibrillare kollagene
Knochenmatrix,eine weiche noch ni¢hmineralisierte hmogene Grundsubstaiizdas
Osteoid Durch die Einlagerung von Kalziumiomeund Phosphatenerfolgt die
Mineralisierung des Osteoids. Ausdifferenzierte Osteoblasten, die im Zuge der
Osteogenese eingemauert werdeiden den grof3ten Anteil an Knochenzellenlie
Osteozyten (15). Die Osteozyten sind essentiell fur den Erhalt des Knochens. Sie


http://www.dr-gabriele-lampert.de/
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weisen aber nur eine reduzierte Syntheseleistung auf. Der Resorptionsprozess der
Osteoklasten dauert etwaWsochen. Der gegensatzliche Prozesler Aufbau des
Knochens durch die Osteoblasten dauert dagegen bis Mondten (16). Der
Regenerationsprozess des Knochens ermoglicht eine standige Erneuerung, Reparatur
und Anpassung aginegeanderte Belastung.

3. Zell-Material-Interaktion

Die biologische Wechselwirkung einer Zelle an der Grenzflache zu einer
Materialoberflache ist entscheidend fur eine erfolgreiche @sstegration des
Implantateq17). Die adharenten Zellen in Geweben sthdch ZeltZellverbindungen
verankert und stehen mit der extrazellularen Matrix (EZM) struktureller und
funktioneller Verbindung (18). Dadurch wird ein Austausch von Informationen und
Nahrstoffen  gewahrleistet. Der  wichtigste  initiale  Prozess in  der
Zell-MateriakInteraktion ist die zellulare Adhasion, dieechanische Verankerung einer
Zelle an die Materialoberflach@.9). Die Zelladh&siommfasst verschaene Phasen.

Zum einen die schnelAnheftungsphasdie Zellen reagieren nicht mit der blanken
Materialoberflache, sondern mit den sie umgebenden biologischen extrazellularen
Matrixproteinen aus dem Medium, Serum oder Blut. Doch die Biomaterialien kénnen
mittels ihrer Oberflacheneigensdtem, ob Topographie, Chemie oder Energie, und
damit aufgrund ihrer mechanischen als auch elektrischen Wechselwirkungen, die
Adsorption der Proteine in der EZIn der Grenzflache des Biomaterigksrandern

(20). Die nun modifizerten kurzfristigen Ereignsse wie physikaliscbhemischen
Verbindungen zwishen Zellen und Bioaterialien mit beispielsweiseonischen
Kraften, van der Waalkraften sindcharakterisierfir die ersten passiven Bindungen

an die Materialoberflach@1).

Zum anderen die langere aktive rereqwvermittelte Adhasionsphase: In dieser Phase
erfolgt die Wechselwirkung von verschiedenen zellularen Adhé&sionsstrukturen und
Molekulen (19). Die Adhasion and das folgende Spreading einer Zelle an der
Materialoberflache/EZM werden dber transmembrane Oberflachenrezeptoren wie
Integrine vermittelt. An den zytoplasmatischen Part der Integrinrezeptoren binden
weitere Molekile des FokalkontakteBiese Phase istharakterisiert durch einen
aktiven Prozess der AktRolymerisation(22). In einem zellularen Komplex ist das
Aktinzytoskelett mit den Integrinen in einer funktionellen Einheit miteinander
verbunden. Aufgrund der Wechselwirlgimvird eine feste Verankerung der Zelle mit
der Materialoberflachenduziert (19). Des Weiteren sind die Zellen in der Lage
topographischeind chemische Signale aufzunehmen. Diggmalewerden innerhalb
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der Zelle Uber die zBuldren Strukturen und Signalkaskaden in den Zellkern
weitergeleitet. Dadurch wird die Zellphysiologie als Antwort auf die auf3eren Faktoren
moduliert. Das betrifft den Erhalt d&ewebestruktur, die Proliferation, die Migration,
die Differenzierung und dalberleben der Zell@9; 23)(Abbildung?2).

Zell
B Zytoplasma

Zellkern Aktin

o-Actinin

Gentranskription

Cadherine

Integrine

EZM : : . : :
— RGD RGD RGD RGD RGD RGD

MATERIAL

Abbildung 2: Schema der ZeMateriatinteraktion mit den fir die Adhasion eines
Osteoblasten an ein  Biomaterial notwendigenAdhasionsstrukturen FAK: Fokale
Adhasionskinas€Abbildung nachAnselme K (19)).

3.1. Extrazellulare Matrix

JedeZelleist von einer Zellmembraaus Lipiden und Proteinen umhikuRerhalb der
Zellmembransind die Zellen von einer komplexerextraellularen Matrix (EZM)
umgeben(18). Die EZM wird von Zellen selbst in den Extrazellularraum sezert
umgebaut und abgebautum Beispiel sezernieren im Knochen die Osteoblasten ihre
eigeneEZM. Diese extrazelldre Matrix ist ein komplexes Netzwerk und setzt sich aus
einer Gesamtheit von Makromolekujenvie faserférmiga Glykoproteine und
Polysacchariden zusammen. Mit 906 ist der Hauptbestandteil der EZM das
Strukturprotein Kollagen (9% KollagenTyp ). Das Verbindungsprotein Fibronektin
und die Proteoglykane wiglykosaminoglykane (GAG3ind weitere Komponenten der
EZM (24). Einige derProteine haberthemotaktische odeadhasive kKenschaften,
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insbesondere weil diedgganden eindRGD)-Sequenzbesitzen, die spezifischifidie
Fixierung von Rzeptoren wie Integranist (19; 25)(Abbildung 3). Die extrazellulare
Matrix bildet ein Gertist zwischen den Zellen fiir digtimale Zeladhasion und dient

als Strukturelement zur Elastizitat, Formgebung und mechanischen Unterst{&@ung

Des Weiteren beeinflusst sie zellphysiologische Prozesse wieSpesading, die
Migration, die Proliferation und die Genexpressiemer jeden Zelle(27). Die
extrazellulare Matridst ein Reservoifir Signalmolekiile wie Kalziumiomg(C&*) und

sorgt fur den Signalaustausch der Zelle mit ihrer Umgebung, wodurch sie einen Einfluss
auf die zellulare Signaltransduktion aus(it8).

3.2. Zellulare Adhéasionsstrukturen

Fur die dynamische Interaktion der Zellen mit der Umgebung sind die
Adhasionsstrukturen im Fokalkontakt verantwortli@8; 29; 30) Aufgrund dieser
Wechselwirkung erfolgt die Regulatiorerdstrukturellen Komponente81) und die
Transduktion der fir die zellulare Adhasion und Migration benétigten Si¢B2]1e33)
Transmembran&ezeptorproteingvie Integrineverbinden én extrazellularen mit dem
intrazellularen Raum. Die Integrinrezeptoremd intrazellular mitAdapterproteinen
gekoppelt Die Adapterproteine stellegine Verbindungzwischenden Aktinfilamenten
unddenRezeptoenher(19; 25; 34)Abbildung3). Diese zellularen tBukturen sind fur

die Verankerung der Zellen derMateriabberflacheverantwortlich und regulieren eine
Vielzahl von zellphysiologischen Prozesseie Zelladhé&sion, Proliferation, Wachstum
und SignaltransduktioflL9; 23; 28; 30; 35; 3gAbbildung?2).

Die Adhé&sionsrezeptoren sorgen fiur den ersten Kontaikt der EZM an der
Grenzflachezur Biomaterialoberflachend sind durch ihre Fahigkeit charakisiert mit
einem spezifischen Liganden zusammenzuwir(@8). Diese Liganden kdnnen auf der
Membran von benachbarten Zellen oder in der EZM angeordnet vorl{@genSie
verbinden den extranit dem intrazellularen Raum durch Regulierung der Anordnung
von zytoskelettal assoziierten Proteinen im adhasiven Fokalko(®aktund I6sen
Signalkaskaden au@7). Sie wirken als bidirektionale Wandler von Signalen und
mechanischen Kraften28; 38) Die transmembranen Adhasionsrezeptoren sind
Glykoproteine die in 4 Familien zusammengefasst werden kdnnen: die Selektine, die
ImmunglobulinSuperfamilie, die Cadherine und die Integrin€39; 40) In den
Osteoblasten spielen die Cadherine und die Integrine eine entscheidende Rolle bei der
Zelladhasior(19).

2 RGD-Peptide bestehen aus 3 Aminosauresequenz: Arginin, GlyAispiraginsaure
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Die Cadherinesind Transmembraslykoproteine,die tberintrazellulare Proteingvie
U-Actinin mit dem Aktinzytoskelett verbunden sind und soeitiie Zell-Zell-Adhésion
vermitteln  (19; 24) (Abbildung 2). Weitere ZeHZell-Kontakte, wie
GapJunctionKanale werden von derProteinennamens ConnexiiiCx), wie in den
Osteoblasten Cx43, gebildd9). Diese Adharenzarbindungen bieten Verankerung mit
den umgebenden Zellen und ermdglichen die interzellulare Kommunikation durch den
direkten Austausch vogeldsten sekundaren Botenstoffe und lonés C&* oder IP3

(19; 41)(Abbildung2).

Die Integrinrezeptoren sind Heterodimere und bestehen aus einerkovelent
miteinander ver bumd e aine g-Kktdge5) Beantlsind b
18U und 8b-Unterenheiten die ca. 24 verschiedeiiembinationen bilder{42). Jede
Untereinheit besteht aus einer grof3en extrazellularen transmembranen Doméane und
einer kurzen zytoplasmatischen Domaimse extrazelluldaren Doménen der beiden
Untereinheiten bestimmen die Spezifitdt der Bindung an den -B&jdenzen der
extrazellularen Matrixproteine (43) (Abbildung 3). Beispielsweise mit den

I ntegrindom2nen U2b1 er f olTgptl oddri @ deBi ndun
Il ntegrinuntereinheit en(l9028638) Die Erkethireitg det a s  F i
RGD-Peptidsequenz in den EZRroteinme r f o | gt -Igelgrsnunterdinhetnd

die Bindung zwischen den Ligandeund den Integrine erfordert in der
UIntegrinuntereinheit Kationen wie €aind Md* (44).

Die inaktiven Integrine sind an der gesamten Zelloberflache diffus verteilt. Infolge einer
Integinaktivierung durch Bindung an eiMatrixprotein wird die Regulation der
Dynamik und Organisation der verschiedenen Untereinheiten an der Zelloberflache
beeinflusst. Bei der Aktivierung ddntegrine geht es von einer gebeugten in eine
aufrechte Konformation GbgR4). Die Integrinaktivierung erzeugt eine starke Affinitat

fur andere zytoskelettale Komponenten im Fokalkor(kt

Die fibrillaren Adapterproteine interagieren zum einen direkt mit der zytoplasmatischen
Doméne derrtegrinrezeptorewie Talin (46)u n dActthin (28), zum anderen sind sie
lokal miteinander assoziiert wie beispielsweise Vinkulin und PaxillDiese
Adapterproteineermdglicken aufgrund der Quemrnetzung mit Bindungspartnern wie
Integriren zytoskelettalerProteine Proteinkinaserund Signalmlekilenden Aufbau

des Fokalkontakteq47). Damit sind die dynamischen Adapterproteingn der
Signalubertragundpeteiligt (32; 43; 48; 49) Zusammen mit der kbokalisation und
Aktivierung von verschiedenen Molekilen wie der fokale Adhasionskinase (FAK)
bilden sie die Grundlage fir die physikalische Verbindung zwischeen

? Inositoltrisphosphat
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Integrinrezeptoren und dem Aktinzytoskel@i; 35; 43; 50YAbbildung 3). In Folge
wird die biochemische und strukturelle Organisation des Aktinzytoskdle&mflusst
(32; 47; 51, 52)

Kollagen Proteoglykane

: razellulirer Raum -~ 7

Fibronektin

zell !))1} ;; i
membran Jlﬂ!}lf

I.'

A
y '3
> "‘)

c, ‘ Intrazelluliirer

\ ‘R'lum

Abbildung 3: Schema deWerankerung von Zellen mit der extrazellularen MatRRK: Fokale
Adhéasionskinas€Abbildung nachCampell et al.Fig. 6:30a(25)).

3.2.1. Aktinzytoskelett

Das intrazellulare Zytoskelett bildet ein Netzwedas aus 3 Zellstrukturproteinen
aufgebaut ist: den Intermediarfilamenten, den Mikrotubuli und den Aktinfilamenten.
Das Aktinzytoskelett beeinflusst sowohl dasrphologiscle als auchdasfunktionelle
Verhalten der ZelleEssorgt fur die mechanische Stabilitder Zellform und bestimmt
damit die Morphologig53; 54) Aufgrund der zytoskelettalen Dynamik, stabilisieren
zellulare Strukturen sich durch Druck und Spannung selbst, wodurch das Zellspreading
und die Migration beinflusst werder(55). Das Aktinzytoskelettist dartiber hinaus
essentiell fur die Adhasiomnd fur den Zellkontakfufbau, sowiefir geordnete
Bewegungsablaufe im Zytoplasma wdee Signaltransduktion undie Fortbewegung

(32; 38; 49; 53; 54, 56; 57)

Durch Polymerisation, unter Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP), werden aus
einzelnen globularen Aktinmonomer€G-Protein) doppelstrange helikale Filamente,
sogenannte filamentdse Aktinfilamente gebildetA{in) (18; 58) (Abbildung 4), die

einen Durchmesser vonr®nm und eine Gesamtlange von mehreren um besitzen
kénnen. Die Filamente bilden sich zu thkibindeh oder einem Netzwerk aug6).
Lange FAktinbindel unterstiten den Aufbau von Filopodiendie fingerartige
Vorspringe der Zellmembragarstellen Sind die FAktine in der Form eines Gitters
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zusammengeseizso bilden sie Lamellipodien, blattartig®torspriinge aus(19). Bei

der Entstehung dieser zellularer Fortsatze gtfah den Aktinfilamentemm vorderen
Part, dem Plug€nde, durch Anlagerung von-&ktin die Montage eines Netzwerkags
F-Aktin und am hinteren Pardes Akting dem MinusEnde, erfégt wieder die
Depolymerisation in GAktine (Abbildung 4). Diese Abhandlung wird als
Tretmuhlenmechanismus bezeich(ig).

Das Aktinzytoskelett besteht hauptsachliclus alangen, dichten Aktinbindeln,
sogenannten Stressfasg0). Diese Stressfasern durchspannen den Zellkdrper und
enden mit mindestens einer Seite an der Zellmembran in den Fokalkontle
Regulationder Dynamik und deréaumlichen Organisation des Aktins unterliegt einer
standigen zellularen Kontrolle von beteiligten akiindenden Proteinen. Diese
Modulatoren sind beispielsweise ARP2/38; 58) fur die Verzweigungen
verantwortlich; U-Actinin fur die Ausbildung kortikaleiStressfase und Stabilitat,
Profilin fur den Aufbau des Aktins oder der Gegenspieler Cofilin fir den Abbau des
Aktins (53; 60)

G-Aktin  ®g@ \F-Akﬁn
’ \

Plus-Ende

Plus-Ende

37 nm

(ADP im
Filament)

(A) Minus-Ende (B) Minus-Ende

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aktins. (A) Struktur des monomewktis in
deren Zentrum ein dkleotid (ATRADP?) gebunden ist. (B) Anordnung der Monomere in
einem Filament JA Kkt i n) i n ei ne rHelid Abpléuhgsnich AlbegisFig.e n
16-7 (18)).

Cc

Aufgrund der Kreuzvernetzung zu der zytoplasmagsciDomane der Integrine
werden an dem Aktinzytoskelett Rezeptoren sowie Signalmolekiitebilisiert, um
miteinander zu reagieren. Das Aktinzytoskelett steht Gber die Kernmembran in
Verbindung mit dem Zellkern, so dass Signale ins Zellinnere transduziert und in Folge

4 ATP: Adenosintriphosphat; ADP: Adenosindiphosphat
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zellphysiologische Prozesse als funktionelle Antwort der Zelle moduliert w¢B&n
Damit wirkt das Aktinzytoskelett als Transmitter von externen Signalen und
mechanischen Kraften und ist aktiv an der Signaltransduktion be{8#g61; 62; 63;

64).

3.3. Signaltransduktion

Um zellulare Funktionen zu koordinieren und zu regulieren missen Zellen miteinander
kommunizieren. Die Kommunikation beruht auf dem Prozess der Signaltransduktion,
ein zellularer, biochemischer und physiologischer Ablauf beedealie Zelle audiul3ere

Reize regiert, diese umwandelt und ins Zellinnere vermittgll8). Die
Signaltransduktion isessentiell fir die Verarbeitung von externen als auch internen
Reizen und reguliert aufgrund ihrerobhemischen Ereignisg@2; 35; 61; 65unter
anderem das Wachstu(®6), die Zellproliferation(67), das Uberleberf33) und die
Genexpressiofd0; 68)(Abbildung2).

Eine besondere Rolle kommt hier der Mechanotransduktia Es werden externe
Kréafte und Spannungen in die Zelle Ubermitt@l®; 69) Am Anfang erfolgt die
Erkennung eines Signals aus diémgebung, beispielsweise aus der EZM, durch die
Bindung eines Liganden an dem Repep (28) und in Folge seine
Konformationséanderundg70). So entstehen an den intrazellulare Rezeptordomanen
Andockstellen fur beispielsweise Kinasen oder Adapterprofgihe Da dielntegrine

die als Mechanorezeptoreragieren (61; 70) keine enzymatischerkEigenschaften
besitzen ist di&/oraussetzundir die Signalibertragung die physikalisch Verbindung
uber die Adapterproteine déso k a | k o n t -adtinirersit demi AktinZytoskelett

(43; 72; 73) Die Integrine sind in der Lage externe Signale direkt an das
Aktinzytoskelettzu transduziereii29; 43) Das Aktinzytoskelett dient als Ger{(34)

fur weitere zytoskelettale Proteine, sowie fur dielkdalisation und Aktivierung von
Signalproteinen wie die fokale Adhasionskinase (FAK), Tyrosinkinasen, lonenkanéle,
PhospholipaeC und MARKinase(mitogenactivated proteiKinase (60; 75; 76; 77)

Dabei spielen diverse sekundare Botenstoffe wie Kalziumiamal Signalmolekile

eine entscheidende Roll82). Somit ist dasAktinzytoskelett der Ort, an dem
mechanische Signale in chemische Signale umgewandelt w¢é3en78) In der
sogenannten zadlnliulSirgenna |(Z2:036;r79;i8te@eden glann

Uber eine Abfolge von Verdnderungen in einer Kaskade die externen Signale ins
Zellinnere bis in deiZellkern Gbertrage(31; 64)(Abbildung5).

Die Integrinrezeptoren besitzen einen bidirektionalen Charakter: Zum einen als Sensor
in dasZellinnereA o u t-isrifd eund z um aonwiesler aus deaZelleralst f e k t
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Ai n®iud(@B8; 36) Das Aktinzytoskelett beeinflusst dabei die Affinitat, das
Expressionsmuster und die Spezifitat der Integrinrezeptoren. Diese dynamische
Wechselwirkung sorgt fur eine verstarkte Integrinaktiv(&®). Bei diesen Prozessen
kam das urspringliche Signal deutlich verstarkt werden, dann spricht man von
Signalamplifikation(18; 33)

Weitere Zelloberflachanolekile diebei der Transduktion von Siglea mitwirken,

sind die spannungsoder ligandengesteuertéonenkanéle,die GProteingekoppelte
Rezeptoren GapJunctionKanéle (81) oder die katalytischen Enzyrgekoppelten
Rezeptoren wie die Rezeptor Tyrosinkinasen, dié MAPKinaseWeg oder den

P13 Kinase/AktWeg aktivieren18).

Rezeptortyrosin
Ionenkanile -Kinasen Integrine Extrazelluliirer Raum
[(‘.12+] RIS [

ATk
0S 5 Pax Tal

PLCY ,1 g - 5 CAS FAK a.,|

Fyn CIG ¥
a” e
[( 'uz*] / i "

KSR| c-Raf
1433

1433
\ / Intrazelluliirer Raum

MEK1/2

PP/
Tonenkanal-Rezeptoren l PP2A

Uberleben &

w2 ) e ERKIZ D 4 dnformation

v

ERK12

MKP-3

ERK1/2

= TR

CREB X1 s1ATv °‘WU

\

Wachstum und Differenzierung

Abbildung 5: Schema der Signaltransduktion tber Integrinrezeptd&&iK1/2: Extracellular
signatregulated kinase@MAPK); FAK: Fokale AdhasionskinaséMAPK: Mitogen-aktivierte
ProteinKinase MEK1: MAPK/ERK Kinase 1 MAPKK : Pax: Paxillin PKA: Proteinkinase\;
PKC: Proteinkinas€; PLC: Phospholipas€; Raf: Rat fibrosarcomaRas: rat sarcoma.
(Abbildung nactttp://www.ufrgs.br/imunovet/molecular_immunology/mapk_erk_growth.gif


http://www.ufrgs.br/imunovet/molecular_immunology/mapk_erk_growth.gif
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3.3.1. Intrazellulare Kalzium ionen

In den Zellensind die intrazellulare Kalziumionen (C&#") bedeutede sekundare
Botenstofé (Second messenger) und damit ein zentraler Mediator in der
Signaltransduktior{82; 83) Die C&'-lonen denen der Weiterleitung eines von auRen
kommenden Signals, das die Membran nicht pessikann, und aktivieren eine
Vielzahl verschiedener Signalwege Uber die Wechselwirkung mit speziellen
Cabindenden Proteinewie Calmodulin(18). Damitdienen diese lonen der Regelung
von physiologischen Zellprozessevie dem Wachstum, dePrliferation (84), dem
Uberleben(82; 85) der Differenzierung, der Endozytoé®6; 87) der Gentranskription
und derExpresion vonextrazellularen Matrixproteine(i75; 88; 89; 9Q) Uber den
Kalzium-Signalweg werden Erregbarkeit, Kontraktid®) oder der Metabolismu@®1)
gesteuertDie intrazellularerCa *-lonen spielenebenfallseine wichtige biochemische
Rolle in der Regulierung der Zytoskelettkomponen{®2). Sie beeinflusserdie
Assoziation von aktivierten Proteinen am Zytoskelett e-Actldin (93) und die
Immobilisierung der Integrine mit dem Aktinzytoskelett durch Reze@tosslinking

(62; 63) Damit werde sie bendtigt fir das dynamische Verhalten des
Aktinzytoskeletts, welches wichti§ir die Zellstruktur, das Wachstui®4) und der
Signaltransduktion mit ander&ignalwegen is{61; 81)

Die basale Konzentration von intrazellularen freien Kalziumionen im Zytoplasma ist
gering (10" M) verglichen zu der im Extrazellularraum und in dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) (10 M) (18). Die voriibergehendé&rhohung der intrazellularen
Kalziumkonzentration erfolgt als Antwort auf einen Signalreiz und dient der
Signaliibertragung. Der kurzzeitige repetitive Anstieg der freied™-iBaen im
Zytoplasma wird induziert durch eine Vielzahl von externen Faktoren wie
Membrandepolarisation, extrazellular&gonistenund ATRMolekile oder auch durch
intrazellulare sekundare Botenstoffe wie 1P35).

Die Regulation deintrazellularenKalziummobilisierung erfolgt durch eine Bandbreite
von Proteina wie Rezeptoren, beispielsweise Integri(@3; 75; 96) spannungs
speicherund ligandengesteuerte Kalziumkan@@) oder auch offene Zellkontakte wie
GapJunctions(98; 99) (Abbildung 2). Diese Rezeptoren und Kandle siimd der
Zellmembran oder in der Membran von zellularen Orlf@ngwie beispielsweisdem
Sarke/ Endoplasmatischen Retikuh (ER) (Kalzium-Speicher) oder den
Mitochondrium (temporarer KalziunPuffer), lokalisiert (86; 95; 100; 101; 102)
(Abbildung 6). Offnet ein Signal voriibergehend Kanideler Zellmembran oder in der
Membran des ER stromen die C&-lonen in Richtung ihrer elektrochemischen

® Inositotriphosphat
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Gradienten ins Zytoplasma. Die freien intrazellulareA"@@nenwerden danran den
zellularen Cabindenda Protein@ gebunden. Chindende Proteine lassen sich in 2
funktionelle Gruppen einteilenKalzium-Sensoren Z.B. Calmodulin (CaM) und
TroponinC) und KalziumPuffer ¢. B. Mitochondrium)(95; 103) C&*-lonen {iben an
Kalzium-Sensoren wieCalmodulin eine allosterisch regulatorische Wirkung aus
(Konformationsanderung wodurch das CaM die Aktivitdt einer Vielzahl von
Zielproteinen verandertl8). So ist die Bindung von G&lonen an TroponiC ein
direkter Mediator der Zellkontraktiof8). Intrazelluldre Stimuli wie C&-lonen sind
damit selbst Bestandteile von Signaltransduktisiaskaden. Die Konzentration und
Mobilitat der intrazellulaen KalziumHomoosase wird in der Zelle streng reguliert.
Um die geringe intrazellular&alziumkonzentration aufrecht zu erhalten, werden die
intrazellularen freien Célonen iiber Transpdmolekille, wie NatriurKalzium
Austauscher, die Zellmembrdtalzium-ATPase sowie verschiedene Zpermeable
lonenkandle und Pumpe(l04) wieder aus dem Zytoplasma einerseits in den
Extrazellularraum oder andererseits zuriickd@s ER oder in die Mitochondrien
gepumpt(95) (Abbildung 6). Der rdumlichzeitliche Ablauf der Kalziummobilisierung
(wie Amplitude, Frequenz und Dauer) sind wichtig fur die intrazellulare Fun{@mn

Rezeptortyrosin-Kinasen

T :,_;“_‘“\\ Na-Ca-
Austauscher

Ryidnodine- | ‘
Rezeptor |

G-Protein ™\

=
My 3
< "
s, Gt e 222
P) >
S Plasmamembran-
G-Protein- —

Kalzium-ATPase

> Kalzium=-
kaniile

gekoppelter
Rezeptor

Abbildung 6: Schema der Kalziumhomoostase in den ZellhC: Phospholipase ;AP3:
Inositokriphosphat (Abbildung nach http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/
BIOL2060-14/14_12.jpYy

Die spannungsabhangigen Kalziumkanale (Cas) offnen sich durch eine
Depolarisation der Plasmamembran und bewirken den Einstoor@a *-lonen (105)
Innerhalb von Bruchteile einer Millisekunde inaktivieren und schlie3en sich diese
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Kanale wieder(106). Die spannungsabhangigen Kalziumkanéle sind Heteromultimere
aus 5 Untereinheite(90; 105; 107; 108) D i-Bomdddals Hauptfunktionseinheit
bildet die Kanalpore nd enthalt den Spannungssengsiobildung7 (A)). D4 e UB U

u n d-Doménen beeinflussen die elektrischen Eigenschaften des Kalziumkanals.
Dariber him u s f o r rbDomane eindnifunktidnellen Korgx (109), beeinflusst

die Kanaldichte und ist essentiell fur die Zielsteuer(t; 111)(Abbildung 7 (B)).
Zudem fungiert diese Doméane als Vermittler pmoteasomalen Abbauwegyvischen

dem ER und der Plasmamemb(aQ5s)

Anhand ihrer elektrophysiologischen unidapmakologischen Eigenschaften lassen sich
die Ca’'s klassifizieren(112) Die Highvoltageactivated (HVA)-Kanédle bendtigen

zum Cffnen eine starke Depolarisation. Sie besitzen daher eine hohere Leitfahigkeit und
inaktivieren Angsam. Eine Gruppe davon sind dielyp-Kalziumkanale (large &
long-lasting) mit ihren Typen Ga.1, Cal.2, Cal.3 oderCal.4 je nach ihrer

U dUntereinheit. Weitere Typen der HViRanale sind neuronalen Ursprungs, wi@P

Typ (in Purkinje Zellen), Nl'yp (Neuronal) und RIyp (Residual) (113) Die
Low-voltageactivated(LVA) -Kanéle lassen sich durch niedrige Depolarisation 6ffnen.
Sie besitzen eine niedrigere Leitfahigkeit und gehen schnell in den inaktiven Zustand
zuriick, dabr werdensie auch als Typ-Kalziumkanal (tiny & transient) bezeichnet.
T-Typ-Kal zi umkan?2l e k°nnen ei-Sukeinheienumbasseni v er
Ca3.1, Cq3.2 oder CgB.3(105; 107)

C— ———
A Extrazellular- B Out
— I 1 il v
AN oana onan ona
h h - -
Cmmn ety I+ E + -
Zellmembran + ¥ ¥ H
’J vy vy Vv LV v
N AID lI-IV loop
> 1-1l loop
nlar: - i
-1il loop
raum n

Abbildung 7: Schema des Aufbaus eines spannungsabhangigen Kalzoalk (Ca):

(A) molekulare Organisation undu8&ammensetzunder Cgaus den 5 Untereinhe
by, 8); (B) Topologie der Hauptuntereinhei) 1 Das CaU list ein 190- 250kDa groRe

Proteinund erthalt zwischen dem Amino(N) und dem Carboxjferminus (C)4 homologe
Wiederholungen €IV) welche durch zytoplasmatische Schleifen (Loops) verbunden aaie
Wiederholung, mit seinen 6 Transmembransegmen&®84§), enthalt zwischen dem Segment

S5 und S6 die porenbildenden Schielfi Die Segmere 6 (S6)bilden die Kanalpore und die

Segmente S4 (+++, positiv geladene Aminosauren) bilden einen Teil des Spssensocs.
(AbbildungennachBuraei et al(108)).
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Die spannungsabhangigen Kalziumkand€a,) werden nicht nur allein vom
veranderten Membranpotential aktiviert, sondern auch durchVeehselwirkung der
Integrine mit dem Aktinzytoskelet{114; 115) So moduliert beispielsweise das
Aktinzytoskelett die LETyp-Kalziumkandle in den Osteoblasteri88). Diese
Kalziumkanale in der Zellmembran sind mit dem Aktinzytoskelgber das
Gerustpotein AHNAK 1 verankert(97; 116)

Die Aktivierung derCa,’s und damit die erhohtatrazellulareKalziummobilisierung

hat einen entscheidenden Einfluss auf die Ubertragung von externen Si@l&es
Weiteren spielen sie eine wichtigolle bei der Homdostaseei der Regulation von
Enzymaktivitaten und bei diversen Zellfunktionen wie beispielsweise der Adhasion, der
Proliferation und dem Uberlebelabei unterstiitzen speziell dieTlyp-Kanale die
Proliferation der Osteoblasteand T-Typ-Kanale die differenzierten Zellfunktionen
beim Knochenumbay117). Damit sind sie entscheidend bei der Knochenentwicklung
(118; 119) fur einen gesteigerte Knochenaufbau(120) und einen verringerta
Knochenabbay(l21)

DarlUber hinaus erfolgtber ligandengesteuerte lonenkanéale wi€1Gteingekoppelte
Rezeptoren, Integrinrezeptorekbpildung5), sowie RezeptortyrosiKinasen(RTK) in

der Zellmembran die Erhéhung der intrazellul&frefen Ce*-Konzentration. Durch die
Bindung eines dxazellularen Signalmolekils wie ATP(61) an den
G-Proteingekoppelten Rezeptor erfolgt seine autokrine Aktivier(88). Aufgrund der
folgenden Konformationsdnderung des intrazellulasem der Membran gekoppelten
G-Proteins, wie beispielsweise Raf6) werden zum einen lonenkanéle in der
Zellmembran geoffnet, die einen externen Einstrom voA'-@aen in die Zelle
bewirken. Zum anderen wird der Phospholg@sWVeg aktiviert und damit die
Freisetzung von Calonen aus intrazellularen Speicherf122) Bei diesem Weg
katalysiert die Phospholipa€e an der Membran die Spaltung von
Phosphatidylinosite#4, 5-bisphosphat (PIP2) zu zwebedeutende intrazellulare
sekundare Botenstoffe: Inosi8] 4, 5-triphosphat (PIP3 oder IP3) und Diacylglycerin
(DAG) (18; 26; 99; 123§Abbildung8).

Der sekundare Botenstoff IP3 diffundiert an die Membran des endoplasmatischen
Retikulums, bindet und &ffnet €aKanéle, die sogenannten HR&zeptorer(18; 26;

99; 123)(Abbildung 6 & Abbildung8). Das ER ist ein verzweigtes Membrannetzwerk,
dessen Membran direkt in die Zellkernhille Ubergeht. Es ist die Produktionsstatte der
Lipide und Transmembranproteine und fungiert als intrazellularék-Eeicher(18).
Aufgrund der Aktivierung der IRRezeptoren werden intrazellulare “Geonen ins

® Rat sarcoma
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Zytoplasma freigesetzt wo diese selbst oder Ubebi@dende Proteine eine Wirkung
austben konnen und damit die Signallibertragung vermitteln. Die otgemden
Signalwege kénnen unter anderem das Aktinzytoskelett, die Zelladh&msisbreitung
und -bewegungen beeinfluss€t24) Wiederum verden, durch die Freisetzung der
Cd*-lonen aus dem ERPumpenwie die Kalzium-ATPasegeoffnet die den Riickstrom
der C&*-lonen in den Speicher erméglich&25) (Abbildung 6). Das in der Membran
verankete Diacylglycerin (DAG) wirkt unterstitzend auf die Aktivierung der
Proteinkinase€C. Nach Aktivierung, durch Bindung von €donen, phosphoryliert die
Kinase weitere intrazellulare Signalmolek{{e8), wie beispielswers Signalproteine
des verbundenen MARKsowie des AKTSignalweges(101; 126) Damit sind
Cd*-lonen Ausléser anderer zellularer Events, wie die Aktivierung von

Signalmolekuler{18).
ATP
-
)]

(0
i |
7

G-Protein-

(W, >

i G-Protein
gekoppelter
Rezeptor

Abbildung 8: Schema des PhospholipaS&Veges in der ZelleATP: Adenosintriphosphat
DAG: Diacylglycerin; ER: Endoplasmatisches Retikulum; ERK1/2, p38, JNK: MARsen;
IP3: Inositotriphosphat; PLC: Phospholipa€e (Abbildung nach Scodelaro Bilbao et,&lig. 9
(123).

3.3.2. Signalproteine

Die Signalmolekie stellen zwischen Rezeptoren und Zellkern eine physikalische
Verbindung her und dienende Kommuikation Bei den initialisierten
Signaltransduktionsweggdownstream) werden die Signalmolektle intrazellular tGber
kurze oder weite Distanzen via Kaskaden hintereinandergeschalteter Proteinkinasen
phosphoryliert und aktiviertl27) Der Prozess der Signallbertragung wird haufig erst
durch eine Akkumulation in einem Kompartiment oder durch Bindung an
Reaktionspartnewie das Gerust aus zytoskelettalen Proteimeluziert (outsidein)

(36; 64; 65; 74; 78; 128)nd fuhrt weiterhin zur Kalziummobilisierur{§2; 35; 61; 96)
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Ebenso steuern die lonenkanatelirekt, durchden Einstrom von C&*-lonen den
MAPK- und den AKTFSignalweg(61; 75)

Die Modifikation der Konformation der Signalmolekiile erfolgt durch Bindung von
Cd*-lonen eine direkte Proteiroteininteraktion oder die reversible
Phosphoylierung(129)an den Seitenketten des Aminosaurerestes Serin (Ser), Threonin
(Thr) und Tyrosin (Tyr). Die Ubertragung der Phosphatgruppen wird durch
Proteinkinasen unter ATP katalysiert unchkadurch Phosphatasen reversipeinacht
werden(130). Dabei besitzen Proteine unter anderem mehrere verschiedene regulierte
Phosphorylierungsstellen, so dass ein Protein unterschiedliche Aufgaben erflllen kann
(131) Neben der Signalregulation, der Signalamplifikation kann es auch zur Verteilung
der Signale (Crosstalk) kommen, wodurch parallel mehrere Prozesse beeinflusst werden
konnen.Die konvergierenden Signalwege sind sehr komplae® bilden ein grol3es
Netzwerk(132) Durch dieTranslokationvon aktivierten Proteineim denZellkern wird

die Genexpression aktiviert odsupprimiert(18; 19) (Abbildung 2). Die Signalwege
modulieren finalphysiologische Zellprozesse, wie die Proliferation, die Zellbewegung,
das Wachstum odetie Apoptose(43; 69; 133 und bewirken eine Reorganisation des
Aktins (18).

Folgend werden nur einige wichtige Wege der Signaltransduktion dargestellt.
MAPK-Signalweg:

Die MitogenaktiviertenProteirKinasen (MAPK) sind Ser/THProteinkinasen und

kommunizieren durch Zugabe von Phosphatgruppen an benachbarte Proteine. Die
MAP-Kinasen werden Uber verschiedene Rezeptorem RezeptogtrosinKinasen,
Integrine (134) und Cadherine, Kalziumkanale oderRdtein-gekoppelte Rezeptoren
aktiviert (81). Des Weitern aktivieren Cd-abhangige Kinasenwie Proteinkinas€
(135; 136) und das @rotein Ras ebenfalls diesenSignalweg (101) Die
MAPK-Signalwege verlaufen-8tufig: die MAPK-KinaseKinase (MAPKKK) aktiviert

eine MAPK-Kinase (MAPKK) durch Ubertragung reér Phosphatgruppe, diese
wiedeum aktiviert in Folge Uber eine duale Phosphorylierung diePKMA137; 138)
(Abbildung9).

Durch die Aktivierung der @&ProteirgekoppelterRezeptoren, wird das Ras
(G-Protene) aktiviert (139) Ras wirkt als Aktivator der Serin/Threoninkinase Raf
(rapidly growing fibrosarcoma), eine MAPKKK. Diese kann dann die dual spezifische
MAPKK MEK1 (MAPK/ERK-Kinasel) durch Serinphosphorylierung aktivierdbas
MEK1 aktiviert via TyrosiA und  Threoninphosphorylierung ERK1/2
(ExtrazellularSignatregulierte Kinasd/2) (26). Das ERK ist nur im doppelt
phosphorylierten Zustand aktifd40) Es sind neben BK noch 2 weitere MAPK
bekannt. Die p3®8APK und JNK die bei Entzindungsreaktionen und Stress
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(Chemikalien, osmotischer Druck) zur Regulierung der Apoptose fundigddn 142)

Die MAPK koénnen in den Zellkern transiezen und regulieren finalurch Bindung an
Transkriptionsfaktorenwie ELK-1 (143) oder STAT, die Genexpression und sind
somit essentiell fir das Wachstum und die Differenzie(d8g 26; 33)(Abbildung9).
Des Weiteren koénnen alle MAJinasen des Signalweges sich mit weiteren
Signalwegen vernetzen. So fuhrt beispielsweise die Aktivierung deMpFK zur
Phosphorylierung von Modulatoren dektihzytoskelettsPolymerisationwie HSP27
und damit zum Zytoskelettumba{i44) Des Weiteren stimuliert ERK durch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktor RUNX2 den Aktinumbau und den
Knochenaufba(145).

Integrine Rezeptoraktivierung, Stress 7 ellmembran
BN -~ ~ -5 SO8 0 € rsPIak Racr
/ Src i 4 oy

Raf MEK2.3 MEKKY MLK1

f PAKT e ' “ ¥ ‘M“K‘\ +

PKG MEK1/2 MEKS MEK4IT MEK3/E
* * * J' Tau
ERKS 5&:-»5‘- -

PIaVAPK

\ Zellkern

Stat1

CREB ATF-2 - P53
REFS  (ER| psmy MAPKAPK2

JunDJunB & (kmnq? ‘

HEP-27

Abbildung 9: Schematische Darstellung des MKkaseSignalwegesERK: Extracellulas
signal Regulated Kinase (MARinase); FAK: Fokale Adhasionskinase; MA&nase
Mitogenaktivierte ProteinKinase; MEK1/2: MAPK/ERK Kinase 1, MAPKK PI3K:
PhosphoinositieB-Kinasen; PKC: Proteinkinasg; Raf: rat fiborosarcoma; Ras: rat sarcoma;
STAT: Signal Transducers and Activators of TranscriptigAbbildung nachttp://www.clini-
sciences.com/lire/118n-MAPK_Pathway.html.

AKT -Signalweq:

Die Ser/ThfProteinkinase AKT (AKT1/2/3), auch bekannt unter Proteinkifase
(PKBU/ b/ 2), cbertragt Phosphatgruppen
regulatorische Rolle in diversen Zellprozessga Zellwachstum, Zellzyklus und damit
Proliferation, Stresstabildung und Zellmigration (146) sowie bei zellularen
Uberlebensprozessefi8; 26; 147) Der AKT -Signalweg wird beispielsweis uber

"vom englischen:ignal transducers anattivators oftranscription
® heat shock protein 27


http://www.clinisciences.com/lire/113-en-MAPK_Pathway.html
http://www.clinisciences.com/lire/113-en-MAPK_Pathway.html
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Rezeptoren wie RezeptgrosinKinase (RK), Integrine, GProteinrgekoppelte
Rezeptoren oder andere Stimuli wie @gd8PK (148) oder durch PI3K
(Phosphoinosi8-kinase), die einen Kalziumeinstrom tber IP3 induzi€Bg), aktiviert

(126) Es erfolgt eine aktivierende Phosphorylierungen andere KinaseftRK oder
GSK3U/ b, und damit die Translokation von
Die Synthase Kinas8 (GSK-3) ist eine Ser/ThProteinkinasaind kann selektiv durch
Phosphorylierung von Serin oder Threonin andere Proteine aktivieren und fihrt zumeist
zur deren Inhibierund149) (Abbildung 10). Die via AKT phosphorylierte Kinase
GSK-3 wird deaktiviert. Damit fungiert AKT als ein Aktivator der Signalwege die
normalerweise durch GSK inhibiert sind und ist damit ein Hauptmediator des
Uberlebens (ber direkte Inhibisrg von preapoptotischen Signalen(133).

Integrine 7 ollmembran

| o //
G ab /—l
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NF-xB2ReIA KIP1

50/52 > I \ b )
gt > @ ( *\ &t ,//
Al A By -
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des AKUnd NFkB-Signalweges.AKT/PKB:
Proteinkinasd3; FAK: Fokale AdhasionskinasdxB: Inhibitor von «B; IKK: 1kB Kinase
NFxB: nuclear factor 'kappbght-chainenhancer' of activated-eells; PI3K: Phosphoinositid
3-Kinasen (Abbildung nach http://www.clinisciences.com/fourn/sab/schemas/Akt_Pathway.gif
und http://wwwx-clinisciences.com/lire/126n-NF-kappa_B_Pathway.html).

Inflammatorischer Signalweg:

Der Transkriptionsfaktor N«B (nuclear factor 'kappkght-chainrenhancer' of activated

B-cells) liegt im Zytoplasma zusammen mit dexB I(Inhibitor vonkB , U/ bxBJ) vor
maskiert beziehungsweise blockiert daskBFso dass e@aktiv ist. Beispielsweise

durch Stress, Zytokine, Diacylglycerin (DA@)50) aber auch Signalmolektle anderer
Signalwege, wie MAPK151)oder AKT (152), wird der NkkB-lxB-Komplex via dem
IkB-Kinase(IKK) -Enzymkomplex phosphoryliert, wodurch ein proteasomaler Abbau

des inhibitorischenkB Uerfolgt. Dieses fiihrt final dazu, dass das nun freie und aktive

NF«B in denZellkern transloziert und die Expression von mindestens 150 Genen, von
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denen einige an@poptotisch sind, aktivieltl53) (Abbildung 10). Dies ist bedeutend
fur die Regulation der Immunantwort, der Zellproliferation und des Zelltodes, denn

seine Wirkung ist kritisch fur die Entstehung von Entzindun@én Das | aB wi
schnel |l resynthetisiert und kann so0 seine
aufnehmen.

4. Stand der Forschung und Motivation

Heutige Biomaterialien mussen nicht nur inert und biokompatibei sondern auch
eine durch Topograph und/oderChemie bioaktiveOberflache aufweisen, die die
Regeneration der Gewebe fordert, stimuliert und st€@ént). Fir die Akzeptanz und
die Integration von Werkstoffenm Korper spielendie primarenMechanismen der
Zelladhasioran den Biomaterialoberflachen eine entscheidende Rd&.

Bisherige in vitro-Studien zeigten, dass die Topographie im Mikrdis
Nanometerberiech allein einen Einfluss auf dilladhasion (19; 156) das
Zellwachstum und auf die Organisation von Zellstruktuinen (157) und damit das
Zellverhalten(158), wie die Morphologie(159), die Migration, das Wachstum, das
Uberleben(160), die Proliferation, di Produktion von extrazellulareMatrixproteinen
(161)und die Differenzierungestimmt(7; 162; 163; 164; 165; 166)

So konnte nibt nur in unserer Arbeitsgruppechgwiesen werden, dass isotrapee
stochastische Oberflachen die Adhasion erhdhen, das Spreadingndusgharfer
Kanten beeintrachtigen undie Proliferation reduziereifl67; 168; 169; 170)Des
Weiteren zeigten stark raue Oberflachen eingmmittelbaren Einfluss auf die
Expressiorvon IntegrinUnterinheiten uncwf die Organisation des Aktinzytoskis,
sowie einen Zusammenhang zwischen den Zellstrukturen und der Zellfufkfibp
Die Zellen sind also in der Lagealie Oberflachenstrukturen in ihrer Umgebung
wahrzunehran.

Lithen et al. fanein auf maschinierten anisotropen Oberflachen énerichtungdes
Zellkorpers und zellularer Strukturen, sowie deréanderung der Zellfunktion, eine
reduzierte Expression von Kollagdypl und BSP2 sowie eine verminderte
Fahigkeit zur Mineralisierung(169) Den Einfluss der Topographie auf die
Mineralisierung der Zellen konnten auch weitere Studien zdigeh 172; 173)

Die veranderte Konformation der zellularen Strukturen vermittelt folgend die
Signaltransduktionsprozesse, Uber  Verdnderung der spannungsabhangigen
Kalziumkanale (174) und/oder Anderung der Aktivierung vorintrazellularen

° BoneSialoProtein2
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Signalwegen(128; 175; 176)sowie derintrazellulare Kalziummobilisierungrs; 96)

So konnteder Prozess deMechanotransduktion in zellbiologischen Ansatzen mit
einem mechanischen Reiz den Zellen nachgewiesen werdéi; 69)

Invivo zeigt sich, dass die Rauheit eines Implantates die Geweberegeneration und
Heilung steuert und somit spateren Implantaterdelgpricht(177).

Obwonhl sich d& Kenntnisse UbeZell-Materiatinteraktionen vertieft haben, gibt es
noch interdisziplinarefrorschungsbedarf in Bezug auf die kgexen Zusammenhange
molekularer Mechanismen der Zelladh&sion und der Organisation der zellularen
Strukturen, welche Signaltransduktion kontrollieren, um eine biologigattevort in
Zellen zu induzieren.

Bisher konnte die Korrelation déiomplexenzellularan Reaktionen in Abhangigkeit
externerEinflussfaktorender stochastisch strukturierten MaterialolZatienmit ihren
verschiedenen Oberflachencharakteristikeie Struktugrof3e,Formen und Raueiten
nicht genaterfassterden.

Zur Aufklarung des Einflusses einer Materialtopographie auf dedlularen
Mechanismen ist ein Ansatz mit der Regtrungder Materialcharakteristikauf ein
definiert geometrisats Oberflachenelement hilfreich. In diesem Modellsystgimnen
die zeitabhangigerzellularen Prozessevie die Zelladh&siondie Auspragung und
Dynamik des Aktinzytoskelets, sowie die intrazellulareSignalibertragung nach
Initialkontaktin ihrer Einzelheit genau aufgeklart werd@es Weitererkdnnendurch
systematisch&ariation der Struktur, in ihrer Dimension und Fomellulare Parameter
ermitteln werden, die charakteristisch und stetig auf gogehieanderung der
Materialoberflache reagieren

Dieser Aspektiefert in der medizinische Grundlagenforschumgue Erkenntnisse tber
die Interaktion von Osteoblastenmit einer Biomateriadberflache und tragt zur
zielgerichteta Weiterentwicklungvon bidunktionalisierten Implantatebei.
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1. Ziele

Die zellbiologischenin vitro-Untersuchungen zur Zeateriatinteraktion beziehen
sich auf eine Fragestellung in der medizinischen Grundlagenforsdnurgkus dieser
Promotionsebeit steht der Einfluss einer geometrisch mikrostrukturierten
Pfostenberflache auf das zellulare Verhalten ddrumanenOsteoblasten, wialie
Zellarchitektur undlie Signaltransduktion

Ein Aspekt dieser Promotionteit ist die phanotypische Charakterisierung der
Osteoblasten beziigh der Morphologie und der Aktinzytoskel@tgansation an der
Materidgrenzflache. Des Weiteren sollen Erkenntnisse Uber dimsache der
resultierenden Organisation des Aktgesvonnerwerden.

Da das Aktinzytoskelett essentiell fur die Vermittlung vogn@ien in der Zelle und
damit fur die Steuerung der Zellfunktion ist, bestein wesentliches Ziel dieser
Promotionsebeit in der Analyse biorelevanter Marker fur die Signaltransdokiabei

liegt der Fokus auf derzeitabhangige Aktivierung von intrazkuléaren
Signalmolekile, der Expression von membrandsen Kalziumkandlen sowie der
Bestimmung der intrazellularen Kalziummobilisierung in Abhangigkeit der
Topographie.

Diese Untersuchungen sollen dazu beitragdie bisher unzureichend bekannte
Weiterleitung externer topographiber Signale in die Zellehesser zu verstehen und
zukUnftig die zielgerichtete Weiterentwicklung von optimalen Implantatoberflachen fur
den klinischen Erfolgu unterstitzen.
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[l. Material und Methoden

In zellbiologischenin vitro Analysen wurde dielnteraktion von Osteoblastermit
definierer Mikrostrukturinnerhalb der ersten Ztunden analysiert.

Die zellbiologischen Methoden zurAnalyse der Zell-Materialtinteraktioren
beinhalteten rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen mit dem Feldemission
Rasterelektronenmikroskop (FEEM SUPRAZ25, Carl Zeiss) zur Beurteilung der
Morphologie. Mittds der Laser Scanning Mikroskop{€SM410 und LSM780, Carl
Zeiss) wurdedie Organisatin des Aktinzytoskelets, sowie die Lokalisation von
Kalziumkanale analysiert. Die Analyse der Mobilisierung derintrazellularen
Kalziumionen mittels Kalziumlmaging erfolgte am KonfokalmikroskopLSM780 und
die Messung der intrazellularen Kalziumkonzemratmittels Durchflusszytometrie.
Die Expression von phosphorylierten Signalproteimamde mit Hilfe des BioPlex®
Systems (Bio Radjurchgefuhrt

1. Chemikalien, Verbrauchsmaterial ien und Laborgerate

Die im Anhang aufgefiihrten Chemikalien, sowie die austetien Antikbrper wurden

im Reinheitsgradpro analysi von den jeweiligen Firmen bezogen. Das destillierte
Wasser A. dest'® wurde aus der hauseigenen Anlage entnommen. Angaben zu den
Firmen der verwendeten Reagenzien, Verbrauchsmaterialiehabutgeratesind im
Anhang (AnhangD1-5) aufgefuihrt. Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen
Bedingungen unter eineBterilbank mit vertikalen Luftstromungen durchgefiihrt, die
bendtigten Geratschaften und Verbrauchsmaterialien vor Gebrauch entsprechend
autoklaviert oder mit 706 Ethanol sterilisiert und Zellkulturzusatze steril filtriert.

2. Materialoberflache n

Fur die zdbiologische Charakterisierung der Z#llateriatinteraktionen wurde eine
definiert strukturierte Oberflache mit einer regelmaldigen geometrischen Struktur im
Mikrometerbereich als Modellsystem eingesetzt. Das definierte Strukturelement
beinhaltete ein Arna aus kantigen Pfosten, die an der Technischen Universitat
Chemnitz (ZfM?Y) hergestellt wurden. Die Priifkorper mit quadratischen Profilen

%yom lateiniscken: Aqua destillatum
1 Zentrum fiir Mikrotechnologie (ZfM)
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entstanden mittels reaktiven lonentiefenaz¢BRIE) in Silizium (Si). Fir den
Prozess des DRIE wurde der SilizikWWefer mit einer Hartmaske aus Siliziumoxid
(SiOy) maskiert. Damit wurden die Bereiche abgedediet nicht geatzt werden sollten.
Dann folgte ein zweistufiges Trockenatzverfahren bei dem sich- Atad
Passivierungsschritte  abwechselten. Beim eigentlichen prétess wurde
Schwefelhexafluorid (S§ in Hochfrequenzplasma mit Argon eingeleitet. Die
chemische isotrope Atzreaktion und der physikalische anisotrope Materialabtrag
entstanden aus dem erzeugten reaktiven Gas zusammen mit der Beschleunigung der
lonen in einem elektrischen Feld. Diese Atzreaktion wurde abgestoppt und ein
Gasgemisch in dem Plasmareaktor eingeleitet. Es bildete sich eine
PolymerPassivierungsschicht auf der gesamten Oberflache aus, welche die Anisotropie
des Atzprozesses erhohte. Der zwdigauTrockenatzprozess wurde solange wiederholt
bis die gewiinschte Strukturtiefe vonu erreicht war. Am Ende wurden die
Maskenreste ergfnt und die entstandenddantigen Strukturen mit 108m Titan
beschichte{178; 179)Abbildung11).

1. Maskierung mit 2. Reaktives 3. Entfernung der 4. Beschichtung mit
einer Hartmaske aus Ionentiefendtzen Hartmaske 100 nm Titan
Si0, (DRIE)
] | Il — |
Si-Wafer Si-Wafer Si-Wafer Si-Wafer

Abbildung 11: Schema des Produktionsprozesses: nach der Maskierung des Siliziiers
(Si-Wafer) folgte das reaktive lonenatzéDRIE). Von den so entstand@&trukturen wurde die
Maske wieder abgespdilt und final die Beschichtungl®@nm Titan vorgenommen.

Damit wurden strukturierte Titanoberflachen -3 simuliert. Die quadratischen
Mikrostrukturen mit einer Anordnung von gleich weiten kubischen Pfostgn m
vertikalen Seitenwanden hatten die Dimension mit einer Breite, Lange, Abstand und
Tiefe von je Sum (P-5x5) (Abbildung 12). Als Kontrolproben dieten glatte
Silizium-Wafer mit einer abschlieenden 1@ Titanschicht (Refj179)

Die Probenkodrper konnten nur einmal verwendet werden, da sich herausstellte, dass der
erforderliche Waschprozess noch Zellreste auf @derflachen hinterlie3 oder die
Mikrostrukturen zerstorte. Die verwendeten Priufkdrper mit einer Dimension von
10x 10 mm?2 wurden vor den experimentellen Ansatzen fumi® mit 70% vergéalltem
Ethanol behandelt und abschlieRend mit einer Phosphat gepnf@atzlosung (PBY
gespult.

2yom englischen: deep reactive ion etching
13yom englischen: phosphate buffered saline
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P-5x5:A=5um; B=5pum; L=5 pm; H=5 pm

Abbildung 12 Abmessingen der verwendeteMikropfostenstruktur (F5x5). (A = Abstand,
B = Breite, L= Lange,H = Hohe.

Fur die Analyse des Aktinzytoskeletts wurde dperflache modifiziert. Aus dem
Zentrum fur Mikrotechnologie kamen ebenfalls reine Siliziarifkorper ohne
abschlieBenden Prozess der Titanbeschichtung. Somit warernitkérper aus reinem
Silizium (Si). Diese SiliziumPrufkorper wurden unter anderem zur weiteren
Modifikation im Institut fir Geratesysteszrund Schaltungschnik* mit 200nm Gold
besputtert (Au).

Eine weitere Modifikation der Priafkérper wurde am Leibmgtitut flr
Plasmaforschung und Technologie é(INP) durchFrau Dr. B. Finke vorgenommen.
Die  herkbmmlichen  SiTi  Oberflachen  wurden  mittels  Mikrowellen
Niederdruckplasmaentladung mit dem Prakursor Allylamin unter Abscheidung eines
Nanofilms (Schichtdicke ~50m) aus plasnmolymerisiertem Allylamif® (PPAAM)
beschichtet. Dieser Prozess lief im Plaseaktor V55G (Plasma Finish, Schwedt,
V =601) in zwei Stufen ab. Im ersten Schritt erfolgte die Reinigung und
Dekontamination der Shi Oberflache in einem gepulsten Sauerstéffgon-Plasma
(500W, 50Pa, 100ml O,/ 25ml Ar, 10ms on/90ms off Puls,30s eff), gefolgt im
zweiten Schriti ohne Brechen des Vakuurmmson der Plasmapolymerisation mittels
Allylamin (500W, 50Pa, 300ms on/1700ms off Puls, 72 eff.)(180; 181)

Eine weitere Modifikation de©berflache erfolgtém Labor unter der Sterilbankdie
Beschichtung der Sii-Probenkérper mit Kollagen (Col). Dafir wurden die
Oberflachen im Vorfeld mit70%igem Ethanol geeinigt und anschlieRend in eine
4-well Platte gelegt. Auf den Oberflichen wurden Tropfen (10Ql) einer
KollagenTyp I-L6sung (at tail, 200ug/ml) aufgebracht. Nachdem die

14 Die Fakultéat fiir Informatik und Elektrotechnik, Universif@ostock, Prof. Beck
13| eibniz-Institut fiir Plasmaforschung und Technologie e.V., INP Greifswald

1% plasmaolymerisierte Allylamin (PPAAm)beschichtetet Proben: 30 s ef, Plasma (10 mson/90
msoff) (500 W, 50 Pa) + 480 s brutto PPAAmM (300/1700 ms)
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Kollagenbeschichtung dber Nacht eingetrocknet war, wurden die Prifkorper
abschlie@nd mit PBSyespult(182)

3. Humane Osteoblasten und Zellkultur

Fur die in vitro-zellbiologischen Untersuchungen in einem N&ahrmedium wurde die
immortalisierte OsteoblasteiZelllinie MG-63 der Firma ATCC® verwendet. Die
Zelllinie stammt aus einem Tumor des Osteoblastengewebes (Osteosarkom) eines
14-jahrigen mannlichen Kaukasiers. Beschrieben wurde sie erstmals von Billiau et al.
(183) MG-63 Zellen weisen funktionelle Eigenschaften eines frihen
Osteoblastenstadiums auf. In Kultur wuchsen die Zellen zu einem adharenten Zellrasen
heranund zeigten eine polygonaMorphologie mit langen Auslaufern.i® Zelllinie

MG-63 wird in der medizinischen Grundlagenforschung aufgrund seiner fortgesetzten
Zellteilung, seinem einfachen Zugriff und der Wiederholbarkeit eingeddéd4) Diese

MG-63 Zellinie ist fur die zellbiologischen vitro Grundlagenforschung gut geeignet,

da sie dem Phénotyp primarer Osteoblasten sehr &hnelt und die Muster der
Genexpression, sowie Formen der Adhasion und Signaliibertragungswegen anzeigen
(167; 169; 185; 186 DesWeiteren zeigen sie eine ahnliche Sensitivitat hinsichtlich
topographischer Charakteristika wie primédre humane Osteoblés6h 169) und

stellen demzufolge eine sehr geeignete Zelllinie fur die Fragesgellder
Zell-MateriatInteraktion dar(184; 185; 186) In Voruntersuchungen konnte gezeigt
werden, dass keine signifikanten Unterschiede in der Proliferation sowie in der
Expression der fur die Adhasion bedsden Integrinrezeptoren in der Passagenbreite
von 530 auftraten. Daher wurden nur diese Passagenbreite fur die jeweilige
Versuchsansétze verwendet.

Die Zellkultivierung der MG63 erfolgte in Zellkulturflaschen (7&m?2) mit Dulbeccts
modifiziertemEagleMedium (DMEM) komplementiennit 10% fetalem Kéalberserum
(FKS), 1% Gentamycin, sowie 0,08 Plasmocin bei 37C und einer befeuchteten
Atmosphéare (856 relative Luftfeuchte) mit 5% CGO, im Brutschrank(179; 187) Das
Zellkulturmedium mit seinen Zusatzen wird im Folgenden als Komplettmedium
bezeichnet. Zum Auftauen der kryokonservierten -BB Zellen wurde das
Komplettmedium in eine 7&m?2 Zellkulturflasche unter der Sterilbank vorgelegt. Die
Zellen wurden rasch im Wsserbad bei 37T aufgetaut und in die vorgefertigte
Zellkulturflasche uberfiihrt. Uber Nacht konnten sich die Zellen absetzen. Nach
20- 24 h fand ein kompletter Mediumwechsel statt, um das toxiSshreethylsulfoxid

" ATCC (American TypeCulture Collection, LGC Promechem, Was€@RL-1427, Passage 88
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(DMSO) und tote Zellen zu entfernen. da 3Tagen hatte sich eine
MonolayerZellschicht auf den Zellkulturflaschenboden gebildet, so dass die Zellen
passagiert werden mussten. Fur die Passage und fur die Versuchsaussaaten wurde der
Zellrasen mit PBS gespult. Um die Zelleon der Kulturflascheu I6senund damit in
Suspension zu bringen, erfolgte die Zugabe von TryRSIMA®™® und einer
anschlielenden-mminutigen Inkubation im Brutschranldrypsinierung) Das Trypsin

ist eine Protease und spaltet die Proteine an den Stellen der Aminoséuren émdinin
Lysin, wodurch Adhéasionsproteine gehemmt werd@&8). Das EDTA bindet
zweiwertige Kationen wie Ga und Mg", die zellbindende Membranproteine
stabilisieren. Diese Reaktion wurde mit dem jeweiligen Komplettmediuyesatppt.

Das im Komplettmedium enthaltene FKS ist ein Protdéakibitor und hemmt die
Wirkung von TrypsiREDTA (188) Bevor die Zellen fiur die Versuche auf den
unterschiedlichen Oberflachen ausgesat wurden, wuchsen sigenu silbkonfluenten
Zellrasen heran. Das Wachstum und die Morphologie der Aelledenmit Hilfe eines
inversen Lichtmikroskops (Axiovert25, Carl Zeiss) kontrolliert. Befanden sich die
Zellen in der gewunschten Dichte erfolgte die Trypsinierung und dséirB@mung der
Zellanzahl mit dem Casy®. Fur die Bestimmung der Anzahl von vitalen Zellen wurden
aus der Zellsuspension 1QDentnommen und in 1Ml Casy®Tone Puffer verdinnt.

Die Gesamtzellzahl wurde nach folgender Formel berechnet:

Gesamtzellzahl der Zden = Z*V{?®°

Im Allgemeinen erfolgte die Aussaat auf den mikrostrukturierten und glatten
Prufkorpern in 4wvell NUNC-Platten oder in 24vell Platten. DieZelldichte betrugm
Allgemeinem~3x10 Zellen/cmz. Die Zellen blieben fiir die Zeitraumerhih, 30min,

1 h, 3h und 24h je nach detaillierter Fragestelluagf den Oberflachen.

4. Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Die Rasterelektronenmikroskopie ist ein weit verbreitetes Verfahrema, aur
Abbildung der Topographie von Priufkdrpern, mit einer hohena®ehtiefe und
Ortsauflésung.

Die Analyse der Morphologie der humanen Osteoblasten in Abhangigkeit von den
Oberflachen wurde nach 30in, 3h und 24h mit Unterstitzung des Feldemissions
und Rasterelektronenmikroskops durchgefihrt.

18 Ethylendiamintetraacetat
197 = Anzahl der vitalerzellen, Vf = Verdiinnungsfaktor
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4.1. Prinzip der Raster elektronenmikroskopie

Das Auflosungsvermdgen eines Mikroskops ist durch die WellenldegelLichtes
begrenzt. Da schnelle Elektronen eine geringere Wellenlange als sichtbaré8 Licht
besitzen, wird bei der Rasterelektronenmikroskopie eine héhere Auflosegye Das
Rasterelektronenmikroskop (REM) besteht aus einer Hochvakuumkammer mit
Elektronenstrahlquelle und Detektoren, sowie einer Steuereinheit. Das REM tastet
mittels eines feingebiindelten Elektronenstrdhtie Oberflache Punkt fir Punkt ab.
Dabei weden an jedem Punkt auf der Oberflache Signale, wie rickgestreute Elektronen
oder Sekundarelektrongnsynchron im Sekundérelektronendetektor (SE) gesammelt.
Aus der Gesamtheit der abgerasterten Punkte wird ein Bild am PC zusammengesetzt
(18). Die Aufnahmen erreichen einef&che bis 200.00@ache VergréRerung und sind

nur in schwaraveil? moglich. Die Charakterisierung der Mikrostrukturen, sowie die
Auswertung der Morphologie der Osteoblasten auf den Strukturen erfolgtdemi
FeldemissionRasterelektronenmikroskop (FEEM?, S U P R AJAr Zeiss) aus

der Fakultat fur Informatik und Elektrotechnik, Institut fir Geréatesystenmd
Schaltungstechnjk Universitat Rostock. Das Besondere des-SHM's ist die
Verwendung der Teclik der Feldemission zur Elektronenstrahlerzeugung. Dabei
werden in einer Vakuumkammer Elektronen durch eine Feldemissionsquelle erzeugt
und bei hohen Feldst2rken herausgel °st ( F
Das FESEM erreicht damit bei nieger Beschleunigungsspannung eine hohere
Auflésung. Fir die Beurteilung der Struktur und Form von Osteoblasten auf den
gebrochenen Oberflachen -&ifnahmen) wurde das Rasterelektronenmikroskop
DSM960A (Carl Zeiss), aus dem Elektronenmikroskopischen Zentrder
Universitatsmedizin Rostock, verwendet.

4.2. Préparation der Osteoblasten

Anderungen in der Morgitogie von MG63 Zellen nach 3énin, 3 h und 24 h auf der
Mikropfostenstruktursollen in Relation zur glatten Kontrolle betrachtet werden. Zur
Vorbereitung fur die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die Proben
kritisch Punktgetrocknet. Dafir wurden die Zellen nach entsprechender Kultivierung
einmal mit PBS gewaschemd anschlie3end mit 2% Glutardialdehyd (GA) fixiert.

Im nachsten Schritt wurde das GA mit einem %:igem Natriumphosph&Ruffer

20 photonen

L Primarelektronenstrahl

%2 sekundarelektronenstrahl

% yom englischen: field emission scanning &lee microscope
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heraus gespilt. Um das Wasser aus den Proben zu entziehen, erfolgte die Behandlung
der Proben durch eine aufsteigende Amzekonzentrationsreihe: 30 %nmbin, 50%

5min, 75% 10min, 90% 15min, 100 % zweimal 1éin und dann die Trocknung mit

CO, unter Verwendung des kritischen Punkttrockners. Die Prifkorper wurden
abschlieBend auf eine leitfahige, doppelseitig klebende Bebetzt und konnten auf
diesem Abstandhalteam FESEM untersucht werde(179; 187)

Fir die Z-SchnittAufnahmen der Zellen an der horizontalen Bruchkamtede das

REM DSM 960A verwendet Dieses Rasterelektronenmilskop arbeitet mit einer
hoheren Beschleunigungsspannumwgpdurch die Zellen zu elektrischen Isolatoren
werden die den Elektronenstrahl nicht ableiten. In Folge laden sich die Zellen auf und
es entstehen Uberblendete Bildartefakte. Daher mussten die #@édleiner Leitschicht

aus Gold kunstlich leitfahig gemacht werden. Die Proben wurden zu diesem Zwecke im
Vakuum mittels Sputte€oater nach der kritisch Punkttrocknung und Brechung in
flissigen Stickstoff gleichmaf3ig mit Gold beschichtet (Schichtdické 3®nm) und
abschlieBend hochkant auf den Abstandshalter g€48iZ

5. Zytometrische Methoden

Fur die Charakterisierung der Zdllateriakinteraktionen wurden zwei auf Laserbasis
funktionierende Systeme verwendet: zum eirtas Durchflusszytometer und zum
anderen das konfokale LagRasterMikroskop. Beide Messgerate analysieren Zellen
und ihre zellularen Bestandteile Gber Fluoreszenzliagd Streulichteigenschaften.

Bei der Immunfluoreszenz konnen generell  mit Hilfe von
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikdrpern gezielt zellulare Strukturen durch Licht
bestimmter Wellenlange (Laser) angeregt und damit identifiziert werden. Die
Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorophore) der Antikdrper absorbieidtienergie tber eime
bestimmta WellenlangenbereichDiese spontane Emission von Licht, die beim
Ubergang eines Elektrons von einendheren (Anregung) in das urspriingliche
Energieniveau erfolgt, wird als Fluoreszebezeichnet. Farbe unthtensitat des
emittierten Lichtes sind die clateristischen Eigenschaften des Fluorophors. Die
fluoreszenzmarkierten Antikorper binden spezifisch an entsprechende Zielstrukturen
Epitope, charakteristischdkegionender Oberflache eines AntigenBei der direkten
Immunfluoreszenz binden spezifischieioreszenzmarkierte Prim&rantikbrper an das
Antigen Abbildung 13, links). Bei der indirekten Immunfluoreszenzmethode bindet ein
unmarkierter Primaraikdrper (pAK) an das Antigen und anschlielend wird ein
zweiter, fluoreszenzmarkierter Sekundarantikrper (sAK), der gegen den
Primarantikorper gerichtet ist, eingeset&xbpildung 13, rechts).
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Fluoreszenzfarbstoff —~——

\

Abbildung 13: Schemades Prinzips der Immunfluoreszenzfarbungen mit ihrer spezifischen
Antigen-AntikbrperReaktion: (links) die direkte Immunfluoreszenznd (rechtg die indirekte
Immunfluoreszenz

1

<« PAK

Epitop

Ll

5.1. Laser Scanning Zytometrie

Zur Analyse der raumlichen Organisation von zellularen Zellstrukturen stellte das
konfokalen LaseRasterMikroskops (LSM?) ein geeignetes Instrument dar.

Prinzip:

Der Vorzug der konfokalehaserRasterMikroskopie gegenlber der konventionellen
Lichtmikroskopie liegt in der Option, dass das von dem Praparat reflektierte oder
emittierte Licht nur in einer Fokusebene abgebildet wird. Das- aimet unterhalb der
Fokusebene erzeugte Licht widdgegenmit Hilfe einer variablen Lochblende, dem
Pinhole, vor dem Strahlendetektor unterdrii¢ck89) Aus diesem Grund werden
scharfe, hochauflosende optische Abbildungen des zu untersuchenden Pré&parates
erstellt. Einbewegliches Spiegelsystem erlaubt zusatzlich optische Schrittérexy-

oder xzEbene durch das Praparat mit definiertem Abstand zu legen. Damit lasst sich
ein dreidimensionaler Bildstapel {&tapel) generieren. Ein fokussierter Laserstrahl
rastert dasPraparat Punkt fur Punkt ab und ermdglicht somit eine zusatzliche
Streulichtreduzierung von benachbarten Bereichen. Das im Fokus liegende Bild
gewinnt dadurch an mehr Schérfe und Kontrast. Zu keinem Zeitpunkt entsteht im
Mikroskop ein vollstandiges BildDie Detektoren (Photomultiplier (PMT)) nehmen die
erzeugte Fluoreszenzlichtintensitaten, welche nacheinander an den Stellen des
abzubildenden Bereiches gemessen wuadé Die PMT wandelndas Fluoreszenzlicht

am PC in elektrische Signale um und konsteneso ein gesamtes BilAlgbildung14).

24yom englischen: laser scanning microscope
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Ein weiterer Vorteil des LSM besteht in der simultanen Aufnahme von verschiedenen
Fluorophorerauf mehreren Kailen.

'\“ﬂ'_)‘ Detektor

A, —1—> Lochblende

rm— N / Spiegel Fokusebenen
v v & / Objektiv.
Laser . Osteoblast \

BAEE
e WL |

&

\
= Probe

Abbildung 14: Prinzip des konfokalen Las&asterMikroskops. Der Laserstrahl wird tber ein
bewegliches Spiegelsystem horizontal oder vertikal Uber die Probe geleitet. Das reflektierte oder
emittierte Licht der Rabe aus einer einzigen Fokusebene wird gesammelt. Die Lochblende vor
dem Detektor sorgt daflir, dass kein Licht aus anderen Ebenen erfasst wird. Deshalb ist das
Pinhole konfokakur Fokusebene angeordnet (AbbildurachZeiss(2001):"LSM510 META
LaserScanning Microscopes Operating Manual, Rel. 3.0 Carl Zeiss GmbH."

Zwei konfokale LaseRasterMikroskope wurden verwendet:
Die konfokamikroskopische Untersuchung zur Verteilung der Aktinzytoskelett
Organisation erfolgte mit derhSM410 (Carl Zeiss)Mit dem Fluoreszenzmikroskop

Axiovert100 (Carl Zeiss) mit motorisiertemHub wird auch die inverse Mikroskopie

in das LSM Prinzip mit einbezogen. Das LSM410 hat mehrere Anregungslaser: einen
externen Diodethaser der Licht mit 488 m aussendet und interne
Helium-NeonLaser, die die Wellenlange543nm und 633im emittieren. Um die
Zellen in einer optischen Ebene zu scannen, wurde&aitZeiss 63x Ol-lmmersions
Objektiv PlanNeofluor (1.2%0il/0.17) verwendet. Die Bilder mit einer Grof3e von
512x 512 Pixelwurden mit der LSMSoftware3.98 (Carl Zeiss) ausgewertet.

Mit dem Laser Scanning Syste#80 (Carl Zeiss)wurde die Verteilung von

Kalziumkanéalen, sowie die Mobilisierung rdimtrazellularen Kalziurionen (C&™") in
Osteoblasten in Abhangigkeit von der defiten Mikrostruktur untersucht. Auch bei
diesem System wird mittels Fluoreszenzmikroskop Obsé&l€Carl Zeiss) die inverse
Mikroskopie integriert. Ausgestattet ist das Gerat mit einem hochempfindlichen
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32KanatGaAsP>-Detektor, zwei PMT® und 7 Laseihien (UV-VIS?). Zusatzlich

ist noch ein externer Argon Laser (488) angeschlossen. Mit der innovativen
ZEN2011(blackedition) Software von Carl Zeissverden Bilder mit erhohter
Scangeschwindigkeit (bis zu 8 Bilder/s) und verbessertildqualitat (bis
6144x 6144Pixel) abgebildet. Das LSM780 ist zusatzlich mit einem Inkubationssystem
(Temperatw und CQ-Anschlul?) ausgestattet, damtersuchungen im Bereich des
Live-Cell-lmaging  ermdglicht.  Die  verwendeten  Objektive sind  ein
63x-PlanApochromat  (1,4@il/DIC M27/AA 0,19mm/0,17mm  DeckglasDicke),
sowie ein 4&faches Wasserobjektiv -Bpochromat (1,2 W Korr/M27/AA 0,28 bei
Deckglasdichte von 0,1@,19mm).

5.2. Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie kbnnen in kurzer Zeit simultan mehrereiakethsche
Parameter (ber eine grolRe Zellpopulation quantitativ erfasst werden. Unter
Verwendung optischer und elektronischer Sensormethoden des Durchflusszytometers
(FACS® werden verschiedene zytologische, biochemische und funktionelle
Eigenschaften aufgnd von Fluoreszeraind Streulichteigenschaften von Einzelzellen

in Suspension erkanrfl90). Die Durchflussztometrie ist damit geeignetuf Basis
objektiver Fluoreszenzdatequantitative Aussagen von individuellen Zellemduihrer
zellularen Bestandteileu treffen(63).

Prinzip:

Mittels einer Stahlkapillare werden die Zellen einer Suspension aus einem speziellen
FACS-Rundréhrchen durch Uberdruck in die Messkiivette angesaugt. Beim Eintritt in
die Messkammer werden diese Zellen durch die umgebende Tragerflussigkeit
perlschnurartig vereinzelt undtark beschleunigt. Diesen Prozess nennt man
hydrodynamische Fokussierung. In dieser Weise erfolgt die Auftrennung und
Aneinanderreihung der Zellen, dso sequentiell an einem fokussierten Laserstrahl
vorbeigefuhrt werden (Sensormodul). Dabei senden die Zellen in Abhangigkeit ihrer
Gestalt und spezifischen Farbung charakteristische Lichtsignale aus, die mittels
geeigneter PMIDetektoren gemessen werddédas Sensormodukanndie Zellen mit

dem Streulicht eines einfallenden Laserstrahls physikalisch definieren. Die Richtung der
Lichtstreuung wird dabei verdndertAlbildung 15): In der Vorwartsrichtung

% yom englischen: gallium arsenide phosphide

% photomultiplier

2T UV: ultraviolettes, VIS: sichtbaes fom engliscehn; visie) Licht
% yom englischenfluorescence activated cell sorting
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(Vorwartsstreulicht, FSE) kann die GroRBe der Zellen ermittelt wemdeln der
Seitwartsrichtung, 99 zum einfallenden Lichtstrahl (Seitwartsstreulicht, £$Gwird

die Granularitat und Form der Zellen bestimbés Weiterererfasst das Sensormodul
mittels eines Lasers die Emission von optischen Signalen einer fluoreszierenden Zelle
(Abbildung 15). Ermittelte Fluoreszenzintensitat lassen relative Quantifizierung der
Expression ua. von Proteinen und DNA zu. Die ausgesendeten Signale der Zelle
werden durch spezielle Lichtfilter unispiegel aufgetrennt und Ubeershiedene
Detektoren empfangen. Die gemessenen Daten werden in ein elektronisches Signal
umgewandelt und kénnen mittels spezieller Software am PC quantifiziert wi@adien

Probenzufuhr tiber
Stahlkapillare

FL1-Diode (Filier 530 nm)
Fiuoreszeny

SSC-Diode (Filter 488 nm)
Seltwirtstreulicht

Teildurchiissige

Messkammer

Mantelstrom der
Irigerfliissigkeit

—
Analysepunkt

Dlode(lﬁlter488nm1

Abbildung 15. Schema der Durchflusszytometrie: Einzek&lispension wird vom FACS
akquiriert Die Zellen werden aneinandergereiht und kdnnen so am Sensormodul mit Hilfe von
Laselicht nacheinander einzeln quantifiziert werden. Vorwartsstreulicht ermittelt die Zedlgrof
Seitwartsstreulicht die Granularitat der Zellen und mit der Erfassung der Emission von
Fluorophoren kénnen Eigenschaftauf Proteinebender Zelle bestimmt werden.

Mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur der Firma BD Bioscienwesde die
Expression vo spannungsabhangigen Kalziumkanalen nachh,24owie die
intrazellulare Kalziumkonzentration in den Osteoblasten bestimmt. Das FACSCalibur
ist unter aderem mit einem ArgeionenlLaser ausgestattet, der Fluorophore bei
488nm anregen kanfeweiter LaserDiodenlaser635nm). Das FACSCalibr ist mit

einer Analyse und Akquisition Software CellQueBro Versiomd.0.1 am
MacintoshPC pradestiniert flr unsere Untersuchungen. Aneahl der gemessenen
Zellen pro Kanalkbénnen linear oder logarithmisch verstank einem DotPlot ode
Histogramm dargestellt werden.

29 yomenglischenforward light scatter
%9 yom englischenside scatter
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5.3. Analyse des Aktinzytoskelett s

Ein wichtiges Merkmal fur die zellulare Untersuchung in Bezug auf die
Zell-MateriakInteraktion ist die Architektur des Aktinzytoskeletts von Osteoblasten.

5.3.1. Zeitabhdngige Aktinorganisation

In den zellbiologischen Experimenten wurde die Auspraglergiktinfilamente in den
MG-63 Zellen auf den Mikropfosten zeitabh&ngig nachm80, 3h und 24h untersucht.

Fur den Nachweis des filamentosen AktinsAlEin) wurden die Osteoblastanit einer
Dichte von 3x16Zellen/cm? auf die Materialoberflaichen ausgesat und fir die
entsprechenden Zeitpunkte kultiviert. Degtramethylrhodaminisothiocyan@fRITC)
markierte Farbstoff Phalloidin ist ein Knollenblatterpllaxin und lagert sich eng an

die Aktinfilamente an und verhindert so den Abbau dieser Filamente. Damit der
Farbstoff an die intrazellularen Filamente binden konnte, wurden die Zellen vorher
10min mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und D@in mit 0,1% Triton X-100
permeabilisiert. Nach einer halbstindigen Inkubation des PhaldRIfMC
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur, sowie zwei Waschschritten mit PBS wurden die
Praparate mit einem doppelseitigen Klebeband auf den Objekttragern befestigt. Alle
Proben fir da LSM wurden abschlielend mit Fluoroshield eingebettet. Fluoroshield ist
ein wassriges Eindeckmittel fur die Erhaltung der Fluoreszenz der Zellen welches ein
schnelles Ausbleichen von Fluorophoren verhindert. Zum Ausharten des
Einbettmediums wurden die Raate Uber Nacht lichtgeschitzt und gekihlt
aufbewahrt. Der Fluoreszenzfarbstoff TRITC und damit die Organisation der
Aktinfilamente war bei einer Anregung von 5d@ und einer Emission von 5hon im
konfokalen LaseRasterMikroskop LSM410 nachweisb#t79; 187)

5.3.2. Modifikationen der Kultivierung zur Analyse des Aktins

Zur vertieftenAnalyse unter dem Aspekt, welchen Einflecdemische Modifikationen
der Oberflache auf die Organisation des Aktinzytoskelettshakerden die Pfosten
und Referenzoberflachen chemisch modifiziert (siehe Abscymibbildung16):

Neben derhekdmmlichen SiliziumTitan Arrays (SiTi) als Ausgangspunkivurden
Silizium Prufkérper (Si) und 8zium Prifkérper mit einer 108m Goldschicht (Au)
verwendet. Zudem wueth die konventionellen SiliziunTitan Arrays mit einer
zusatzlichen Kollagefiyp 1 Beschichtung (rat tail) (Col) oder alternativ mit einer
Plasmapolymerschicht aus Allylamin (PPAAmM) einbezog&usatzlich erfolgten
Abanderungen der Kaultivierungsbedingungemtie Kultivierung ohne fetake
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Kalberserum {Serum) sowie die Inkubation umgedreht auf Abstandshalter
flexiPERM® und so entgegen der Schwerkra@révi) (182; 192)(Abbildung16).

(a) Si-Ti

Abbildung 16: Kultivierung von humanen Osteoblasten fur&dnden (a) auf Siliziuatitan
(Si-Ti) Arrays inKomplettmedium(b) auf rein@ Silizium-Proben (Si), (cauf SiliziumProben
mit Goldschicht (Au), (d) auf STi mit Kollagenl-Beschichtung (Col), (e) auf Si mit einer
zusatzliche Plasmapolymerschicht (PPAAIff), auf SiTi in Medium ohneSerum {Serum)
und (g) auf SiTi entgegerder Schwerkraft {Gravi).

i

(c)Au

(g)-Gravi
e

Vorarbeiten:

Die Kultivierung entgegen der Schwerkraft stellte sich als eine diffizile Angelegenheit
dar, da die Prufkoérper mit Zellen umgedreht kultiviert werden sollten. Ein wichtiger
Faktor war die Adhasion der Zellen auf der Oberflache im umgedrehtganduftr

24 h. Bei den ersten Ansatzen wurden die Prufkdrper wie gebrauchlich invaded 4
Platten gesetzt und mit einer Zelldichte von ~3xéllen/cm? besiedelt. Es folgte eine
kurze Absenkund Adhasionsphase der Zellen vonn3id ruhend im Brutschrik bei

37°C. Im Anschluss erfolgte die Drehung und Lagerung deikBmger mit den Zellen

auf einemAbstandshalter von flexiPERM®. Der Abstandshalter flexiPERM® war ein
Zellkulturkammersystem aus Silikon mit einem Durchmesser vomrfi2und einer
Hohe von 8 mm. Dieser wiederverwendbare Abstandshalter wurde nach einer
Reinigung mit 7@ Ethanol in eine 24vell Platte gesetzt und mit Komplettmedium
aufgefullt. Auf diesen Abstandshalter wurde nach der Absenkphase die besiedelte Seite
der Probemach untergelagt, so dass ab diesem Zeitpunkt die Zellen fih 2htgegen

der Schwerkraft kultivierten. Bei weiteren Ansatzen wurden im Folgenden die Absenk
und Adh&sionsphase verkirzt: 8in - O min. Es stellte sich aber heraus, dass ohne
eine ruhende Absenkphaseirie Zellen auf den Oberflachemdhéarierten. Deshalb
erfolgten die nachsten Ansatze mit dynamischer Lagerung, unterschiedlichen
Aussaatdichten und diversen Inkubationszeitraumen. Am Ende hat sich die Methode
bewéhrt, die Zellen in einer hohen Aussaatdiolda ~100.00@&ellen direkt in die

Mitte des flexiPERM®Abstandshalter zu pipettieren urgken Prufkdrper umgedreht

mit der strukturierten Seite nach untewf den Abstandshalter zu legdbamit die
Zellen an die Oberflachen adhérieren konnten wurde dieseplette Ansatz flr
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30min leicht schwenkeashauf einem Schuttlebei 40rpm und 37°C inkubier{ bevor

die Kultivierung fur die restliche Zeit von 235 ruhend im Brutschrank erfolgte
(Abbildung 17). Mit dieser Methode konnte gewahrleistet werden, dass die Zellen von
Anfang an entggen der Gravitation kultiviesurden.

Zur Markierung der Aktinflamente wurden die Praparate nach Firxatmd
Permeabilisierung 3tin mit TRITC konjugiertem Phalloidin markiert.

i ity ol
= m an un nin [ o il (118
Absta die Mitte des ' leicht schiittelnd bei Brutschrank
W Abstandshalters 37°C inkubieren

Abbildung 17: Schema der Kultivierung entgegen der Gravitation.

5.4. Expression der Kalziumkanéle

Um den Einfluss von Mikropfosten auf die Osteold#astu charakterisieren wurde die
Expression wichtiger zellularer Strukturen fir die Signaltransduktion untersucht. Die
verschiedenen-und T-Typ-Kalziumkanalg(Ca,) wurden nach 24 mittels konfokaler
Mikroskopie undrelativ quantitativ im Durchflusszytometer analysiert. Der indirekte
Immunfluoreszenznachweis erfolgte fur dieTp Kalziumkanéle CA.2 und Cal.3,
sowie flr die TTyp Kalziumkanale C3.1, C3.2, Cq3.3.

Laser Scanning Zytometri®ie zellulare Lokalisatiomler verschiedenen-lund T-Typ-

Kalziumkanale in der Osteoblasten wurde auf der Mikrostruktur vergleichend zur
glatten Referenz mit dem LSM780 untersucht. Fur diese Ansatze wurden die Zellen fur
24h auf den Oberflachen kultiviert. Fir den Zugang der Amgg&d an die
Kalziumkanale wurden die Zellen wie folgt vorbehandelt: erst die Fixation #iPFA

fur 10min und anschlieRend die Permeabilisierung fumib mit 0,1% Triton X 100.

Um freie Bindungsstellen abzusattigen erfolgt eine Inkubation mit eiloekiBriosung

aus 2 BSA (30min) (Reduzierung von unspezifischen Bindungerb)ie
anschlieBendeweistindige Inkubation der primaren Antikbrgepezifische Epitope

fur die jeweiligenCa,’s, siehe Anhangkrfolgte mit einer Verdiinnung von 1:100 in
PBS bei4 °C. Zusatzlich wurde das Immunglobu( (IgG, 1:10) als unspezifische
Kontrolle mitgefihrt Nach zwei Waschschrittenwurde mit Sekund&rantikérper
AlexaFluor® 488 (Goat AntRabbit 1gG fur Kalziumkanale, Rabbit Aflouse IgG

fur das Immunglobulirs) inkubiert (1:200 in PBS$ 30min, lichtgeschitat Fur den
Nachweis am LSM780 wurden die Proben auf Objekttrager mit doppelseitigem
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Klebeband und dem Einbettmedium Fluoroshield gebracht. Die Anregung der
Fluorophore erfolgte bei 488n und die Emission bei15nm (193) Um die
Lokalisation des tTyp Kalziumkanals CA.2 (bzw. seines naduweisenderkEpitops)

in den Zellen auf der planaren Oberflachenauer zu bestimmen, wurdeach der
Inkubation mit dem Sekundarantikbrper Alddaor® 488 zusatzlich nochder
Farbstoff Hoechs83342 (bisBenzimide H 33342 trihydrochlorid&ernfarbung
eingesetztDie Inkubation mit demDNA-Farbstoff Hoechsd3342 (1:2000 in PB$
betrug 15min. Nach Waschschritten und Einbettung der Probe konnteinem
weiteren Kanal am LSM780 bei einer Anregung von 846 die Fluoreszenz bei
460nm emittiert werdenZur Bestimmung der Kolokalisatioder beiden Farbstoffe
(AlexaFluor488, Hoechs83342)wur de di e F u(deka0i2blneediti@p | o c f
Carl Zess)herangezogen.

Durchflusszytometrie Zur Untersuchung der quantitativen Expression von

verschedenen spannungsabhangigenziahkanalen wurden die Zelllinie M&3 fir

24 h auf der Mikopfostenoberflache beziehungsweise der glatten Referenz kultiviert.
Mittels Trypsinierung wurden die adhérenten Zellen auf den entsprechenden
Oberflachen in Suspension gebracht. Die Aufteilung auf die FRG@&Irohrchen
erfolgte je nach nachzuweisendem Kalziumkanal und Oberflache. Waschschritte
erfolgten zwischen einzelneréaparationsschritten durch Zugabe von PBS und
Zentrifugationfir 5min bei 1414rpm. Die suspendierten Zellen wurden i mit

4% PFA fixiert und 15min mit 0,1% Triton-X100 permeabilisiert, damit der
Primarantikorper intrazellular an die entsprechendetigene binden konnte. Der
jeweilige Primarantikérper (1:100) wurde fiur 80n bei Raumtemperatur und
anschlieBend der Sekundarantikdrper AlEkeor® 488Goat AntiRabbitlgG (1:200)

fur 30min lichtgeschitzt inkubiert. Als Isotypkontrolle wurden Zelleur mit dem
sekundaren Antikdrper behandelAbschlieBend wurden die Zellen in 3000
FACSPBS aufgenommen und bis zur Messung b¥t 4elagertDie Proben wurden

am FACSCalibur mit dem ArgonLaser bei 488nm in dem Programm
CellQuestPro4.0.1. gemesse und ausgewertef193) Die Ergebnisse werden als
guantitativer Wert der Hbreszenzintensitat (relativerean channel) abziglich der
Isotypkontrolle dargestellt.
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5.5. Analyse der Kalziummobilisierung

Die Mobilisierung derintrazellularen Kalziumionenn MG-63 Osteoblasterwurde
mittels der KalziummagingTechnik am LSM780 analysiert. Die freie
Cd*-Konzentration in den Zellen kann mit dem Kalziumindikakuo-3/AM>! im
aktiven Zustand bestimmt werden Der Farbstoff Flug/AM (194) ist ein
membrangéngiger Kalziumindikator, dém Zytoplasma bei C&"-Bindung eine
Zunahme der Fluoreszenz (Anregung/Emission 50626 aufweist und damit die
raumliche Dynamik der G&Signalisierung darstellt. Da&cetoxymethylester (AM)
verleint dem Farbstoff Flu8 die Mdglichkeit durch passive Diffusion in die Zelle
einzudringen. In der Zelle vorkommende endogene Esterasen spalten das AM ab,
wodurch ein Austritt des Farbstoffes aus der Zelle verhindert wirde Di
Kalziummobilisierungn den MG63 Zellenwurde auf den Mikropfosten vergleichend
mit der planaren Referenz zum einen initial nach einer kurzen Adhasionsphase
(Kalzium-lImaging suspendierter Zellen) untersucht. Zum anderen erfolgte die Analyse
der KalziumMobilisierung nach 24 Kultur (Kalziumimaging adharenter Zelleriei

dem Kalziumimaging adharenter Zellen wurde durch di€ugabe von
AdenosintriphosphatATP) ein Stimulus gesetzt, der zum Anstieg der intrazelluléaren
Kalziumkonzentration fuhrt€r5), die danrzusétzlichanalysiert werden konnte
Vorarbeiten:

Die Durchfihrung de Kalzium-ImagingTechnik bedurfte vieler Vorversuche. Es
wurden verschiedene Puffersysteme und MediRBS, DMEM) sowie verschiedene
Konzentratione des Farbstoffs ausgstet, um ein Kalziumsignal am
Konfokalmikroskop zu erhalterDer Nachweis freier G&lonen in den Zellemittels

LSM war durch die Beladung mit dem Kalziumindikator Fluo3/AMDMEM mit/ohne
Serum oder in Puffersystemen wie PBEBht mdoglich Nur durch die Beladung in
einem hypotonischem Puffersystebei dem durch die osmotische Lyse der Indikator
Fluo-3/AM in die Zelle diffundiert konnte eineintrazellulare Kalziumdynamik am
Konfokalmikroskop detektiert werdema ein inversed-luoreszenzmikroskop inag
LSM-Prinzip mit einbezogen wurde, war es erforderlich die Oberflichen umgedreht
mit dem Zellrasen nach unteim die IBIDI p-Schale hineinulegen. Bei den inversen
Mikroskopen ist das Objektiv unter dem Objektivtische angéibnaicd daher wird das
Praparat von unten betrachtetese inverse Lage der Priufkdrper mit Zellen stellte beim
Live-Cell-lmaging am LSM780, vor allen bei dem Ansatz des suspendierten
Kalzium-imaging, ein Problem dar. Dibesiedelten Prifkérpewurden nach der

#11-[2-Amino-5-(2,7-dichloro-6-hydroxy-3-oxo-9-xanthenyl)phenoxyp-(2-amino-5-
methylphenoxy)ethanl,N,N',N-tetraaceticacid, acetomethyl ester
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Beladung mit dem Kalziumindikator umgedreht in eine IBlE%chalehineingelegt
Andersals beim Ansatz entgegen der Gravitation zur Analyse des Aktinzytoskeletts
(siehe Abschnitb.3.2) mussterdie Zellennunim ruhenden Zustand in der Lage sein
an der Oberflache zu adharierehus den Vorarbeiten der Versuche entgegen der
Gravitdion war bekannt, dass die Zellen mindesten éinbeftungphasevon 10min
bendtigen, um auckntgegen der Schwerkraft adhariene.

Die IBIDI-Petrischale ist mit ihrem dinnen Boden fur hochauflosende
Mikroskopie Techniken, wie Fluoreszenzmikroskopigut geeignet. Es ste#it sich
anfangs die Frageb die Prufkdrper in die Schalen mit oder ohne einen Abstandshalter
gelegt werden diten. Grol3ere Abstandshalter wie flexiPerm® oder Silikonringe
vergroRerta denRaum zwischer®bjektiv und Préparat, wodurch dihikroskopieren
nicht mehmaglich war. Dinné&pacer wie Folieaus Polypropylezeigten eine starke
Eigenfluoreszenz. Final wden die Oberflachen umgedreht ohei@ Spacer in die
IBIDI-Schale gelegt. Durch den Flussigkeitsfilm zwischen dem Préparat und der
IBIDI-Schale lag die Oberflache mit den Zellen nicht direkt auf dem Glasboden auf und
sokonnte aucldasReagenzAdenosintrijnosphat(ATP) unter dem Praparat die Zellen
erreichen und stimulieren.

Fiar die Analyse der Kalziummobilisierung eignete sich ®asfokale Mikroskop
LSM780 besonders gut, da es mit einerkulmationssystem ausgestattet Badurch
konnten die Zellen bei 37T und 5% CQO, unter physiologischen Bedingungen
beobachte werden. Die Analyse am konfokalen Mikroskop mit der Software
ZENZ2011(blackedition) wurde verfeinerindem das Pinhole maximal getffnet wurde.
Aufnahmen von einzelneBbenen fihrte dazu, dass die Kalziumdynamik obend
unterhalb dieser Ebene nicht erfasst wurde. Die Rekonstruktion ek&spéls
(Aufnahmen mehrerer Fokusebenemd damit dieAnalyse der Kalaimsignale inder
gesamten Zelle nahrpro Aufnahme in der éitserie (ein Zyklus) zu viel Zeit in
Anspruch,wobei mdgliche schnelle Kalziumsignale verlorgehen kdnnenMit der
Einstellung des maximah Pinholes konnte die Kalziunmmilisierung in der gesamten
Zelle in kurzen Abstandefa 2s)in einer Zeitserie alysiert werdenAbbildung 18).
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Titanoberfliiche
mit Osteoblasten

HEFPES-Puffer

Fokusbereich mit - - - T
max.Pinhole - \_________________===

IBIDI p-Schale
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Fliissigkeitsfilm

! Objektiv

Abbildung 18 Schema des Kalziwimaging: Die besiedelten Oberflachen wurdeit dem
Zellrasen nach unterin eine IBIDIp-Schale, gefullt mit Pufferlosung, gesetzbDer
Flussigkeitsfilm zwischen Glasboden und Praparat verhinderte die direkte Aubége.
Mobilisierung der Kalziumioneim den Osteoblasten auf den Oberflachen wurdd.8M780
(Carl Zeiss) mit dem 40xObjektiv und maximaid’inhole analysiert.

Fur die quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitat wurde die Software

Zen2012(blueedi ti on) mit der Funktion AMean ROI

Analysen des gesanmeBildausschnittes oder von Einzelzellen, wurde final nur ein
definierter Bereich der Zelle quantifizie(Abbildung 19, Pfeil). Die Position der
definierten Bereiche wurde in den Osteoblasten auf der Mikropfostenstruktur so
gewahlt dass nur zwischen den Pfostetie ein durchgehendes Kalziumsignal
aufweisen, ausgewertet wurde (Pfe8p konnte verhindert werden dass diskleren
Bereiche(bei maximaén Pinhole)durch die Reflebon der Pfostewerursacht, nicht mit

in die Quantifizierung einbezogen wurden. Nach Einstellung dieses definierten
ROI'dZelle fuar 10Zellen pro Aufnahme (Zyklus) konnte die mittlere
Fluoreszenzintensitat abzuglich des Hintergrundes quantifiziert wéhtdindung 19).
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Ref

Abbildung 19: Exempgarische Beispiele der konfokalkroskopischa Aufnahmen mit den
gesetzten definierten Bereichen (Pfeil) zur  Auswertung der einzelnen
Zeitsereneinzelaufnahmen: (linksRefeenzoberflache(Ref) und (rechty die Mikropfosten
(P-5x5). (LSM780, Carl Zeiss; 40WasserobjektivCarl Zeiss Zen2012 (blue edition) mit der
Funkti on AQdéeZeiey ROI fi

Aufgrund der gestreuten Ruckstrahlung des emittierten Lichts an den Ecken und Kanten
der Pfostenobacheim konfokalen Mikroskopwvar de Vermutung, dass es zu einem
Verlust von Fluoreszenzsignalen kommen konnte. Um die stabile Fluoreszenzintensitét
auf den Oberflachen nachzuweisen, wurdenh 24ultivierte PKH26 gefarbte
Osteoblasten auf den Mikrostrukturen nachgleichen Prozedur geannt Abbildung

20) T mit dem 40xObjektiv und maximalem Pinholé\bbildung 18). Fiir die PKH26
Farbung wurden ~1x2@uspendierten Osteoblasten mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff
PKH-26, der sich in die Membran einbaut, fimin bei 37°C markiert, die Zellen mit
einer Dichte von ~3xT®ellen/cmzfiir 24h auf den Oberflachekultiviert, mit 4%

PFA fixiert und abschlieBend eingebettet. Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie
(LSM780) wurde der Fluoreszenzfarbstoff bei 50 angeregtDie Quantifizierung

der mittleren Fluoreszenzintensitaten der refien Bereiche erfolgtewie bei der
Auswertung der Kalziummobilisierungnit der Software ZENZ201Zblueedition),
Funkti on A Mabhildung R@ | \ilie if den konfokahikroskopischen
Aufnahmen in deAbbildung 20 (oben) ersichtlich, kann kein Intensitatsverlust auf den
Pfosten nachgewiesen wendeAuch die quantitative AuswertungAlgbildung 20,
unten) mit der ZENSoftware zeigt keine signifikante Beeintrachtigung der mittleren
Fluoreszenzintesitat auf der Mikropfostenstruktur {3X5) im Vergleich zumplanaren
Referenz (Ref). Damit kann ein Verlust an Fluoreszenzintensitat aufgrund der
Pfostenecken untkantenbei den Aufnahmeam konfokalen LaselRasterMikroskop
ausgeschlossen werden.
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Abbildung 20: Methodenvalidierung zuAnalyse der Fluoreszenzintensitat mitteRKH-26
Zellmembrargefarbte MG-63 OsteoblasterDie Aufnahmen als auch die quantitativen Daten

zeigen, dass keine Unterschiede er &luoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Struktur
nachweisbar sindoben) konfokahikroskopische Aufnahmen PKB6 gefarbter Osteoblasten

auf der Referenzoberflache (Ref) und auf der mikrostrukturierten Oberflagh&)LSM780,

Carl Zeiss Bar=20um, rot=PKH-26 markierte Zellmembran (unten) Analyse der
FluoreszenzintensitatefSoftware Zen201pblueedition), Funktion AMean ROI f
MW = SD; n=15 aus n= 5 AufnahmenKruskalWallis-Test nicht signifikant).

Kalzium-Imaging von suspendierten Zellen:

Der Einfluss derMikropfostentopographie auf die Kalziumfreisetzung in den ersten
Minuten und Stunden deZelladhasion erfolgte vergleichend auch auf der glatten
Referenz. Daflr wurden zunachst die Zellen nach einem \WesGth (PBS) mit
Trypsin von der Zellkulturflasche gelost und eine Zellzahlbestimmung durchgefinhrt.
Nach Sninttiger Zentrifugation bei 1414pm wurde das Zellpellet mit PBS gewaschen
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritings, 1414rpm) wurde dasPelletin 2 ml
HEPESPufferll (hypotonisch)aufgenommenDie in HEPESPuffer resuspendierten
Zellen wurden mit 10pl der KalziumindikatorStammldsungFluo-3/AM (1 5 pM)
beladen Die Inkubationder Farbereaktiorrfolgte flr 40min bei 69rpm und 37°C au

dem Schiittlerin der Zwischenzeit wurddie IBIDI-Schale vorbereitetdie Prifkorper
wurden mit der strukturierten Seite nach oben in die Schatgiegt und 2nl
HEPESPufferl hinzugegeben 500.000suspendierte Fluo3/AM-beladene Zellen
wurden nach der Inkubation auf diejeweilige Oberflache in der vorbereiteten
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IBIDI-SchaleausgesétNach einer 1émindtigenAnheftungphasewurde derbesiedelte
Prufkorpe in der IBIDI-Schale umgedrehZglirasen nach untgnDie Analyse erfolgt
am konfokalen Mikroskop U780 mit dem 40xC-Apochromat (1,2V Korr M27)
Objektiv und bei5 %-iger CO,-Begasung und einer konstanten Temperatur votC37
(nach ~ 20min Adhasion der Osteoblasten auf den jeweiligen OberflacB&m¥88nm
Argon-lonenLaser wurde zur Anregung verwget und die Emission wurde bei 5
detektiert. Es wurden mit der Software ZENZ2Qhthckedition) Zeitreihen (240
AufnahmenZyklen & 2,5) aufgenommen. Mittels der Zen20(kitue edition)Software
und dem Modus "Mean ROI" konnte die mittlere Fluoreseeasitatder freigesetzten
Cd*-lonen (Basalkonzentrationjiir definierte Bereiche von 10 Zellen pAufnahme
quantifiziert werder{Abbildung19).

Kalzium-Imaging von adhérenten Zellen:

Fur die Analyse der intrazellularen Kalziummobilisierung wurden die Zellen mit einer
Dichte von ~8x1tZellen/cm? auf den mikrostrukturierten und dgatten Priifkdrpern
ausgesat und fur 2 kultiviert. Nach drei Waschschritten mit PB8olgte die Zugabe
von einem schwach hypotonischen Gemisch aus HEHREf®r| & Il (1:1). Die Zellen
wurden folgend mit M des Kalziumindikates Fluo-3/AM (75) (I 10ul) beladen.
Nach einer Inkubationszeit von #din im Brutschrank wurden die Prufkorper in einer
IBIDI £-Schale mit HEPE®ufferl (2 ml) platziert. Das globale Kalziw8ignal wurde

mit Hilfe des LSM780 mit dem 40&-Apochromat (1,2W Korr M27) Objektiv
analysiert. Die Zellen wurden dabei bei &7 und 5%CO, Atmosphéare kultiviert. Die
Anregung mit dem  Argonlaser erfolgte bei  488. Mit  der
Zen2011(blackedition)Software (Carl Zeiss) und dem Modus "time series" wurde ein
Ausschnitt (51 512 Pixel) mit mehr als 20 Zellen analysiert. Die Zeitserie betrug 240
AufnahmenZyklen a 2Sekunden. Nach dem @l Zyklus (180s) erfolgte die
Stimulation mit 1QuM ATP zur Bestimmung der intrazellularen Kalziumfreisetzung
(195) Die mittleren Fluoreszentiensitatenresultierend aufreigesetzterCa*-lonen
wurde mit der Zen201glueedition)}Software und dem Modus "Mean ROI" fir 10
definierte Bereiche derellen pro Aufnahmdestimmt(Abbildung19). Der Anstieg der
Fluoreszenzintensitat bestimmt die Kalziumdynamik in den Zellen.

5.6. Analyse der Kalziummessung

Um die intrazellulardasaleKalziumkonzentration in den adh&renten Osteohtaaté

den Oberflachen zu besg#n, erfolgte eine Kalziummessung am Durchflusszytometer
FACSCalibur. Fir diesen Ansatz wurden ~8%Z6llen/cm? auf den
mikrostrukturierten und den gtah Oberflachenausgesatfir 24h kultiviert und
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anschlieBendrypsiniert. Die gewonnene Zellsuspension wurde in ein FRGBrchen
Uberfuhrt und abzentrifugiert(5 min, 1414rpm). Das Pellet wurde inl1ml
HEPESPufferl resusgndiert. Um die Zellen fur die Kalziummessung zu beladen,
wurden zu denin HEPESPuffer suspendierten ZelleBul Fluo3/AM (I 5 uM)
zugegebenNach einer 20nindtigen Inkubatiorbei 37°C leicht schwenkend auf dem
Schittler wurde die Kalziumkonzentration in den gmtechenden Zellspensionen
sofort am [RCSCalibur quantifiziert. Die Messung und Auswertung am
Durchflusszytometer erfolgte mit dem Argbaser und der Software
CellQuestPro4.0.1. Die Ergebnisse werden als quantitativer Wert (relatimean
channel) deFluoreszenzintensitat dargestellt.

6. Proteinexpression

Zur zeitabhangigen Analys€lOmin, 30min, 1h, 3h und 24h) phosphorylierter
Signalproteine des MAPK (MEK1, ERK1/2 p38MAPK®), des AKTF (AKT,

G S K 3P /ufd des inflammatorischen Signalweges (I8 in den Osteoblasten in
Abhangigkeit von einer definierten Mikropfostenstruktur wurde dasFBex®System
eingesetzt. Aufgrund der geringen Proteinmengen, angesichts der Aussaat auf den
kleinen Materialoberflachen, hat sich die Methode aufRerordentlicBHrevies konnen
simultan mehrere verschiedene phosphorylierte Proteine mit einer relativ kleinen
Proteinkonzentration von etwa 506/ml nachgewiesen und quantifiziert werden.

6.1. Prinzip des Bio-Plex® Systems

Das BicPlex®System ist eine LuminexMAP™

-Technologie, eine auf Bead basierte
Multiplex-Analyse. Beim BiePlex Assay wird ein Antikdrper gegen das Zielprotein
gerichtet. Dieser Antikdrper ist kovalent an ~farB groRe Beads aus Polystyrol
gebunden. Diese Beads sind zu verschiedenen Verhattnisgezwei Fluorophoren
geflllt, welche eine Variation in den emittierten Spektren erzeugen und somit eine
Differenzierung in 100 verschiedene Elemente ermdglichen. Diese Beads tragen eine
fur das Protein spezifische rote Farbkodierung. Durch Zugabe einesten
Detektionsantikorpers, der an ein weiteres Epitop des Zielproteins bindet, kann der
fluoreszierende Reporter (Streptavidigcoerythen (PE)) koppeln, welcher spezifisch

fur die quantitative Phosphorylierung ist. Die Detektion erfolgt in der Ansiiggen

% MAPK: Mitogenaktivierte ProteirKinase; MEK1 MAPK/ERK Kinase 1 ERK: Extracellularsignal
Regulated Kinase

3 AKT: ProteinkinaseB; GSK: Glykogen Synthase Kinase 3
¥ Inhibitor 'kappalight-chainenhanceof activated Bcells-alpha
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des BioPlex200-Systems, welches aus einer Durchflusszelle und zwei Lasern besteht.
Die Fluorophore werden nun durch die zwei Laser mit unterschiedlichen Wellenlangen
angeregt. Durch die Anregung der Beads mit dem ersten Laser beim6R&nn das
jeweilige Proteinidentifiziert werden Uber den weiten Laser bei 528m wird der

grine Farbstoff angeregt und kanndie Intensitat ds emittierten Lichtes bestimmt
werden die proportional zur Menge des Zielproteins Adbl§ildung21).

/ Antikorper mit Bead
7N

Laser \
-

N\ ¢
| —— > Detektionsantikrper

Epitop

—> Reporter

Abbildung 21: Prinzip des BiePlexPhosphoproteiAssays. Die verwendeten rot
fluoreszierenden Beads sind an eindmikdrper gekoppelt, welcher im ersten Schritt an das
Zielprotein bindet. AnschlieRend bindet ein zweit@téktionsantikdrper an ein weiterépitop

des Proteins, an dem der griin fluoreszierende Reporter koppeln kann. Die Detektion erfolgt
Uber ein Systm aus 2 Lasern (63t und 523 im).

Zur Untersuchung der Phosphorylierung von Signalproteinen wurde d&2le2ia00
Array-System von BieRad verwendet. Das MultipleXrray System ist ausgestattait
einem Reader bestehend aus zwei Lasern, einer MikiepRiattform und einer
Probennadel. Die  Auswertung am PC wurde mit der Software
Bio-Plex®Ma n a g 41Ir1E vorgenommen. Die fur die Durchfiihrung notwendigen
Lésungen und Materialien stammten aus dem-MexPhosphoproteiKit der Firma
Bio-Rad.

6.2. Bio-Plex® Phosphoprotein -Assay

Die Herstellung von Proteinlysaten der Zelllinie M3 erfolgte nach Aussaat von
~4x10 Zellen/cm? und einer Inkubation fiir die Zeitraumendi®, 30min, 1h, 3h und

24 h auf den Oberflachen. Nach der Kultivierung wurden die éhkiirper umgedreht

mit der zu lysierenden Zellseite nach unian100ul kalten Lysepuffer fur 30min
schwenkend auf Eis inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen vorsichtig mit dem
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Zellschaber von den Oberflachen entfernt und in Epper@etfiRe Uberfuhrt
Anschliel3endwurden die Zelllysatam EppendorGefald mit Ultraschall behandelt

Nach einezweiminltigen Zentrifugation bei 4C (1414rpm) wurden dieProteinisate

bei -20°C gelagert. Identische Gesamtproteinkonzentrationsvurden fur die
Expressionanalyse  eingesetzt Mit Hilfe einer Coomassi-Farbung des
PolyacrylamidGel nach der SD Polyacrylamidgelelektrophorese (SIPAGE), bei

der die Proteine nach der Molekilmasse in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden,
konnte die gleichmalfige Beladumit Proteinen gesichert werden.

Im ersten Schritt des BiBlexPhosphoproteifAssays erfolgte die Vorbereitung der
speziellen 9évell Mikrotiterplatte. Diese speziellen Mikrotiterplatten besitzen als
Boden eine Teflonmembran mit einer PorengrofRe vonprh,2amit die Lésungen aus

den Wells wahrend der Waschschritte von unten mit Vakuum abgesaugt werden
kénnen, aber die Beads erhalten bleiben. Die Benetzung der Membran-detl 96
Mikrotiterplatte erfolgte in einem Waschschritt bestehend aus Spulung asithpuffer

und anschlieBendem Absaugen mittels Vakuum. Die Suspension der mit Antikdrper
gekoppelten Beads wurde durch kurzes vortexen homogenisiert yidn5@des Well
gegeben. Nachdem die Wells mit Vakuum abgesaugt wurden, schlossen sich zwei
Waschshbritte an. Nach der Zugabe von @b Assaypuffer wurden die Zelllysate
gemischt und in jedes Well 2B hinzugefugt. Als Kontrollen wurden von BRad
mitgelieferte speziell behandelte Zelllysate Ez.unbehandelte oder Ubehandelte
HelLaZellen) mitgefuint, welche einen hohen Anteil der zu untersuchenden
phosphorylierten Proteine aufwieselDie Wells ohne Zugabe von Lysaten stellten
Leemwerte dar, um unspezifische Farbung der Puffer zu ermitteln. Die Zelllysate wurden
zusammen nmiden gekoppelten Beads 138 h inkubiert. Nach Bindung der Beads an
das entsprechende Zielprotein wurde eine Reihe von Waschungen durchgefihrt, um
ungebundene Proteine zu eliminieren. Im Anschluss wurden die vorbereitete
Detektionsantikorper zugegeben und die Proben fur miage0min inkubiert. Nach

drei Waschschritten erfolgte eine -tnitige Inkubationlichtgeschitztvon jeweils

50 I der Streptavidin PESuspension. Danach wurden drei Waschschritte mit jquL00
Resuspensionspuffer durchgefihrt und die Proben abschlieBandl125pl
Resuspensionspuffer resuspendiert. Die Messung der Proteine erfolgte mit dem
Bio-Plex-System mit Hilfe der Bio-PlexMa n a g41.1Boftware, die die
Fluoreszenzsignale fir jedes BAaabteingleichzeitig verarbeitainddie relative Mean
Fluorezenzintensitat (MFI) bestimn{iL96). Die MFI der ermittelten phosphorylierten

% Triphenylmethanfarbstoff: Coomassie Brilliant Blue260
% vom englischen: sodium dodecyl sulfate
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Signalproteine wurden abziglich desewertes(Ansatz ohne Proteinlysatbgrechnet.
Die ermittelten Daterwurden anschlieBend in ein Microsoft EXCE Datenblatt
transferiert.

7. Statistische Auswertung

Bei den zellbiologischen Ansatzen wurde immer auf adaquate Kontrollen geachtet, um
die zellularen Reaktionen und damit die Interaktion der Zellen mit dem Biomaterial
in vitro richtig einschatzen zu kdnnen. Die glatten Kontrolloberflachen bestanden aus
dem gleichen chemischen Ausgangsmaterial ohne physikalische Mikrotopographie. Die
Experimente wurden jeweils unabhangig mindestens dreimal wiederholt und ergaben
gleichwertige Egebnisse. Bei jedem Versuchsansatz wurde eine andere Pdssage
Osteoblasten verwendet. Fur die Datenauswertung wurde Microsoft Office EXCEL
2007, sowie das Statistikprogramm SPSS Version 15.0 fur Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) verwendet.

Aus den \érsuchswerten wurden in EXCEL Mittelwert mit Standardabweichung (SD)
oder Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet.

Vor der Durchfuhrung der parametrischen Testverfahren in SPSS wurden die Werte auf
Normalverteilung mit dem KolmogoreBmirnoff-Anpassungstest (6 Test) Uberpruft.

Lag eine Normalverteilung 0,1 zwischen den Gruppen vor konnten weitere
parametrische Tests durchgefuhrt werd&@7) Zur Untersuchung auf signifikante
Unterschiede der Mittelwerte wurdeied parametrische TestmethodenT@ést flur
ungepaarte oder fir gepaarte Stichproben verwendet. Bei einer unbekannten Verteilung
und unabh&ngigen Stichproben wurde der KrubKallis-Test herangezogen. Ein
signifikanter  Unterschied zwischen den Messwerten deur bei einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit vohp < 0,05 angenommen.

Im anschlieRenden Ergebnisteilrd flir jeden Versuch jeweils der Stichprobenumfang
(n), Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD) oder Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) und das ernette Signifikanzniveau (p) mit dem dazugehérigen
Testverfahren angegeben.

37 Microsoft Office 20032007, Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRheim
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V. Ergebnisse

1. Charakterisierung der Materialien

1.1. Oberflachencharakterisierung

Analysiert wurde das biologische Verhalten der Osteoblasten wachsend auf einer
regelmafigerkubischenTopographie im Mikrometerbereich im Vergleich zu einer
glatten Referenzoberflache. Die Begutachtung der titanbeschichteten Oberflachen
erfolgte unter standardisierten Bedingungen anSER SUPRA25 (Carl Zess) durch

Frau Dipl-Ing. R. Lang&. Es wurderAufnahmen in primar 2.000und 10.00&facher
VergroBerung in  einem 3OVinkel angefertigt (Abbildungsmal3stédbe sind
eingezeichnet).

Die Abbildung 22 zeigt die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme mlanaren
Referenzoberflache (Ref) bei der eine relativ glatte Oberflache mithgiéidiger
Titanbeschichtung am F&EM ersichtlich ist.

Abbildung 22 Rasteelektronmikroskopische Aufnahmder glatten Referenzstruktur (Ref)
(VergroRerung D00x Bar= 10 um) (FEESEM SUPRA25, Carl Zeiss).

Die rasterelektronenmikroskopischemfAahmen dedefiniertenMikropfostensruktur
mit einem Abstand, einer Breite, einer Lange und eidéhe von 5um (P-5x5)
(Abbildung 23 A-C) zeigen eine Anordnung von gleich weit entfemguadratischen
Pfosten mit vertikalen Seitenwanden auf der Oberflache. InAthdildung 23 (A)
wurden die Pfosten ausgemessen und eine Lange v@0h8 sowie Breite von
4,914um quantifiziert. Die Abmessungen der resultieren@&rukturen stimmen mit

% aus der Fakultat fir Informatik und Elektrotechnik, Institut fiir Geratesysteme und Schaltungstechnik
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den gewinschten Dimensionen vonurd Uberein. In der Nahaufnahme eines
Mikropfostens Abbildung 23 (C)) sind scharf&kanten und leicht abgerune@eEcken,
sowie die steilen Seitenwande gut ersichtlich.

Abbildung 23: Rasterelektronmikroskopische Aufnahmdas Mikropfostenprofis (P-5x5):
(A) Ubersicht mit Abmessungen zur Analyse der Dimensionen (VergroRer@@px2
Bar=10um); (B)raumliche Ubersicht (VergroBerung .@0x, Bar=10um, 30°);
(C) Nahaufnahme einer einzelnen Pfostenstruktur. (VergréReru@90) Bar=1 um, 30°)
(FE-SEM SUPRAZ25, Carl Zeiss).

1.2. Phanotypische Charakterisierung der humanen Osteoblasten

Mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops (Axiovert25, Carl Zeiss) wurden das
Wachstum und der Phanotyp der adhéarenten -68G Osteoblasten in de
Zellkulturflaschen charakterisiert. Es wurden Aufnahmen mit der AxioCam und der
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SoftwareAxioVisiod® in 10+ und 20facher VergroBerung angefertigt
(Abbildungsmal3stabe sind eingezeichnet).

In den lichtmikroskopischen Aufnahmen #bbildung 24 ist ersichtlich, dass die
MG-63 Zellen eine fir Osteoblastdonolagekulturen typische polygonale
Morphologie aufweisen. Die Zellen haben eine spindelférmidpdi{dung 24 (B Pfeil))

bis triangul&e (Abbildung 24 (B Oval)) Form von ca. 5400e m an denrsem End
langliche AuslauferAbbildung24 (B *)) ausbilden. Der Zellkern d€dsteoblastefiegt
zentral und weist einemm Verhaltnis zur Gesamtzellgdé@ grol3en Zellkern auf
(Abbildung 24 (B)). Die Ubersichtsaufnahme imAbbildung 24(A) zeigt die
Osteoblasten in einem subkonfluenten Zustand, bei dem dezelkierband an einigen
Stellen noch Lucken aufweist. In diesem Zustand erfolgte die Aussaat fur die
zellbiologischen Versuche.

Abbildung 24 Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnamen subkonfluenter humaner
Osteoblasten M@G3 in Kultur (A) Ubersichtsaufnahme(10x-Objektiv, Bar=100um),

(B) Detailaufnahme mit langlichen Zellen (Pfeil), triangulare Zellen (Oval) und
Zellauslaufen (*). (20x-Objektiv, Bar = 50 um, Axiovert 25, Carl Zeigs

2. Zellarchitektur

2.1. Zellmorphologie

Zur Untersuchung der ZeMateriakinteraktion erlauben dierasterelektronen
mikroskopischen Aufnahmen eine detaillierte Darstellungd Analyse der
Veranderung der Morphologie, Form und Gestaler Osteoblastenauf den
Mikropfosten im Vergleich zur glatten Referenzoberflache. Die untersuchten Praparate
wurden unterstandardisierten Bedingungen in Kooperation mit Herrn BRplys.

%9 Axio40V 4.8.2 SP2 (2008012),Microlmaging GmBH Carl Zeiss, Oberkochen
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Andreas Kortg® am FESEMSUPRA25 (Carl Zeiss) betrachtet. Es wurden
morphologische Aufnahmen in primar 50Q.000 und 5.006facher VergréRerung mit

1 kV und gekippt im 30-Winkel angefertigt (Abbildungsmalstéabe sind eingezeichnet).
Die FESEM Bilder zeign Unterschiede in der Zellmorphologie von adhéarenten
MG-63 Osteoblasten auf der geometrisch strukturierten Titanoberflache im Vergleich
zu der planaren Titanreferenz. In dsbildung 25 ist die angepasste Zellmorphologie
auf denMikropfostenstruktuen (rechte Spalte) nach &fin, 3h und 24h Zellkultur
vergleichend zuplanarerReferenzoberflache (linke Spalte) dargestellt.

Kurz nach der Besiedelung der Materialoberflache beginnen die Zellen sich
auszubreiten und bilden flache Auslaufer (Lamellipodien), um einen Kontakt mit der
Oberflache herzustelleNacheinem Kultivierungszeitraum von 30in (Abbildung 25,

erste Reihp sind erste Veradnderungen in der Morphologie der Osteoblasten in
Abhangigkeit von der Topographie erkennbar. Die Zellen auf der glatten
Referenzoberfldte sind etwas ausgebreiteter und bilden viele flache Auslaufer, sowie
kleine langliche fadenformige Ausstilpungen (Filopodien) aus. Auf den Pfosten
hingegen erscheint die Zelle kleiner und kugeliger in ihrem Phanotyp und adhariert mit
den kleinen flachen&lauslaufern nur oberhalb der Pfostenstruktur.

Diese anfanglichen morphologischen Differenzen werden nabhK8ltur (Abbildung

25, zweite Reihe) neh deutlicher. Die Zellkérper der Osteoblasten auf der
Referenzoberflache sind gro3 und sehr flach, wahrend die Osteoblasten auf der
Mikropfostenstruktur einen kleineren Zellkdrper ausbilden und vereinzelt noch einen
kugeligen Phéanotyp aufweisen. Aullerdast ersichtlich, dass die Osteoblasten
oberhalb deMikropfostenstruktuadharieren und sich daran ausrichten, sowie strecken.
Diese Unterschiede in der Zellmorphologie sind auch riz&€h Kultivierung noch
vorhanden(Abbildung 25, dritte Reih¢. Auf der planarenReferenzoberflache ist ein
abgeflachter ausgebreiteter Phanotyp ohne bevorzugte Ausrichtung nachweisbar. Der
komplette Zellkbrper adhériert auf der unterliegenden Titanoberflich&dgensatz
dazu kann beobachteerden, dass die Zellen auf der Pfostendtr ihnre Morphologie

und Zelldimension der Struktur anpassen. Die Zellen weisen wesentlich kleinere
Zellkorper auf, die sich ausschliel3lich auf den Mikrostrukturen befindenW®2ésren

ist eine gestreckte Zellmorphologie mit langen zellularen Ausldufait einer
Orientierung entlang der Struktur erkennfi@ontaktfihrung)

40 Fakultat fur Informatik und Elektrotechnik, Institut fir Geratesysteme undal®ecigstechnik,
welisaStipendiat
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30min =

Kuttur

3h
Kultur

24h
Kulwr

Abbildung 25 FE-SEM Aufnahmen von M&3 Osteoblsten auf den Oberflachen: die glatte
Referenz (linke Spalt¢ und die Mikropfostenstruktur (recite Spalt¢. Im Laufe der
Kultivierung: (erste Reihe) nach 3@in, (zweite Reihe) nacht8und (dritte Reihenach 2
wird deutlich dass die Zellen auf der glatten Oberflacifieash auf der Oberflache diggen.
Die Zellen auf der Mikrostruktur adharierdanggestrecktauf den Pfosten und nur die
Auslaufer stellen Kontakt zu dem Untergrund h@fergrof3erung 1.000x, Bar10 um, 30°,
FE-SEM SUPRAZ25, Carl Zeiss).

Detailliertere Aufnahmen der Osteoblasteri der quadratischen Mikrostruktur nach

24h  sind in der Abbildung 26 dargestellt. In der obersten
rasterelektronmikroskopischen  Ubersichtsaufnahnveird  deutlich, dass die
Zelladhasion nur auf den Plateaus der Pfosten stattfindet. Des Weistreie
topographisch induzierte Zellausrichtung zu erkennen. Die Osteoblasten passen ihre
Morphologie der Mikrostruktur an und richten sich in Abhangigkeit vom de
Oberflachengeometrie aus. Die Streckung und Orientierung der Osteoblasten entlang
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der Pfostenstruktur in einem 45und 90°-Winkel ist ersichtlich (Pfe)l (178). In den
detailierten Aufnahmen iler Abbildung 26 (zweiteReihe)sinddie Zellauslaufestark
vergroRRert dargestellt. Die Filopodien kénnen sich Uber die Strukturen ausstrecken und
uberbri&en so die Zwischenrdume der Pfosten. Einige der Filopodien legen sich auf
oder an die Pfostenecken uddnten (rechts), wahrend andere Filopodien wiederum
bis auf den Bodeneichen (links). In der Schnitt Aufnahme am RENISM 960
(Abbildung 26, dritte Reihe) zeigt sich deutlich, dass die Osteoblasten oberhalb der
Mikrostrukturen liegen. Der Zellkorper liegt auf den Pfosten auf und tberspannt die
Taler. Nur die Zellauslaufer an den Enden erreichen den Boden.

Ubersicht
(1000x)

VergréBerung
(5000x)

Z-Schnitt
Vergréfierung
(5000%)

Abbildung 26: Detaillierterasterelektronmikroskopischufnahmenvon Osteoblasten auf der
definierten Mikropfosterstruktur nach 24h. In der Ubersicht ist diéusrichtung der Zellen
entlang der Mikrostrukturen ersichtlich (PfeilBeachte, dass nur die Filopodien der
Osteoblasten den Untergrund erreich@ben Bar = 10 pm, mittig:Bar = 1 ym,FE-SEM
SUPRAZ25, Carl Zeiss, 3p6nten:Bar = 4 um, REM DSM 960A, GhZeiss).

2.2. Aktinzytoskelett

Der Nachweis des intrazellularen filamentésen AktinsAkEin) erfolgte in den
Osteoblastenauf der Mikropfostenstruktur und vergleichend auf der glatten
Referenzoberflaiche am konfokalen LaBasterMikroskop. Fur die konbkal
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mikroskopischen Aufnahmemurden Ubersichtsaufnahmen, sowie VergroBerungen mit
einem 6 oder 8fachen Zoom mit dem 63®lobjektiv angefertigt. Um die Lage der
Aktinfilamente genauer zu bestimmen, wurden Bilder im Reflexionsmodus mit 2 Lasern
generiert zum einen das Aktinzytoskelett mit dem HeliNeon Laser bei 548m in

rot und zum anderen die unterliegende reflektierende Struktur mit deonl@sgr bei
488nm ingrin (zugeordnetBalschfarbg

2.2.1. Zeitabhangige Organisation des Aktinzytoskeletts

Um den Zeitpunkt zu erfasen an dem die Auskdung der Aktinfilamentenach
Adharenz der Zellen auf den Oberflacheeginnt, wurde die MG-63 Osteoblasten
zeitabhangig nach 3@in, 3h und 24h untersucht.

In den konfokahikroskopischen Bildern deAbbildung 27 (erste Reihe)ist die
Ausbildung des Aktinzytoskelsttin den Osteoblasten nach 80On Kultivierung
dargestellt. In den noch abgerundeten Ze#laf derplanarerReferenzoberflachen sind
sowohldicke in der Peripherie angeordnetertikale Filamente, als audiinne kleine
Aktinfilamente im Zentrum des Zellkdrpersachweisbarlm Gegensatz da beginnt

sich bereits nach 3@in auf der Mikrostruktur das Aktinzytoskelett auf dem
Pfostenplateau und an den Kanten in den noch kugeligen Osteoblasten zu formieren.
Ebenso ist eine submembrandse Ring ahnliche Aktinstruktur zu erkennen.

Die zeitabhangige Ausbildung des Aktinzytoskeletts nathi® in der Abbildung 27
(zweite Reihepargestellt. Auf deglattenReferenzoberflache sind fur die Osteoblasten
typische lange AktirBtressfasern, dim dem gesamten Zellkérper homogen vorliegen,
nachweisbar. Auf der mikrostrukturierten Pfostenoberflache hingegen akkumuliert sich
das Aktin in Form von kurzen Filamenten auf und um die PfostenstriNdagch 24h
(Abbildung 27, dritte Reihe) bildet sich in den Osteoblasten auf der glatten Referenz ein
Netzwerk aus starken und langen Stressfasern augyplasherweise deigesamten
Zellkorper durchsparinDagegen wirdlas Aktin auf den Mikrostrukturen unregelmaRig
undin extrem kurza Filamenten innerhalb detelldimension auf den Pfostesowie an

den Kanten und Eckeantwickelt Zudem ist ein kleinerer Zellkdrper ersichtlich, wie
auch im Abschnitt 2.1Zellmorphologie, gezeigt.



IV Ergebnisse 56

Abbildung 27: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von intrazellularen Aktinfilamenten in
Osteaoblasten auf glatten Referenzoberflachen (links) vs. mikrostrukturierten Pfostenoberflachen
(rechts): nach 3@nin, 3h und 24h Zellkultur in Komplettmedium. Das Aktinzytoskelett auf der
Referenzoberflachést nach & durch lange Stressfasern gekennzeichnet, die die komplette
Zelle durchspannen. Im Gegensatz dazu organisiert sich das Ak&imexbKultivierunggeit

von 30min in kurzen Fragmenten auf und um die Pfostenstrukturen. (Ubesasifitadmen,

Bar = 25 um; Zoom 6¥Wergro3eungen, Bar = 5 um, rot = TRIT@arkiertes Aktn,)
(LSM410, Carl Zeiss; 63x @mmersionsobjektivCarl Zeiss).

Durch den Einfluss deMikropfostenstruktuen kommt es zu einer dramatischen
Veranderung in der Aktinformation. Die Immunfluoreszenzfarbung déktirs nach

24 h zur Beurteilung des Aktinzytoskeletts unter Struktureinfluss i8binldung 28 in
unterschiedlichen VergréfRerungen noch einmal zur Verdeutichiargestellt. In den
konfokalmikroskopischen Aufnahmen zeigt sidbutlich, dass die Osteoblastauf der
Mikrostruktur nicht mehr in der Lage sindlas Aktinzytoskelett in lagen Stressfasern
auszubildenDie Re-Organisation des Zytoskeletts meihe starken Anreicherungvon
fragmentierén Aktinflamentenerfolgt auf dem Pfosten und an den Kantenlcive die
unterliegende Ristenstrukturierung reflektiertn den beiden Vergrél3erungen sind die
kurzen Aktinfragmentedie sich irregular lokal auf dem Plateau und an den Kanten der
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Pfosten akkumulieremeutlich nachweisbdPfeil). Das Aktin scheint dianterliegende
Obeflachentopographie nachzugestaled Mi mi kr y i) .

Ubersicht

Abbildung 28 Konfokalmikroskopische Aufnahmen vointrazellularen Aktinfilament

Strukturen in MG63 nach 24h mit DMEM und 10% FCS auf 5xfum-PfostenstrukturerDas
Aktinzytoskelett ist lokal konzentriert in kurzen Filamenten auf der Pfostenstruktur (Pfeil)

i nnerhal b der Zel |l di mension angeor d26@em ( AMi m
Zoom 6x- und Zoom 8x-VergrbRerungen, Bar5pum, rot=TRITC-markiertes Aktin,

grin= Reflexion der OberflachenstruktuLSM410, Carl Zeiss; 63l-lmmersionsobjektiv,

Carl Zeiss).

Zur Validierung der angepassten Organisation des Aktinzytokeletts in kurzen
Filamenten nur auf dem Pfostenplateau wurden mehmizontale Schnitte (Btapel)

durch die Zelle angefertigt, um zu beweisen, dass nicht nur durch die Konfokalebene
des LSM bedingt die Aktinfilamente so kurz erscheinen. In Alavildung 29 (A)
veranschaulichen exemplarische Querschnitte die Verteilung-éésirts in der Zelle

von der oberen (apikal) bis zur unteren (basal) Ebgxtgbildung 29 (C)). Die
exemplarischen Aufnahmen zeigen, dass in der apikalen Ebene Utber den Pfosten die
Ausbildung des Aktinzytoskeletts in kurzen Filamenten vorzufinden ist. In der
medianen Ebene sind keidktinfasern nachweisbar. In déasalen Aufnahme sind
langliche kortikale Aktinfasern am Rand und in den Filopodien ersichtlichden
rasterelektronmikroskopischen Aufnahmefbljildung 29 (B)) ist ersichtlich, dass

diese Zellareale zwischen den Pfostenbereichen etwas durchhanigemrhalb der

Zel l di mension adaptiert das Aktinzytoskel
Fragmentierung der Filamenin kurze Fasern, die darunterliegende Pfostenstruktur.
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C Fokns-
ebenen
Basal Osteoblasten . «—Apikal
<— Basal
Mikropfostenstruktur

Abbildung 29: Konfokalmikroskopische AufnahmeginesZ-Stapelsder Aktinfilamente der
Osteoblasterauf Mikropfostenstruktuen rach 24Kultur im Komplettmedium(A). Erst in der
basalen Ebene findet m&ortikales Aktin in der Randzone, welches auch langere Filamente
bilden kann Diese Zellbereiche sind nicht mehr im Pfostenbereich, wie irS8ER ersichtlich
(B). (A: LSM-Ubersichtsaufnahmen, Bar=25pum, LSM410, Carl Zeiss;

63x Ol-Immersionsobjektiv, Carl Zeiss; B: FESEM-Aufnahmen, VergroRerung 1.000x,
Bar=10um (oben), VergroRerung 5.000x, Bal pm (unten), FE-SEM SUPRAZ25, Carl
Zeiss, 307 C: Schema der Fokusebehen
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2.2.2. Externe Einflisse auf die Auspragun g des Aktinzytoskeletts

Fiar die weitere Analyse der Aktinzyelett Re-Organisation nach 2dtundiger
Kultivierung auf Mikropfostenstrukturemvurden mdogliche externe zellbiologische als
auch physikechemiscle Einflussparameter modifiziert: reinesSilizium, (Si)
goldbeschichtete Oberflac{@u), SiTi Oberflache mit KollagefTyp I-Beschichtung
(Col), SiTi Oberflache mit plasmapolymerisiertem Allylamin (PPAAmM) sowie
Kultivierung entgegen der Schwerkraft (d.h. mit dem Zellrasen nach uft@érgvi)

und Kultur ohne das Fibronektin enthaltende Sefu&erum) (siehe aucAbbildung

16).

In Abbildung 30 sind die konfokahikroskopischen Aufnahmen des Aktinzytoskeletts
der Osteoblasten dargestellt, die zum einen auf der glatten Referenzobdfiti)e

und zum anderen auf der Mikropfostenstrukt(nechts) unter den diversen
Modifikationen adhérierten. In den Immunfluoreszenzanalysen wird ersichtlich, dass
auf der Mikrostruktur die Organisation des filamentésen Aktirden MG63 Zellen in

allen Modifikationen beeinflussist. Auf der glatten Referenzoberflache bilden die
Zellen ein gut definiertes Aktinnetzwerk mit langen zelldurchspannenden Stressfasern
aus. Dagegen erfolgt auf der Mikrostruktur die Ausbildung des ARtngOsteoblasten

in Anpassung an die Topographie Form von kurzen Fragmenten auf und um den
Pfosten.
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Pfosten

(c) Col (b) Au (a) 8i

(¢) -Gravi (d) PPAAm

(f) -Serum

Abbildung 30: Organisation des Alzytoskeletts von Osteoblast@ach 24h auf chemisch
funktionalisierten Mikropfosten sowie unter modifiden Kultivierungsbedingungen: (a) auf
Si-Oberflachen, (b) SPrufkdérper mit 100m Gold, (c) Si-Ti mit einer
Kollagenl-Beschichtung versugd) mit einer PPAArBeschichtung, (e) entgegen der
Schwerkraft kultiviert und (f) ohne Serum kultivierBei allen Modifkationen ist die
Fragmentierng des Aktinzytoskeletts aden Pfosten deutlich nachweislend somit nicht von
der Oberflachenchemie und htcvon der Gravitation abhangigUbersichtsaufnahmen,
Bar=25um; Zoom6x-Vergrol3erungen, Bar 5 um; LSM410, Carl Zeiss;
63x Ol-lmmersionsobjektivCarl Zeiss).
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3. Signaltransduktion

3.1. Signalwege

Die Untersuchungen zur Zeé¥lateriatInteraktion beinhalteten Analysen biochemischer
Events bei der Signaltransduktion. Zur zeitabhangigen Untersuchung phosphorylierter
Signalproteine des MAPK., des AKT**-, sowie des inflammatorischen Signalweges
wurde das BiePlexSystem eingesetzt. Die quantitative Auswertung der aktivierten
Proteire nach 10min, 30min, 1h, 3h und 24h in den humanen Osteoblasten wurde
mit der Softwae Bio-Plex®Ma n a g41.1E vorgenommen. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFBus 6unabhangigerversuchenwurde abzuglichMFI des
Leerwertes berechnet.

In der Abbildung 31 ist die zeitabhangige Expressiates phosphorylierterkB*-U
(Sef?Ser®), ein Signalprotein des inflammatorischen Signalwegksgestellt In
Bezug auf den Struktureinfluss ist kein signifikanter Unterschied nachzuwé&asn.
Niveau aktivierter Proteine ist auf beiden Oberflachen Uber die Zeit &hnlich. Eine
zeitliche Dynamik der phosphorylierten Proteine ist dafir auf beiden Oberflachen
gleichermal3en zu beobachten. Es zeigt sich in dem Zeitraumtvor8h ein Anstieg

an exprimierten phosphorylierten Proteinen. Nachh2dinkt das Niveau aktivierter
Proteinen wieder ab.

“l Mitogen-aktivierte RoteinKinase
2 Serin/Threoninkinasen, auch bekannt als Proteinkinase B
*3nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancerdalB inhibitor, alpha
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Abbildung 31 ZeitabhangigePhosphorylierung vorikB-U (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancier B-cells inhibitor, alphpin MG-63 Zellen auf der strukturierten
Pfostenoberflache (Bx5, blay und der planaren Referenzoberflaiche (RefgelD. In der
Phosphorylierung des Signalproteins ist eine zeitliche Dynamik, aber kein Einfluss der Struktur
nactweisbar.(Mittlere FluoreszenzintensitatMFI, MW £ SEM, n= 6, gepaarter ITest, nicht
signifikant Bio-Plex200 ArraySysten).

Die zeitabhangige Expressionon PhospheAKT* (Sef’®) und Phosph&c SK 3 U/ b
(SefYser)*, Signalproteine des AKBignalweges,sind in der Abbildung 32
dargestellt Auch in Bezug auf die Phosphorylierung dieser Signalproteine in
Abhangigkeit von einer Mikrostruktur ist kein Einfluss nachweisbar. NachmiB0
wurden die Signalproteinaktiviert, unabhéngig davon auf welcher Topographie die
Zellen sich befanden.Nach einer Kultivierung von 3 ist die Menge an
phosphorylierteriProteinen wieder leicht ricklaufig. Der Phosphorylierungsvorgang des
Signalproteins AKT zeigt diese zeitliche Dynamilutieher in den ersten Minuten und
Stunden. Nach einer 2dKultur der Osteoblasten aden Oberflachen kann fur beide
Signalmolekuilegezeigt werden, dass die Menge an phosphorylierten Proteinen wieder
deutlich erhoht vorliegt. Somit ist eine biochemisdéhieraktion der beiden Vertreter
des AKT-Signalweges zeitabhéngig, aber nicht strukturabhéngig nachweisbar.

44 Serin/Threoninkinasen, auch bekannt als ProteinkiBase
4> Glykogen Synthase Kinase 3
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Abbildung 32 Zeitabhangige Phosphorylierung von SignalproteinenAd€E-Signalweges in
Osteolasten auf Mikropbsten(P-5x5, blay und der glatten Referenzerflache (Refgell:
(oben) pAKT (phosphorylierte Proteinkina® und @nten) pG S K 3 (ghdsphorylierte
Glykogen Synthase Kinase).3Es ist eine zeitabhangige Dynamik in der Aktivierung der
Signalproteine ersichtlich, aber keine Beeinflussung aufgderdiarunterliegendeistruktur.
(Mittlere Fluoreszenzintensita&tMFI, MW + SEM, n= 6, gepaarter Test, nicht signifikant
Bio-Plex200Array-Systen).

Die Untersuchung zur zeitabhangigen Aktivierung von Signalproteinen des
MAPK-Signalweges mit den phosphorylierten Proteinen MEK1 2t@8ef?})*,
ERK1/2 (ThF¥Th® Thri®Thr®)* und p38MAPK (Thr'®YThr'®3)*® st in
Abbildung 33 und Abbildung 34 dargestellt. Auchhier ergeben sich keine veréanderten
Phosphorylierungsvorgadnge aufgruddr Topographie. Ein starker Einfluss auf die
Phosphorylierung hingegen hat der Faktor Zeit. Die aktivierte MARseKinase
MEKZ1 scheint Gber einen Zeitraum von mindesteisit3 glacher Menge vorzuliegen.
Erst ab einer 24tlindigen Kultivierung nimmt die Proteinmenge um die Hélfte ab. Die

“ MAPK/ERK Kinase ] eine MAPKK (Mitogenraktivierte Proteinkinas&inase)
4" Extracelular-signal Regulated Kinase, eine MAPK (Mitogaktivierte Proteinkinase)
8 p38Mitogen-aktivierte Proteinknase aus der Familie der MAPK
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MAP-Kinase ERK1/2 wird nach 3®in phosphoryliert und nimmt danach an
Proteinmenge kontinuierlich ab. Ein weiterer Vertreter der Familie der-KiBsen,
das p38MAPK (Abbildung 34), zeigt dagegen in seiner Aktivierung ein ganz anderes
Expressionsmuster. Eine erhdhte Proteinmenge ist bis zu &main Kultivierung
nachweisbar. Zwischentiund 3h geht die Menge an aktivierten Proteinen zurlck.
Eine erh6hte Signalgebung ist ab einem Zeitpunkt von \®#eder nachweisbaDamit
zeigen alle 3 Vertreter des MAPSignalweges eine unterschiedlicheitiiche
Proteindynamik, die jedoch nicht von déikrostrukturabhangig ist.
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Abbildung 33 Zeitabhangige”hosphorylierungron Signalproteinen des MARRignalweges
in MG-63 Osteoblasten auf mikrostrukturiert&iostenoberflache (P-5x5, blay und der
glatten Referenzoberflache (Ref gelb: (oben) p-MEK1 (phosphorylierte
MAPK/ERK Kinasel), (unten) p-ERK1/2 (phosphorylierte Extracellularsignal Regulated
Kinasg. Eine zeitliche Dynamikaber kein TopographieeinBig ist erkennbar(Mittlere
Fluoreszenzintensit&t MFI, MW + SEM, n=6, gepaarter TTest, nicht signifikant
Bio-Plex200 ArraySysten.
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Abbildung 34 Zeitabh&ngige Phosphorylierung des pd8APK (p38Mitogen-aktivierte
ProteinKinase) Signalproteins des MAPKSignalweges in M&@3 Osteoblasten auf
mikrostrukturierten Pfostenoberflache-§®5, blay und der ghtten Referenzoberflache (Ref
gelb). Die phosphorylierten Proteine werden in einer zeitabh&ngigen Dynamik und&mgadp
von der zugrundeliegendenStruktur moduliert. (Mittlere Fluoreszenzintensit&tMFlI,
MW + SEM, n= 6, gepaarter ITest, nicht signifikant)Bio-Plex200 ArraySysten).

Zusammenfassend kanmesagt werden, dasglie Phosphorylierung zentraler
Signalproteine in einer zeitabhéangigen Dynamik aber unabhangig von der
zugrundeliegenden Mikrostruktur moduliert wird.

3.2. Expression der Kalziumkanéle

Die Expression und Regulation von weiteren zellularen Strukturen, den
spannungsabhangigen Kalziumkamildes LTyps Cgl.2 und Cgl.3, sowie des
T-Typs Ca3.1, Ca,3.2 undCa3.3 in den Osteoblasten wurdenfaden Oberflachen
mittels Durchflusszytometrie und Laser Scanning Zytometrie bestimmt.

Am Durchflusszytometer FACSCalibwurdedie Fluoreszenzintensitat der markierten
Kalziumkanalamit der Software CellQuest Pro4.@diantitativ erfasst.

In  Abbildung 35 st die generelle Expression von spannungsabhéangigen
Kalziumkanalen in den Osteoblasten auf planarenReferenzoberflache exemplarisch
dargestellt. Es konnte eine starke Expression dégpLKalziumkanals Cd.2 und des
T-Typ Kalziumkanals C8.1in einer 24h-Kultur nadgewiesen werden.
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Abbildung 35 Histogramm @r FluoreszenzintensitatFl(1-H) von spannungsabh&ngigen
Kalziumkanalen(Ca,) des L-Typs(Cal1.2 und Cgl.3) und des Typs (Ca3.1, Cq3.2 und
Ca,3.3)in Osteoblasten &uler planaren Referenz nacht24FACSCalibur, BD).

Die Abbildung 36 zeigt die Regulation der Expression der spannungsabhéngigen
Kalziumkanale in demMG-63 Zellen auf den Mikropfosten {B%5) im Vergleich zur
glatten Referenz (Refpargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten abzuglich
der mittleren Fluoreszenzintensitat der Isotypkontrolle. Die Wiederholung der Versuche
erfolgte mit 3 unterchiedlichen Passagen.

Aus der Grafikist zu erkennendass die Kalziumkanédle (a2 undCa3.1 in den
Osteoblasten am starksten exprimiert vorliegerabhéngig von der zugrundeliegenden
Topographie Die Topographie hat scheinbar keinen Einfluss auf die
Expressionsregulation von spannungghéngigen Kalziumkanalen inMG-63
Osteoblasten
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Abbildung 36. Durchflusszytometsche Analyse der Expression von spannungsabhéangigen
Kalziumkanalen des-T'yps Cgl.2 undCa,1.3, sowiedes FTyps Cg3.1,Ca,3.2 undCa,3.3in
Osteoblasten auf der Mikrostruktur-8R5, blay verdeichend zu deReferenz (Refgelh nach

24 h. Es ist leine signifikante topographisdhduzierte Expressionsregulatioder einzelnen
KalziumkanalenachweisbartMW + SEM, n= 3, T-Test nicht signifikant FACSCdibur, BD).

Mit der Laser Scanning Zytometrieonnte neben deExpressioninsbesondere die
Lokalisation der spannungsabhangigen Kalziumkana@s,1.2 und Cgl.3, sowie
Ca3.1, Ca3.2 und CgB.3 in denOsteoblastenAbbildung 37) in Abhangigkeit von der
definierten Mikrostruktur (rechte Spalte) vergleichend mit der glatten Referenz (linke
Spalte) nals 24h bestimmtwerden Um die Lage der Kalziumkanéie Bezug auf die
darunter befindliche Topographiezu bestimmen, wurden Aufnalem im
Reflexionsmodus erstellHglium-Neon Laser bei 548m in der roten FalschfarpeDie
konfokalmikroskopische Aufnahmen in Abbildung 37 zeigen eine starke Expression
des L-Typ Kalziumkanals CA.2 und des ITyp Kalziumkanals C&.1 in den
Osteoblasten, die das durclgbzytometrische Expressionsmuster in den Osteoblasten
bestéatigen. Der Kalziumkanal (1a2 erscheint auf beiden Oberflacherdar Nahe des
Zellkerrs stark exprimiert undwf der Zelloberflachgleichmalig verteilt vorzuliegen.
Der Kalziumkanal C@.1 liegtin fibrillaren Strukturen homogen verteilt der Zelle
sowohl auf den Mikropfosten als auch in d&wischenraumen vor. Die anderen
Kalziumkandle sind sehr schwach in den Zellen exprimiert und daher schlecht in der
konfokalen Mikroskopie nachweisbar. Adlmein ist in der gesamten Zelle eine
homogene Lokalisation der Kaumkanéle unabhangig von der Oberfachentopographie
ersichtlich. Damit hat die darunterliegende Topograjliehkeinen Einfluss auf die
Lokalisationvon Kalziumkanalen in Osteoblasten.
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Abbildung  37:  Konfokalmikroskopische = Aufnahmen  von spannungsabhangigen
KalziumkanéalenCa1.2,Ca,1.3, Cg3.1, Cg3.2 und Cg.3in Osteoblasteifumrandet)auf der
Mikropfostenstrukturvergleichendzur Referenznach 24 h. Die Kalziumkanéle CdA.2 und
Ca3.1sindin den Zellen am starksten exprimjestbch die Lokalisatioist verschieden: Ga.2
verstarkt in Kernndhe, C&l auf der gesamtenZelloberflache Alle nachgewiesenen
Kalziumkanéle sind homogeauf den Oberfichen verteilt undverdenin ihrer Lokalisation
nicht durch die darunterliegend@pographiebeeinflusst (Ubersichtsaufnahmen, Barl0 pm;
Zoom6x-VergréfRerungen, Bar2pm, grin= AlexaFluor488markierte Kalziumkanale,
rot = Reflexion der Oberflaché,SM780, Carl Zeiss63x(")I-ImmersionsobjektivCarI Zeisy.
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In der Literatur wird der L-Typ Kalziumkanal Cgl.2 als ein Molekul in der
Zellmembran beschriebgd08; 110; 111)In weiterfihrendenUntersuchungersollte

die Lokalisgion des Cal.2 genauer betrachtetverden (Abbildung 38). Um die
Lokalisationdes Kalziumkanalen den24 h adharenten Osteoblasten auf den planaren
Si-Ti-Oberflachenzu analysieren, wurdeum einender Kalziumkanal CA.2 (pAK:
Cal.2, Epitop amN-Terminus, sAK: Alexdluor488 und zum andereder Zellkern
(Hoechst33342 DNA-Farbstoff markiert. In der Ubersicht(Abbildung 38) scheint
eine starke Ldkalisationdes nachgewiesenen Epitops des Kalziumkanalgl(®an
Zellkermahe Aber inder VergréRerung ist die Lokalisation des Kan@kl.2 zum
einen stark in der Peripheri¢Pfeil) und zum anderen inZellkern ersichtlich. Die
Nahaufnahmenn Z-Stapel mit zusatzlicher Zellkernfarburagigen dann deutlich,
dass das Epitop des @& im Zellkern undum den Zellkern exprimiert wde (Pfeil).

Mi t der Funkt i on(bludeition),oGari Zeiesy &omrze0 da@n die
Kolokalisation des nachgemsenen Epitops des Kalziumkanals,£a im Zellkern
(Kolokalisation= griin) nachgewiesen werden. Des Weiteren ist ersichtlich, dass der
Kanal Cgl.2 auch in dePeripherie des Zellkerns uraif der Zelle (Zellmembran)
(Ca/l.2=rot) exprimiert wude. Damit scheintdas Epitop de&alziumkanas Ca/1.2
nicht nur auf der Zetlberflache, sondern augh Zellkernlokalisiert vorzuliegen.
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Abbildung 38 Konfokalmikroskopische Aufnahmemes Kalziumkanals G&.2 und des
Zellkernsin Osteoblasten auf der Referenz nacth2Anhand der Vergrol3erundes ZStapels
und derAuswertung der Kalkalisationzeigt sich, dass der Kalziumkanal, L2 im Zellkern,in

der Peripherie um den Zellkeumd homogen auf der Zellekalisiert ist.Zur Auswertung der
Kolokalisatonwur de di e Funkti on &liGom,l Cart Zeissyerend& 0 1 1 ( b |

Hoechst33342markierte Zellkerne (Achse, Areall, blau) AlexaFluor488-gefarbteCal1.2
(y-Achse, AreaP, rot) und die Kobkalisation A C o | @agK@rn(Areal3, gruin). (Ubersicht
Bar=10pum, Zoom8x-VergréfRerung Bar 5 um, DoppelfluoreszenZoom6x-Vergréfierung
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Bar=2pm; LSM780, Carl Zeiss; 63x Gmmersionsobjektiv, Carl Zeiss;
grin= Alexa Fluor 488-markierte Kalziumkanaldylau= Hoechst3342gefarbte Zellkerne

3.3. Kalziummobilisierung

Ausgehend von der phanotypischen Charakterisierung der Osteoblasten sollten zur
weiteren  Charakterisierung der Zbdlateriatinteraktion  Effekte in  der
Signaltransduktion, wie die intrazelire Kalziumdynamik mit Hilfe des
Kalzium-Imagingam konfokalen Mikroskop LSM780, erfasst werden.

Zum einenwurde die Kalziummobilisierung in Osteoblasten nach einest@ddigen
Kultivierung auf den mikrostrukturierten und vergleichend gldtten Obefflachen
betrachtet. Zum  anderen erfolgte der Nachweis der intrazellularen
Kalziummobilisierung in den M&3 Zellen in den ersten Minuten der Adhasionsphase
auf den entspreemden Oberflachen. Die konfokakroskopischen Analysen der
Zeitserien, mit ihren 20 Aufnahmen, wurden mit einem maximalem Pinhole und einem
40x-Wasserobjektiv erstellt.

In der Abbildung 39 sind die exemplariscineBeispieleder Zeitserien (240 Aufnahmen,
a2 s) fur das Kalziumimaging adharenter Zellen auf der glatten Referenz (oben) und
der Mikropfostenstruktur (unten) gezeiiytarkiert wurde der 90te Zyklugach 18Gs)

bei dem die Stimulation mit dem Reagenz Adifolgte um die Kalziumionen (G3)

aus dem intrazellularen Kalziumspeicher (Endoplasmatisches Retikulum) freizusetzen
(75; 99) In den Osteoblasten auf der Referenz bsteits zuBeginn der ersten
Aufnahme ein Kalziumsignal ersichtlickbasale Kalziumionenkonzentrationpie
Osteoblasten kommunizieren schon im Vorfédst Stimulatiormit einerintrazellularen
Kalziumdynamik Bei dieserintrazellularenKalziumkommunikation kénnen die freien
C&*-lonen won einer Zelle in die benachbarte ZdlleergehenAbbildung 40, Pfeile).

Es zeigt sicheine sofortige und starkBeaktion der Zellen auf den Stimulus ATP
(Abbildung 39, Pfeil), wenn diese Zellen auf der glatten Referenz hsae Im
Vergleich dazu zeigt sich auf der Mikrostruktuim Vorfeld (basale
Kalziumionenkonzentratiorgeutlich eire schwacherglobale Kalziumkommunikation

der adhérenten Zellen untereinand&uch bei der Stimulation mit ATP ist ein deutlich
geringers Kalziumsignal als Antwort ersichtlich(Abbildung 39, Pfeil). Somit ist die
Kalziummobilisierung in den Osteoblastauf der Topographie beeintrachtigt.

In den Vorversuchen konnte nachgewiesen werden, dass eine stabile
Fluoreszenzintensitat bei den Aufnahndar Zeitserieram konfokalen Mikroskop auf
allen Oberflachen quantifiziert wirdAbbildung 20). Dasreduzierte Kalziumsignal in
den adharenten Osteoblastaaf den Mikropfosten kann daheuf eine veranderte
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Zellarchitektur, insbesondere auf das umorganisierte Aktinzytoskelett, zurtickgefuhrt
werden

Abbildung 39 Exemparische Beispiele der konfokalkroskopische Aufnahmen der
Zeitserien deKalziummobilisierung in adharenten Osteoblasten nach Rdiltur: (oben) auf
derplanarerReferenz und (unten) auf der mikrostrukturierten Pfostenoberflache. Ab dem 90ten
Zyklus (nach 18Gs) erfolgte die Zugabe von ATRvEiRes KastchgnDie Osteoblasten auf der
Referenzoberflachsind aktiver sowieuntereinander kommunikativer und reagiereih gimem
starken Kalziumsignal auf ATEPfeil). Im Vergleich dazweigen die MG53 Zellenauf den
Mikropfosteneine reduzierte zellulan€alziumreaktion und weisen nach Stimulation mit ATP
eine abgeschwachte Kalziumfsetzung aufPfeil). (Kalziumnachweid-luo-3/AM, Zeitserien

mit 240 Aufnahmen & &, roteMarkierungzeigt 1te und 240te AufnahmeSM780, Carl Zeiss;

40x WasserobjektivCarl Zeiss).
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Abbildung 40: Exemplarisches Beispiel der konfokalmikroskopischen Aufnahaweneiner
Zeitserie der Kalziummobilisierung in 24adharenten M@&3 Osteoblasten auf detanaren
Referenz vor der Stimulierung mit ATRAusschnitt (~60s). Aufnahmel0O(20s) bis
Aufnahme4l (82s)). Bei den Osteoblasten auf der Referenzoberflachemsworfeld der
Stimulation eine Kalziukommunikationuntereinandenachweisbar (Pfed). Dabei geht das
Kalziumsignal der freien Kalziumionen von einer Zelle in die benachbarte Zelle tber. (grin:
Kalziumnachweis Flue3/AM, Zeitserien mit 32Aufnahmen & 3, rote Markierungzeigt 10te

und 41teAufnahme eies exemplarischemiusschnittes einer Zeitserie SM780, Carl Zeiss;

Bar =50 pum, 40x Wasserobjektiv, Carl Zeiss).

In da Grafik der Abbildung 41 sind de quantitativen Fluoreszenzintensitaten der
adharenterKalzium-Imaging Methoe mit dem 24 h adharenter©steoblasten auf der
Mikrostruktur (P-5x5, blaue Linieyergleichend zuplanarenReferenzoberflach@Ref,

gelbe Linie)ersichtlich. Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten abziglich
des Hintergrundes die mit der Software ZEN2QdlReedition) quantifiziert wurden.

Die Wiederholungender einzelnen Versucherfolgten mit 14 unterschiedliagtn
MG-63-PassagenDie Stimulation mit ATP beim 90ten Zyklus (18D ist mit einem

Pfeil kenntlich gemacht.

Die quantitativen Werte bestatigen die subjektiv bewerteten Zeitserienaufnahmen. Die
Fluoreszenzintensitaten in den Osteoblasten auf der glatteneRebberflache weisen
schon vor der Stimulation mit ATP auf eine gesteigerte und dynamische
Kalziummobilitdt hin. Mit der ATPZugabe ist dann ein starkes Kalzi8mgnal in den
Osteoblasten auf der Referenz nachweisbar. Nach einer starken Kalziumfrgisetzun
den Osteoblasten erreicht die Kalziummobilitdt zwischen s18ihd 243 das
Maximum und fallt danach kontinuierlich wieder ab. Im Vergleich dazu zeigen die
Osteoblasten die auf der Mikrostruktur adharierten ein zu jedem Zeitpunkt signifikant
reduzieres Kalziumsignal. Es ist in den Osteoblasten auf Miropfostenstruktur
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sowohl eine schwache Ausgangsaktiv(tidsale Kalziumionenkonzentratior@dls auch
ein um die Halfte reduziertes Kalziumsignal als Antwort auf die &fithulation mit 2
nacheinanderfolgenden Peaks zwischen 180und 36G ersichtlich.Es wird eine
schnelle (20s nach ATPZugabg¢ und eine zeitlich verzogertg100s nach
ATP-Zugabg intrazellulareKalziumfreisetzungquantifiziert Dies ist ein Hinweis auf
eine gestorte Kalziumabilisierung in den Zellendie durch das Wachstum auf der
Mikropfostenstruktur nur ein fragmentarisches Zytoskelett auspragen.

Kalzium-Imaging adhiirenter Zellen
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Abbildung 41 Analyse der Kalziummobkiierung (Kalziumsignalintensitaten) der adhérenten
Fluo-3 gefarbten Osteoblasten nach Stimulation mit ATP (ab sl8darkierung) auf der
mikrostrukturierten Pfostenoberflache-%#5, blaueLinie) im Vergleich zur glatten Referenz
(Ref, gelbeLinie). Eine signifikant niedrige und gleichférmige Ausgangsaktivitdtzdlen ist

auf derMikropfostenstruktuim Vergleich zur Referenz nachweisbar. Insbesondere zeigen die
Osteoblasten auf der Mikrostruktur eine signifikant abgeschwéchte Kalziumfreisetzung als
Antwort auf ATRStimulation. (MW+ SEM; n=140 Zellen aus m 14 Versuchen,
KruskatWallis-Test zu jedem Zeitpunksignifikant, *p < 0,05, Zen2012(blueeditior), Carl

Zeisy.

Die Abbildung 42 veranschaulicht »>emplarisch die Kalziummobilisierung der
Osteoblasten in den ersten Minuten der Adhasiomewuglatten Referenz im Vergleich
zu der Mikrostruktur. Beim der Methodéalziumimaging suspendierter Zellen,
wurden zuerst die OsteoblastenSuspensiomit dem KalziumindikatorFluo-3/AM
beladene und anschlieRend auf den b@flache ausgesétNach einer kurzen
Adhéasiorsphase(~20min) konnte dann ein globales Kalziumsigreain konfokalen
Mikroskop quantifiziert werden.In beiden Zeitserie{240 Aufnahmen 2,5s) sind
keine Unterschiede der Kalzigwtynamikin den Osteoblasteersichtlich Damit zeigen
die Osteoblasten wahrend des Adhasionsprozessden ersten 280 min auf den
Oberflachen keine Beeinflussumyrch die Mikrobpographie und weisen auf3erdem
eine geichbleibende stabileasaleKalziumionerkonzentration auf.
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Abbildung 42 Exemphrische Beispiele der konfokaikroskopischa Aufnahmen der
Kalziummobilisierung inMG-63 Zellenwahrend der ersten Minuten der Adhéas{oben) auf

der glatten Referenz ur(dnten) auf den Mikropfosten. Auf beiden Oberflachen reagieren die
Osteoblasten miteinem gleichenbasalen Kalziumsignal (Kalziumnachweis FIu@/AM,
Zeitserien mit 240 Aufnahmen & %5 rote Makierung zeigt 1te und 240te Andhme
LSM780, Carl Zeiss; 40WasserobjektivCarl Zeiss).

Die Grafik in derAbbildung43 zeigt diequantitativen mittleren Fluoreszenzintensitaten
(abziglich Hintergrundyler Flue3/AM gefarbtenOsteoblastendie unmittelbar (nach
20min) auf der P5x5 Mikrostruktur blaueLinie) und auf deglattenReferaz (Qelbe
Linie) anfangen zu adhériereDie Wiederholungen der einzelnen Versu@n®lgten
mit 12 verschiedenen Zellpassageim der Grafik wird deutlich, dass keine
Unterschiede in ddrasalerFluoreszenzintensitdorhanden sind. Die Osteoblasten auf
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beiden Oberflachernzeigen gleichermalien eimtrazellulares Kalziumsignal Ein
signifikanter Unteschied in Abhéangigkeit von der Topographie kann zu keinem
Zeitpunkt n@hgewiesen werden. Damit idie Mobilisierung deintrazellularenfreien
Kalziumionen in den Osteoblasten in den ersten Minuten noch nicht von der
Topographie beeinflusst

Kalzium-Imaging suspendierter Zellen
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Abbildung 43. Analyse der Kalziummobkiierung (Kalziumsignalintensitaten) der
adharierender-luo-3 gefarbten Osteoblasten auf der mikrostrukturierten Pfostenoberflache
(P-5x5, blaue Linie) im Vergleich zur glatten Referenz (Refjelbe Linie). Auf beiden
Oberflachen istlas intrazellulare Kalziumsigngleich (MW = SEM; n= 120 Zellen aus i 12
Versuchen, KruskalVallis-Test nicht signifikant Zen2012(blue edition), Carl Zeisg.

3.4. Kalziummessunqg

Die intrazelluldare basale Kalziumionerkonzentration in den 2d-adharenten
Osteoblasten auf den Oberflachen wurde am Durchflusszytometer (FACSCalibur)
bestimmt. DieFluoreszenzintensitaten der intrazellularen Kalziumionen wurden relativ
quantitativ mit der Software CellQuest Pro4.0.1 awsgtet. Dargestellt sind die
mittleren Fluoreszenzintensitaten aus 6 Ansatzen mit unterschiedlichen Zellpassagen.
In der Abbildung 44 ist die basaleKalziumionerkonzentration in den Osteoblasten auf
der Mikropfostenstruktur @Bx5) vergleichend zur planaren Referenz (Ref) ersichtlich.
Es konnte im Durchflusszytometer esignifikant schwacheres Fluoreszenzsignal von
Fluo-3/AM-beladenenZellen auf der Nkrostruktur, im direkten Vergleich zu der
planaren Referenz, nachgewiesen werden. Damit bestatigh  die
durchflusszytometriscime Messungn die Topographieduzierte reduziete basale
Kalziumionerkonzentration in den Osteoblasten
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Abbildung  44:  Durchflusszytometrische  Analyse der intrazellularen basalen
Kalziumionerkonzentrationin Osteoblasten auf der Mikrostruktur-$R5, blay vergleihend
zu der planaren Referenz (Ref gel nach 2. Auf den Oberflachen mit einer
Mikropfostentopographie zeigen die Osteoblasten eine signifikant reduzleasale
Kalziumionerkonzentration (MW £ SEM; n=6, gepaarter -Test *p <0,05 FACSCdibur,
BD).
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V. Diskussion

Biomaterialien fir medizinische Anwendungn sind korperfremde Werkstoffe,
synthetische oder nichtlebende nattirliche Materialienindieen unmittelbaren Kontakt
mit einer biologischen Umgebung tretém; 2). Die Materialien sollen durch die
Kontrolle der Wechselwirkung mit dem biologischen Umfeld die Funktion des
geschadigten Gewebdédrdern, stabilisieren oder ersetz&ie Biomaterialien flr den
Knochen sollen nicht nur von den geschadigten Geweberzegitiert und irggriert
werden, sondern aucbsteokonduktiv, als auch osteoinduktiv wirken, um die volle
Funktionsfahigkeit wiederherzustelle(l55) Gegenwartigeinnovative Werkstoffe
werden trotz ihrer beispielsweise chemiseh und/oder topgrgphischen
Oberflacheneigenschaftamach der Implantation nicht immer vom Korper akzeptiert
und damit nicht vollstandig integriert. Zur Aufklarung der komplexen Interaktion der
Zellen mit dem Biomaterial suchen Mediziner die Kommunikatiohingenieuren und
Naturwissenschaftlernum verbesserte Materialien in der regenerativen Medizin zu
entwickeln und einzusetzen. In der medizinischen Grundlagenforsdstres von
groReminteressezu wissenwie die Zellen auf die Einflussfaktoren verselienster
Materiakigenschaften reagieren und welche komplexe zellphysiologischen
Mechanismemoduliert werden

Die Oberflacheneigenschaften eines Biomaterials wie die Ch@®ie 198; 199und

die Topagrapt im Mikro- und Nanometerbereicfil60; 163; 200; 201; 202; 203)
haben einen Einfluss auf die Zellen des umgebenden Gewebeslopagraphie
beeinflusstdie Zelladhasion(19; 156; 165; 204; 205)die Morphologie und die
Organisation von Zellstrukturgid70; 206; 207; 208)sowie diverse Zellfunktionefv;

17; 156; 162; 169; 209)

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Promotiohed beruht auf Erkenntnisse von
Studien zum Einfluss von stochastisch strukturierten Titanoberflachedieanéllulare
Adhésion und ihre Komponenten, wie Integrured Aktinzytoskelet(7; 165; 169; 171;
172; 210) Die komplexen Zusammenhange, Ursachen und zugruredgenlien
Mechanismenin der ZeltMateriatinteraktion werden in der Literatur aufgrund der
Komplexitat des Zellverhaltens einerseits und der Diversitdt der stochastischen
Oberflachencharakteristika andererseits noch nicht vollstandig besch(itier12)
Zum weiteren Verstandnis der Zélateriatinteraktioren kbnnen einfach periodisch
definierte Mikrostrukturen helferden topographischen Effekt direkt in Zusammenhang
mit der resultierenden Zellphysiologie zu betrachten.
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In der hier vorliegenden Promotionsarbeivurde die Interaktion von humanen
Osteoblasten mit einer definiert mikrostrukturierten Titanoberflachelie eine
regelmalige Pfostengeometrie(HOhex Breitex Lange: 5x5x5um) besitzt,
vergleichend zu einer planaren Referauntersucht. Ein geeignetes Zellmodell stellte
die umane Osteoblasten Zelllinie M&3 dar(167; 169; 185)Bereits Groen 2013 et al.
(186) favorisieten das Zellmodell M&3 fur die Untersuchunguf Biomaterialien
insbesondere zur Beurteilung der Zelladhasion, Proliferation, Differenzierung und
ProteinexpressionAuch eigene Vorarbeiterhaben ahnliche Reaktionsmuster von
MG-63 und primarenOsteoblasten auf maschiniertem und katgestrahltem Titan
gezeigt(169).

Ziel dieserPromotionsarbeitvar die Charakterisierung und Analyse des Einflusses der
definierten Mikropfostenstruktur auf die Zellarchitektauf intrazellulareSignalwege

und insbesondere auf die Fahigkeit der Zellen zur Kalziummobilisierung. Es konnte ein
deutlicher Einfluss der titanbeschichteten Mikrostruktur auf die Morphologie und
Aktinorganisation in detMG-63 Osteoblastemachgewiesen werdegd79; 187; 213)
(Abbildung 45). Die Umorganisation des Aktins in Form von kurzen Fragmenten auf
der Mikropfostenstrktur scheint allein ein Topograpkadhangiger Effekt zu sein. Die
Ursachen dafiir lagen weder in der Materialchernfigan vs. Silizium,Anlagerung von
Proteinen an den Pfostenkanten (mit oder ohne Fibronektin aus dem Seoam)in

der 2dimensionalerKultivierung mit dem Einfluss der Schwerkraft. So war auf allen
Variationen- Oberflachenchemie und Kultivierusgrt- die Fragmentierung des
Aktinzytoskelettsder Osteoblasten auf den Pfosten deutlich nachwei§f; 192)

Die Untersuchungen bezlglich aktivierter Signalproteine zeigten elisteemieise
keinen topographiscimnduzierten Einfluss. Die Signalwege unterlagen einer zeitlichen
Dynamik, waren ansonsten sehr stabile Prozesse in deB3steoblaste(l93; 196)

Des Weiteren war auch die Expression von spannungsabbkangiglziumkanalen
topographischunabhangig. Deutlicmachgewiesenvurde der topograpsche Einfluss

auf dieintrazellulare Kalziummobilisierundurch ATPin denadharenter©steoblasten
(Abbildung 45), die signifikant reduziert war. Di@bbildung 45 fasst die wesentlichen
Ergebnisse als Basis fir die Diskussion zusammen.
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Abbildung 45. Zusammenfassung der wesatften zellularen Reaktionenvon
MG-63 Osteollasten Die Osteoblasten auf der Mikrostruktur-§®5) mit dem fragmentierten
Aktinzytoskelett zeigen eine reduzierte Kalziummobilisierung im Vergleich zu den Zellen auf
der planaren Referenz (RefA) Morphologie 24 h, Bar=10um, 30°, FE SEMSUPRA25,
Carl ZeissB) Aktinzytoskelett 24 h, Bar=5 um, rot: TRITC-markiertes Aktin, LSM410, 63x
Ol-Immersionsobjektiy (9] Signalproteine: 10min T 24h, Mittlere
FluoreszenzintensitéFl), MW + SEM, n=6, gepaarter ATrest, nicht signifikant,
Bio-Plex200 Array System; (D) Kalziumkaral (Ca3.1y 24h, Bar=5pm,
grun: Alexa Fluor 488markierte Cs8.1, LSM780, 63x-Ol-Immersionsobjektiy
(E) Kalziummobilisierung:24 h, Zeitserien mit 240 Aufnahmen 2, MW + SEM; n= 140
Zellen aus = 14 Versuchen, KruskaWallis-Test zu jedem Zeitpunkt signifikantp < 0,05,
Zen2012(blueedition); (F) Zellfunktion: Nachweis der Expression des Matrixproteins
Kollagen,MW £ SD, n= 4, gepaarter ATest **p < 0,001, Abbildung nach Matschegeweski et
al. (187)

Zellarchitektur

Die phéanotypische Charakterisierung der Osteoblasten in Abh&ngigkeit einer
Topographie erfolgte auf hoheNiveau mit dem Rasterelektronenmikroskapd dem
konfokalen LaserRasterMikroskop. Die rasterelektronmikroskopischen Aufnahmen
zeigten morphologische Unterschiede von OsteoblastedeauMikropfostenstruktur,
deren Phanotyp topographisch induziert kleiner und langlicler erschien Die
Zellarchitektur derOsteoblasten auf deplanaren Referestruktur entsprach der
beschriebenepolygonalen Zellform(169) Der gesamte Zellkorper adhérieer der
glatten Oberflache und wies keinbevorzugte Orientierungauf. Die MG-63
Osteoblasten auf deefiniertenMikrostruktur adhéarierten dagegemmittelbar auf den
Pfosten Der insgesamt Kkleinere Zellkérpezeigte eine Topographianduzierte
Kontaktfiihrung mit einer gestreckten Zellform mit langen Zellauslaufern in einer





























































































