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1 Einleitung

Um die Lebensqualitdt der Menschen zu verbessern, gewinnen orthopadische Implantate
immer mehr an Bedeutung. Im Jahr 2004 bekamen 234.000 Patienten ein kinstliches HuUft-
gelenk, und es wird bis zum Jahre 2030 ein kontinuierlicher Anstieg um 174 % im Bedarf
solcher Huftimplantate erwartet (AAOS 2006a/c) [1]. In dieser Statistik ist nicht die wachsen-
de Zahl von Revisionsoperationen beinhaltet. Der Begriff Revision definiert den Austausch
von einem bereits im Kdrper vorhandenem Implantat. Der Austausch der Implantate erfolgt
meistens nicht aufgrund der beschréankten Materialhaltbarkeit. Die heutigen Implantate besit-
zen eine ausreichende Belastbar- und Benutzbarkeit fir die gesamte Lebensdauer des Pati-
enten. Der Grund fur eine Revision dafir liegt meist in der nicht dauerhaften Verankerung
des Implantats im Knochen. Die Folge ist eine Lockerung des Implantats, die zu Problemen
und daraus folgend zu einer Entfernung des Implantats fuhren [2]. Da die durchschnittliche
Lebensdauer eines Implantats im Korper eines Menschen bei 10-15 Jahren liegt, wird ein
doppelter Anstieg von Revisionsoperationen bis zum Jahre 2026 erwartet. Revisionsoperati-
onen sind mit vielen Nachteilen verbunden [1]. Im Vergleich zu Erstoperationen sind sie viel
schwieriger und aufwendiger. Es entsteht auRerdem ein gré3erer Verlust von Knochensub-
stanz und sie sind mit hoheren Kosten verbunden. Ziel der Forschung ist deshalb die Ver-
meidung von Revisionen durch die Verwendung von Produkten mit guten Langzeitergebnis-
sen [2].

Bei dem Anforderungsprofil an Implantatwerkstoffe miissen zwei Blickrichtungen berticksich-
tigt werden: zum einen die mechanischen und zum anderen die biologischen Anforderungen.
Der Ideale Implantatwerkstoff ware ein Material der Knochenéhnliche Eigenschaften vor-
weist. Zudem ist die Oberflachengestaltung wichtig, da dieser Parameter die dauerhafte Ver-
ankerung des Implantats maRgeblich beeinflusst [73].

Bei den biochemischen Voraussetzungen ist in erster Linie die Biokompatibilitat, sowie die
Korrosionsbestandigkeit der Werkstoffe zu bericksichtigen. Da die Implantatoberflache di-
rekten Kontakt zum lebenden Gewebe hat, muss eine gute Wechselwirkung der Zellen mit
dem Implantat und der Umgebung gegeben sein, so dass eine sichere und starke Bindung,
d. h. Anwachsen der Knochen an das Implantat gewéhrleistet ist [70]. Diese sogenannte
Osseointegration ist ein wesentlicher Faktor fur eine erfolgreiche Implantation. Durch die In-
tegration des Implantats in die Knochenstruktur kann dessen Uberlebenszeit im Kérper des
Patienten erheblich verlangert werden [1].

Implantate, die in den Knochen eingebracht werden, missen gut mit den Knochenzellen, den
Osteoblasten, die fur den Knochenaufbau verantwortlich sind, vertraglich sein. Somit sind sie
ein wichtiger Parameter fir die Knochenneubildung wie z. B. beim Knochenwachstum und
der Osseointegration von Implantaten [5]. Die Bedeckung der Implantatoberflaiche mit Oste-
oblasten ist entscheidend fur die Gewebeantwort an der Oberflache des Biomaterials [6]. Um
eine optimale Bindung des Implantats mit dem umgebenden Knochen zu erreichen, kann
beispielsweise die Implantatoberflache verandert werden. Aus diesem Grund wurde die Wir-
kung der Oberflachentopographie auf das Gewebe umfangreich in vitro und in vivo Uber die
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letzten Jahrzehnte getestet. Nach den Aussagen einiger Forscher wird ein Zusammenhang
zwischen der Oberflachenrauhigkeit und der verbesserten Zelladh&sion und der Proliferation
gefunden. Angeblich sollen Osteoblasten Oberflachen mit erhdhter Rauigkeit bevorzugen.

Ziel dieser Diplomarbeit ist, ein Material fir die Herstellung permanenter poréser Implantate
zu finden, welches im orthopéadischen Bereich eingesetzt werden kann. Das Metallpulver-
spritzgieRen ermoglicht es, komplexe Teile kostengtinstig in ihrer Endgestalt herzustellen.
Durch diesen Herstellungsprozess kann, durch eine Auswahl bestimmter Pulvergrof3en, ge-
zielt eine Porositat in das zu produzierende Teil eingebracht werden. Der Vorteil der Porosi-
tat besteht darin, dass durch das Einwachsen des Knochens in die pordsen Strukturen eine
festere Verbindung zwischen Implantat und Knochen geschaffen werden kann. Dies soll zu
einer dauerhaften Einbringung des Implantates im Korper fihren.

Die Diplomarbeit umfasst die Herstellung der Proben mit der die Analyse der PorengroRen-
verteilung und der Porositat sowie als Schwerpunkt die biologische Untersuchung. Die inten-
sivere Auseinandersetzung mit der mechanischen Charakterisierung der Proben wird in der
Diplomarbeit von Haithem Akaichi behandelt [9].

Die in der Anwendung befindliche Titanlegierung Ti-6Al-4V wurde zur Herstellung poréser
Prufkorper, deren mechanische Eigenschaften naher an denen des Knochens sein sollen,
gewahlt. Da der optimale Porengréf3enbereich fir das Einwachsen von Zellen in der Literatur
sehr divers diskutiert wird, wurden finf verschiedene Porositaten biologisch getestet. Bei ei-
ner Probe wurden zusatzlich als Platzhalter Aluminiumfaden verwendet. Der Vorteil der Alu-
miniumfaden besteht darin, dass durch die Diffusion der Faden im Material gréRere Poren
entstehen kdnnen.

Im Biologischen Teil dieser Diplomarbeit wurden die Adhasion, Proliferation und die Differen-
zierung der Osteoblasten und der Nabelschnurstammzellen (HUCPV) untersucht. Die Diffe-
renzierung der Zellen kann auf verschiedene Weise getestet werden. Analysiert werden soll
die Alkalische Phosphatase (ALP) Produktion, das fir die Knochenproduktion zustandig ist,
sowie das Osteokalzin, das Teil der extrazellularen nicht kollagenen Knochenmatrix ist.
Durch eine Parallelfarbung kann weiterhin der Nachweis von Osteopontin bewiesen werden,
dass an der Erhaltung der Knochensubstanz beteiligt ist [65]. Durch die RT-PCR sollen zu-
satzlich zudem die Differenzierungsfaktoren BSP, RANKL, Osteoprotegerin sowie weitere
Proteine wie coll und cbfal analysiert werden.
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2 Grundlagen

2.1 Knochenzellen

In dieser Diplomarbeit wurden Osteoblasten verwendet. Die Differenzierung von Osteoblas-
ten ist meist die wichtigste Stufe, um ein stabiles und dauerhaftes Implantat zu erhalten, da
die Matrix produzierenden Osteoblasten direkt an der Knochenbildung beteiligt ist und
dadurch fir den Aufbau von Knochengewebe zustandig ist. Da der Knochen kein starres,
statisches Gebilde ist befindet es sich im standigen Auf- und Abbau. Das wichtige hierbei ist
das es ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Aufbau und Abbau geben muss. Der me-
chanische Stimulus ist deshalb sehr wichtig. Ist der mechanische Stimulus gréRer als die
Sollspannung, so Uberwiegt der Aufbau, und ist andererseits der Stimulus niedriger als die
Grenzspannung, so uberwiegt der Abbau [72]. Als Sollspannung wird die Dehngrenze, in-
nerhalb derer die Knochenmasse zu- und abnimmt nach Pauwels bezeichnet [62]. Beim
standigen Auf- und Abbau des Knochens sind Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten
beteiligt. Sie steuern au3erdem auch den Calciumstoffwechsel [17]. Die Osteoblasten akti-
vieren die Mineralisierung (Verkalkung). Die Mineralisierung findet im Osteoid statt, welches
das organische Grundgerist des Knochens ist. Die Aufbaurate ist je nach der Aktivitat und
der Anzahl der Osteoblasten abhangig. Die Osteoblasten und die kollagenen Fibrillen wer-
den wahrend der Osteoidbildung eingeschlossen. Die eingeschlossenen Osteoblasten im
Osteoid werden als Osteozyten bezeichnet, welches in kndéchernen Héhlen eingelagert ist.
Fir den Knochenabbau sind die Osteoklasten zustandig, die vielkernige Riesenzellen sind
[15]. Die Mineralsalze bilden zusammen mit den kollagenen Fibrillen und der glykoproteinhal-
tigen Grundsubstanz, die von den Osteoblasten abgesondert werden einen Materialverbund,
welcher gegen mechanische Beanspruchung bestéandig ist und damit die Festigkeit des Kno-
chens bewirkt. Dieses hoch organisierte Verbundmaterial (Knochengewebe) besteht aus ei-
ner organischen Matrix und einem anorganischen Anteil [15].

Die Gesamtheit aller Makromolekile im Interzellularraum ist Bestandteil der extrazellulare
Matrix, die fur die Kompressionsfestigkeit und fur die Zugfestigkeit zustandig ist. Die organi-
sche Matrix ist wiederum fiir die Zugfestigkeit zustandig. Knochen besteht im Allgemeinen zu
zwei Drittel aus einer extrazellularen Matrix und zu einem Drittel aus organischen Substan-
zen. Die Zusammensetzung der organischen Matrix besteht hauptsachlich aus 90 % Typl
Kollagen und anorganischer Matrix, die gré3tenteils aus Hydroxylapatit besteht [63][16].

Typl Kollagen wird von Osteoblasten synthetisiert und enthalt Fasern mit 300 nm in der
Lange und 0,5 nm im Durchmesser. Hydroxylapatit-Kristalle kénnen eine Dicke von 2-5 nm
und 20-80 nm Lé&nge erreichen. Zusammen sind diese chemischen Komponenten der Kno-
chenmatrix verantwortlich fir die mechanische Beschaffenheit von Knochen (Harte des Kno-
chens). Die restlichen 10 % der organischen bestehen aus verschiedenen Proteinen. Einige
der Proteine sind: Knochenspezifische Proteine wie Osteokalzin, Osteonektin und Osteopon-
tin, die zusammen mit der alkalischen Knochenphosphatase zu einer kontrollierten Minerali-
sierung des Knochens beitragen [16]. Der E-Modul des kortikalen Knochens liegt bei 20 GPa
[18].



2 Grundlagen 4

2.2 Stammzellen

Befruchtung Blastozyste Fotus erwachsener Mensch

Abb. 1: Entwicklung des Menschen [10]

Mesenchymale Stammzellen sind fir die Entwicklung und Neubildung von Korperzellen ver-
antwortlich. Sie sind in verschiedenen adulten und embryonalen Geweben des Menschen zu
finden. In der Zellkultur haben die adulten Stammzellen ein deutlich geringeres Selbsterneu-
erungsvermogen und ein eingeschranktes Differenzierungspotenzial als embryonale Stamm-
zellen. Adulte Stammzellen sind unter anderem im Knochenmark, Haut, Gehirn, Leber Na-
belschnur und Nabelschnurblut zu finden [64].

Durch 3 Besonderheiten unterscheiden sich Stammzellen von anderen Zellen in unserem
Korper:

1. Sie teilen sich Uber einen langeren Zeitraum, im Vergleich haben andere Zellen nur
eine begrenzte Lebensdauer.

2. Sie sind nicht spezialisiert.

3. Durch Teilung kbnnen Stammzellen spezialisierte Zellen herstellen.

Sie sind multipotent und kdnnen sich unter geeigneten in vitro- und in vivo- Bedingungen (in
der richtigen Umgebung mit den richtigen Nahrstoffen versehen) zu verschiedenen mesen-
chymalen Geweben ausdifferenzieren und zu spezialisierten Zellen werden. Mit bestimmten
Wachstumsfaktoren kénnen die Stammzellen zu verschiedenen Zelltypen differenzieren wie
z. B. in Hautzellen, Osteoblasten, Chondrocyten, Adipozyten, Myocyten differenzieren, und
Knochen-, Knorpel-, Fett-, und Muskelgewebe bilden [11][12][57].

Mesenchymale Stammzellen haben die Eigenschaft, schnell und stabil auf Plastik- oder
Glasoberflachen zu adharieren, und koloniebildende Fibroblasten zu produzieren [13][14].

2.3 Verschiedene Differenzierungsmarker

Das BSP ist ein glyckosyliertes, sulfatiertes Phosphoprotein welches 12 % der nicht kollage-
nen Proteine des Knochens ausmacht. BSP wird durch Osteoblasten zeitgleich mit dem Os-
teokalzin und der Mineralisation gebildet. Weiterhin sind Osteozyten und Osteoklasten in der
Lage BSP zu bilden. BSP ist neben dem Osteokalzin eine Hauptkomponente der nicht kolla-
genen Proteine des Knochens [8] RANKL (= Osteoprotegerin Ligand oder Osteoklastendiffe-
renzierungsfaktor) spielt eine entscheidende Rolle in der Reifung und Aktivierung von Osteo-
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klasten und ist fur deren Uberleben notwendig. Es wird von Osteoblastenstammzellen gebil-
det. Eine gesteigerte RANKL Produktion fuhrt lokal zu einer gesteigerten Knochenresorption
durch die vermehrte Bildung von Osteoklasten und in weiterer Folge zum Abbau von Kno-
chensubstanz. Damit eine einmal stimulierte Knochenresorption nicht bis zur vollstandigen
Auflésung des Knochens weiterlauft, existiert ein Gegenspieler namlich das Osteoprotegerin.
Osteoprotegerin dockt an RANKL an und hemmt dadurch die biologische Wirksamkeit. Der
RANKL-OPG-Komplex blockiert die RANKL-Aktivitat und damit wird die Reifung der Osteo-
klasten gehemmt [71]. Das Osteopontin ist auch ein wichtiger Differenzierungsmarker, es
wird durch die Osteoblasten gebildet und ist ein Protein, das an der Erhaltung der Knochen-
substanzen beteiligt ist. Es bildet Hydroxylapatit und stellt die Grundstruktur (Matrix) flr Kno-
chen her [7].

2.4 Ti-6Al-4V

Es werden hohe Anforderungen an Biowerkstoffe gestellt. Sie missen Biokompatible, Korro-
sionsbestandig und eine gute Bioadh&sion aufweisen. Genauso wichtig ist ihnre mechanische
Eigenschaft wie die Dauerfestigkeit und der Elastizitatsmodul sowie ihre Verfugbarkeit (An-
gebot und Nachfrage)

Von den metallischen Werkstoffen kénnen nur eine begrenzte Auswahl die Kombinationen
dieser Eigenschaften erfillen. Ti-6Al-4V ist eines der Materialien wird hauptséachlich in der
Medizintechnik sowie in der Luft und Raumfahrttechnik eingesetzt [23]. Die hohe Bruchfes-
tigkeit und geringes Gewicht zeichnet das Titan aus. Steinemann hat in seinen Versuchen
die Biokompatibilitat der Titanlegierung Ti-6Al-4V nachgewiesen und damit die Grundlage fir
die Verwendung der Titanwerkstoffe in direktem Knochenkontakt gelegt [74][24]. Obwohl Ti-
tan ein eher unedleres Metall ist, das zur Freisetzung von lonen in einer Elektrolytldsung
neigt, weist diese Legierung eine hohe Korrosionsfestigkeit auf [23].

Werkstoffkundlich ist jedoch nicht das reine Metall Titan biokompatibel, sondern die sich im
Millisekundenbereich bildende natlrliche Oxidschicht (TiO,) an der Oberflache der Implanta-
te [75][23]. Die Freisetzung von lonen aus dem Metall stellt eine Grundvoraussetzung fir al-
lergische und systemtoxische Reaktionen dar, was jedoch weitgehend durch die Oxidschicht
verhindert wird. Nach einer Minute betragt die Dicke der Oxidschicht bereits 100 A. Die
Osseointegration und die Zellanlagerung auf der Oberflache wird durch die Oxidschicht be-
einflusst [15].

Die in dieser Arbeit verwendete Titanlegierung besteht aus 6 % Aluminium, 4 % Vanadium
und 90 % Titan. Das Element Vanadium ist in hohen Dosen fiir seine zytotoxischen Eigen-
schaften bekannt und wird daher standardméaRig nur fir hochbelastete Implantate verwen-
det. Metallische Biomaterialien werden oft mit zytotoxischen oder wenig biokompatiblen Ele-
menten legiert, um die mechanischen Eigenschaften des Implantats den Anforderungen un-
ter physiologischen Bedingungen anzupassen. Diese Legierung wird trotz des Vanadiumge-
halts als biokompatibel eingestuft, weil der Vanadiumgehalt gering ist und teilweise in fester
Lésung in der B-Phase vorliegt [23].
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Als schwerstes Leichtmetall liegt die Dichte von Ti-6Al-4V bei 4,43 g/cm®. Vergleicht man die
Ausgewogenheit zwischen der Dichte und den mechanischen Eigenschaften des Materials
mit der von Aluminium- oder Stahlwerkstoffen, wird der Vorteil der Titanlegierungen fir den
Einsatzgebiet in der Medizin flr Implantate erkannt [23].

— Harte: 300-400 HV

— E-Modul: (20 °C) = ~115000 MPa

— Bruchdehnung: 14-17 %

— Brucheinschniirung: 35-55 % [25]

Reines Titan und Titanlegierungen zeigen sich nachweislich als hervorragend kdérpervertrag-
lich [23].

Werkstoff St{rs;:nligrzig]ze Z?Ig;ﬁ]srig\lé?it Bruch;l)/eo?nung E[-g/lgg]ul
Ti-6Al-4V 800 900 12 110
Rostfreier Stahl 200 650 40 210
Aluminium 20-60 75-110 7 70
Knochen - 133 0,6 17

[23][53][54][26][27]

Tabelle 1: Streckgrenze, Zugfestigkeit, Bruchdehnung und E-Modul von Implantatwerkstoffen

2.5 Pordses Titan als Implantat

Die Aufgabe von medizinischen Implantaten ist, die Korperfunktionen zu unterstiitzen oder
Zu ersetzen. Ein Implantat ist ein kinstliches Material, das in den Kdrper eingepflanzt wird.
Fur verschiedene Implantate gibt es auch vielerlei Varianten von Materialien und Harten die
verwendet werden. Bei den Hift- und Kniegelenken werden die hartesten Materialien ver-
wendet [19]. Aufgrund der auftretenden hohen Zugspannungsbelastungen bestehen die Im-
plantate aus metallischen Werkstoffen, da nur diese Werkstoffe in der Lage sind, die Zug-
spannungen zu tolerieren. Beim Implantat sind Form, Gré3e und Steifigkeit ausschlagge-
bend. Als Steif wird das Implantat angesehen weil sein Elastizitatsmodul etwa zehnmal gro-
Ber ist als der des Knochens. Titan erfiillt die Bedingungen der optimalen Steifigkeit als Im-
plantat [76]. Das Implantat sollte im optimalen Fall den Knochen ideal hachahmen mit einem
E-Modul von etwa 8-28 GPA, je nach Mineralgehalt, Dichte, Feuchtigkeit, Beanspruchungs-
richtung und Geschwindigkeit des Knochens. Bezulglich der Elastizitat ist Titan noch am bes-
ten geeignet mit einem E- Modul von etwa 105-110 GPa. Ziel ist es, dass das Pordse Ti-6Al-
4V z. B. im Bereich der Orthopéadie eingesetzt werden kann fir z. B. Huftimplantate oder als
Fullmaterial fir Knochendefekte.
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Das Anforderungsprofil z. B. an Huftprothesen ist sehr hoch gestellt, sie missen

e korrosionsbestandig
e abriebbestandig
o vertraglich (keine Allergien!!!)

o widerstandsfahig gegentber den Druck- und Biegebelastungen der Korperbewegun-
gen sein.

Diesem Anforderungsprofil werden nur wenige Metalllegierungen wie Ti-6Al-4V gerecht. Es
gibt drei verschiedene Prothesentypen, die sich in der Art und Weise der Prothesenveranke-
rung im koérpereigenen Knochen unterscheidet. Je nach Erkrankungen und Beschaffenheit
des Knochens werden die Hiftendoprothesen in den Knochen zementiert, verklemmt oder
geschraubt [22].

Fur die porésen Implantate wiirde die Zementfrei Prothese sich eignen. Die Prothese wird
bei der zementfreien Verankerung genau in den Oberschenkel eingepasst oder einge-
schraubt. Zwischen beiden Substanzen wird eine enge Verbindung eingegangen, da der
umgebende Knochen an die Prothese heran wachst. Der Knochen verwachst umso starker
mit der Prothese, je langer die Prothese im Knochen verbleibt [20].

2.6  MIM Verfahren

Das MIM Verfahren (MIM = Metal Injection Molding) umfasst 4 Schritte. Die Teilschritte be-
stehen aus:

Feedstock Herstellung

SpritzgieRen des Grinlings

Entbinderung des Braunteils

Sintern zum Endprodukt

Der erste Schritt in diesem Prozess ist die Feedstock Herstellung. Der Feedstock selber be-
steht aus Ti-6Al-4V Pulver und einem Binder. Ti-6Al-4V Pulver alleine hat eine sehr hohe
Schmelztemperatur von T=1649 °C(+/- 15 °C). Die verspritze Masse wird in der Spritzgiel3-
maschine ca. auf 100 °C erwarmt. Das Pulver kann nicht flie3en, deswegen werden Wachse
und Kunststoffe als Binderkomponenten benutzt, damit der Feedstock in der Férderschnecke
in den FlieReigenschaften dem Kunststoff &hnelt [31]. Eine wichtige Eigenschaft des Binders
sollte sein, dass er sich riickstandsfrei wieder entfernen lasst und keinen Einfluss auf die Ei-
genschaften des Werkstoffes ausiibt [34]. Der Binder besteht aus Thermoplasten, Wachsen
und/oder Harzen die verschiedene Schmelztemperaturen besitzen. Um den fertigen Feed-
stock zu erhalten werden beide Komponenten miteinander vermischt.
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Uber eine Spritzanlage wird der fertige Feedstock in ein Formwerkzeug gepresst, der die
Geometrie des zu fertigenden Bauteils bestimmt. Das entstehende Bauteil dieses Vorgangs
nennt man Grunteil [31].

Die Entbinderung muss vor dem Sintern mdglichst vollstandig abgeschlossen sein, da sich
beim Sintern geschlossene Poren bilden, wodurch etwaige Binderreste nicht mehr abgebaut
werden konnen. Das Entbinderungsverhalten wird in 2 Stufen realisiert: chemische Entbin-
dung und thermische Entbinderung. Die Entbinderung ist nétig um einzelne Anteile der Bin-
der, auf unterschiedliche Weise zu entfernen. Mit Hilfe von Ldsungsmitteln/-dampfen wie
Wasser, Alkohol, Aceton oder Kohlenwasserstoffe wird bei der chemischen Entbinderung
mehr als 60 m. % des gesamten Binderbestandteils aus dem Bauteil entfernt ohne sie zu
Zersetzen. Dabei werden die Paraffine durch eine Hexanbehandlung unter Normaldruck in
20 Stunden entfernt. Das ganze verlauft bei Temperaturen oberhalb des Schmelzpunktes
des Binders (hier 20-40 °C) [31][37][32]. Nach Ablauf der Entbindung sollte das Bauteil in ei-
nem Schutzgas wie Argon getrocknet und bis zur Sinterung gelagert werden [37].

AnschlieRend erfolgt die Entfernung der langkettigen Polymere Lupolen V und der Stearin-
saure in dem Braunling durch die thermische Entbindung. Dazu wird das Bauteil auf 400 °C
aufgeheizt, es finden hier bereits die Anfange des Sinterns statt, die bereits die Pulverteil-
chen mit einander verbinden. Diese Temperatur wird fir eine Stunde gehalten. Durch Nach-
heizen bei 850 °C wird erreicht, das sich erste Sinterhalse zwischen den Koérner ausbilden,
wodurch die Formstabilitat nach der vollstdndigen Entbinderung gesichert ist. Diese Prozes-
se bendtigen einen Grol3teil der gesamten Produktionszeit [32].

Durch das herausgeldste Volumen des Binders ist eine Porositat entstanden. Diese wird im
letzten Prozessschritt durch Sintern dicht unterhalb der Schmelztemperatur des Metalls re-
duziert. Die Verfestigung von kristallinen, koérnigen oder pulverigen Stoffen durch das Zu-
sammenwachsen von Partikeln bei Temperaturen dicht unterhalb des Schmelzpunktes Tm
des Materials (tblich ist 0,8 - 0,9 * Tm) werden als Sintern bezeichnet [31][32]. Vor dem Sin-
tern existiert noch keine metallische Bindung zwischen den einzelnen Partikeln. Die Pulver-
teilchen liegen in lockerer Packung (Braundichte) vor. Fir das Sintern werden die Teile ent-
weder mit einem Restbindergehalt oder bereits angesintert in den Sinterofen gegeben. Wéh-
rend des Sintervorgangs beginnt der Braunling in allen Raumrichtungen gleich zu schrump-
fen und erreicht Enddichte und Masse des Bauteils und somit die hohe Festigkeit [31].
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3 Material und Methoden

3.1 Probenherstellung mittels MIM

Zur Herstellung der Plattchen, die in dieser Diplomarbeit verwendet wurden, werden zu-
nachst Metallpulver und Bindersystem zusammengemischt. Das Metallpulver ist argongas-
verdustes sphérisches Ti-6Al-4V Eli (Extra Low Interstitial Alloys) mit unterschiedlichen Teil-
chengroRen. ELI werden a-Legierungen bezeichnet, die bis zu tiefen Temperaturen bei sehr
geringen Anteilen interstitiell geloster Elemente erhalten bleibt [58].

Bei dieser Diplomarbeit wurden die PulverteilchengréRen < 45 ym, 45 - 63 um und 125 -180
pm verwendet. Die Pulverteilchengrof3e 125 pum - 180 pm wurde mit dem PIGA-Verfahren im
Helmholtz-Zentrum Geesthacht hergestellt, die beiden anderen PulverteilchengréZen wurden
von der Firma TLS Technik GmbH & Co. Spezialpulver KG aus Bitterfeld mit dem EIGA- Ver-
fahren hergestellt [59]. Beim Piga-Verfahren wird das zu verdisende reaktive Metall induktiv
zerschmolzen oder mittels Plasma in einem Wassergekuhlten Kupfertiegel [29]. Das EIGA-
Verfahren ist eine Kombination der Inertgasverdiisung mit einem keramikfreien Schmelzpro-
zess [28].

Feedstock Herstellung

Das Pulver wird zusammen mit dem Binder in einer Glovebox durch einen Schaufelkneter,
das aus zwei Schaufeln des Typs Sigma besteht, vermischt. Der Binder betragt 10 % des
Feedstockgewichtes. Er besteht aus den Komponenten Paraffinwachs 1.07157.1000 (10 %),
Paraffinwachs 1.07158.1000 (50 %), Stearinsdure 1.00671.9020 (5 %) und Lupolen V 2920K
(35 %). Die verwendete Bindermenge miisste jedes Pulverpartikel ausreichend benetzen,
aber wiederum sollte die Menge an Binder mdglichst gering sein, weil sich das Ausmalf3 der
Schrumpfung bei der Sinterung proportional zum Binderanteil verhalt. Die Paraffinwachse
bestimmen die FlieReigenschaften der Masse. Die Komponenten Lupolen V gibt dem Feed-
stock die Formstabilitdt. Daneben stabilisiert die Stearinsaure die Bindung zwischen den
Binderkomponenten und den Metallpartikeln [37]. Die Feedstock Herstellung verlauft so:
Beim Vermischen wird zundchst das Pulver auf Vorlauftemperatur erhitzt. Sie betragt 100 °C
- 105 °C und wird Uber ein Thermoelement direkt in der Knetmasse abgegriffen. Nach einer
halben Stunden Temperierung wird die Mischtemperatur erreicht, woraufhin die leicht
schmelzenden Binderanteile und schlie3lich das Polyethylen hinzu gegeben werden. Man
erhalt nach einer weiteren Knetzeit von einer Stunde einen homogenen Feedstock in dem
die einzelnen Metallpulverteilchen benetzt sind, der durch Weiterfahren der Maschine wah-
rend des Abkihlvorganges granuliert wird.

Spritzgiel3en bis zum Grinling

Die Proben sind mit der SpritzgielBmaschine MTT-100KSA hergestellt worden. An diesem
Gerat wird nur sehr wenig Feedstock bendtigt, um die gewiinschten Proben herstellen zu
kénnen. Der Feedstock wird in die Spritzmaschine gegeben, wo es bei einer Temperatur
zwischen 110 - 120 °C plastifiziert wird und mit einem Druck von ca. 5 bar in einem tempe-
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rierten Formwerkzeug eingespritzt wird. Dieser besteht aus einem hochfesten Stahl, es ist in
zwei Halften geteilt und mit zwei Auswerfern versehen. Somit kann die Probe nach dem Er-
starren problemlos aus der Form entfernt werden.

Folgende Parameter wurden eingestellt:

Einspritztemperatur: 110 °C - 120 °C
— Einspritzdruck: 5 bar - 5,7 bar

Einspritzzeit: 1 s

Werkzeugtemperatur: 60 °C

Entbindung zum Braunteil

Durch das Formwerkzeug koénnen Plattchen mit einem Durchmesser von ca. 28 mm herge-
stellt werden. Diese Proben sind auf einem Blech in den Entbinderungsofen von der Firma
LOMI Typ: LRA-50/EBA-50 platziert worden, wo sie fir 20 Stunden unter Hexanbehandlung
bei einer Temperatur zwischen 20-40 °C verweilten. Nach der chemischen Entbinderung
sind die Proben in Argon tiber Nacht getrocknet worden.

Der fertige Braunteil, wird durch ein 8 mm Ausstanzwerkzeug in 5 kleine 8 mm Plattchen
ausgestanzt, die anschlieRend gesintert werden und dann fir die biologischen Test verwen-
det werden kdnnen.

Sintern zum Endprodukt

Im MIM-labor finden die thermische Entbinderung und das Sintern im kombinierten Entbinde-
rungs-Sinterofen XVAC der Firma Xerion Ofentechnik GmbH statt.

Der Ofenverlauf fur die thermische Entbinderung und das Sintern von den Teilen wird so
programmiert, dass die Braunlinge zuerst bei 400-500 °C in 4-5 Stunden thermisch entbin-
dert werden wie oben erklart und anschlieBend bei 1350 °C in 2 Stunden einer passenden
Atmosphére gesintert werden.

3.2 Metallographische Probenpraparation

Die Ti-6Al-4V Proben wurden eingebettet, damit sie die Stabilitdt zum Schleifen und Polieren
erhalten. Bei der Einbettung muss die Harte des Einbettmittels mit der Harte der Probe ab-
gestimmt werden. Fur die Ti-6Al-4V Proben wurden die Kalteinbettmethode mit dem Ein-
bettmittel Demotec 30 benutzt. Die Proben werden in Giel3formen fixiert. Das Einbettmittel
wurde gemixt und schnell in die Formen gegossen. Die Blocke harten sich innerhalb einer
halben Stunde aus.

Die Schleifarbeit erfolgt an einer Schleifmaschine Tegrapol-35, Struers. Zum Erlangen der
glatten Schliffoberflache werden die Siliziumkarbid- Nassschleifpapier mit verschiedenen
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Kdrnungen wie 320, 500, 800, 1000, 1200 und 2400 benutzt. Die Schleifarbeit erfolgt unter
einer Andruckkraft von 60 N fur je 1 min bei 300 Umdrehungen pro Minute.

Die Polierarbeit erfolgte mit derselben Maschine wie beim Schleifen, aber mit niedriger An-
druckkraft 30 N und mit einer Drehung der Schleifscheibe von 150 Umdrehungen pro Minute.
Fur den Vorgang wurden ein besonderes Poliertuch und eine Poliersuspension aus 250 mL
OPS, 40 mL H,0,, 1 mL HNO3, 0,5 mL HF verwendet. Das Polieren dauert 5 Minuten. Zum
Abschluss wurde die Probe mit Wasser und Pril gereinigt und mit Warmluft getrocknet.

3.3 Mikroskopie

Lichtmikroskopische Untersuchung

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen aller Proben wurden bei 50 - fach VergréRerung, an ei-
nem Leica MZ 95 mit polarisiertem Licht erstellt. Die Analyse erfolgte mit dem Adobe-
Photoshop-Programm. Aus einem schwarz / weil3 Abgleich, wobei die schwarze Flache die
Poren und die weilRen Flachen das Material darstellen, wird die Porositat berechnet.

Bei der Bestimmung der Porengréfl3enverteilung wurde ein lichtmikroskopisches Bild mit dem
AnalySIS-Programm auf schwarz / weifl3 Abgleich eingestellt. Bei der Bildverarbeitung wer-
den die Porengréf3en je nach GroRe farbig dargestellt. Poren gleicher GréRe wurden mit ei-
ner Farbe gekennzeichnet. Verbundene Poren werden als einzelne Pore betrachtet. Das
Programm misst den mittleren Durchschnitt einer Pore und stellt die Werte in einer Excel-
Tabelle aus.

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Die REM- Bilder in dieser Diplomarbeit wurden mit dem Rasterelektronenmikroskop von der
Firma Zeiss, DSM962 hergestellt. Die REM- Aufnahmen sind bei 20kV Beschleunigungs-
spannung und 25mm Arbeitsabstand im SE-Modus direkt von der Oberflache der zu unter-
suchenden Ti-6Al-4V-Proben aufgenommen worden.

3.4 Geometrische Dichtebestimmung

Diese Methode kann fur Korper, die eine einfache Geometrie besitzen angewendet werden.
Zunachst werden die Proben nach dem Sintern gewogen und ihre Abmessungen bestimmt.
Daraus wird das Volumen
V=m*d*?2/4*H
und nach der Formel
p=m/V

die Dichte der Proben berechnet.
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Die relative Dichte wurde nach der Formel

D= p / Ptheoretisch

ermittelt.
AbschlieRend wird die Restporositat der Proben mittels dieser Formel berechnet:

P (%) = (1 - D) * 100 %

Isolierung von Zellmaterial aus Huftknochen

Die Knochenzellen (Osteoblasten) wurden aus der Epiphyse des menschlichen Oberschen-
kelknochens gewonnen. Die Epiphyse stellte das Schon Klinikum Eilbek in Hamburg zur Ver-
fugung. Bevor die Epiphyse prapariert wurde, wurde sie in sterilem 1x PBS-Puffer (pH 7,4)
gelagert. Mit sterilem Besteck wurden die Gewebestiickchen aus der Spongiosa der Epiphy-
se heraus geschabt und in ein steriles Falconréhrchen Uberfuhrt. Die Gewebestlickchen
wurden so oft mit PBS gewaschen, bis das PBS eine klare Farbe zeigte. AnschlieRend wur-
den die Stiuckchen in eine sterile Kulturflasche tberfihrt und mit Medium versorgt (DMEM
+10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S)). Die Zellen wurden mehrere Wochen oh-
ne die Gewebstlicke zu bewegen inkubiert, um sie aus dem Zellverband wachsen zu lassen.
Alle 2 - 3 Tage fand ein Mediumwechsel statt. Nach 4 - 8 Wochen konnten die Zellen, die auf
dem Boden der Kulturflasche adhériert sind, mit einem Zellschaber gelést werden. Das Me-
dium mit den geldsten Zellen wurde in ein steriles Falconréhrchen tberfihrt und zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abpipettiert und durch erneute Mediumzugabe, konnte die gewiinschte
Zellzahl/mL eingestellt werden. Nach Bedarf wurden sie entweder weiterkultiviert oder einge-
froren.

Isolierung von Stammzellen

Die HUCPV-Zellen, die in dieser Diplomarbeit verwendet wurden, wurden schon vorher Iso-
liert und fur die Verwendung fir die Testung bereitgestellt. Die Mesenchymalen Stammzellen
wurden von einer Nabelschnur isoliert. Sie wurde in 5 cm Stiicke zerschnitten. Die Gefal3e
von der Nabelschnur wurden isoliert und am Endstiick zu einer Schleife zusammen gebun-
den und zugenaht. Diese wurden in einer T175 Zellkulturflasche platziert und fiir 10 Tage in
a-MEM + 10 % FKS ohne Mediumwechsel inkubiert. Nachdem der erste Auswuchs der Zel-
len aus der Schleife sichtbar wurde, wurde das Medium alle 2-3 Tage gewechselt. Nach dem
eine Konfluenz von ca. 60 % erreicht wurde, wurden die Zellen mit einem Zellschaber geern-
tet und in einer Dichte von 1000 Zellen/cm™ kultiviert. Nahere Informationen kénnen aus dem
Protokoll von Herrn Feyerabend entnommen werden [60].

3.5 Vorbereiten der Zellen

In den meisten Fallen wurde mit eingefrorenen Zellen gearbeitet. Sie wurden zigig in einem
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Nach dem Auftauen werden die Zellen in einem Falcon
Uberfiihrt. Diese werden dann fiir 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert und der Uberstand abpi-
pettiert. Zum Pellet wird frisches Medium aus der Vorratsflasche gegeben und vorsichtig
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durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Danach wird es in eine Zellkulturflasche tber-
fuhrt. Es wird das entsprechende N&hrmedium fir Osteoblasten (DMEM + Glutamax mit ei-
nem Zusatz von 10%igem Fetalem Kalber Serum (FKS)) oder Stammzellen (MEM-Alpha mit
einem Zusatz von 15%igem humanem FKS) hinzu gegeben und 1 % Penicillin/Streptomycin,
um bakterielle Kontamination zu vermeiden. Anschlielend wird dann die Zellsuspension bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Zellen werden alle zwei bis drei Tage mit frischem Medi-
um versorgt.

Trypsinieren

Es wird trypsiniert, um die Zellen von der Oberflache der Kulturflasche zu l16sen. Dazu wird
0,05 % Trypsin- EDTA (Ethylendiamintetraacetat) verwendet, das ein Komplexbildner fir
zweifach geladene Metallionen ist. Trypsin EDTA dient dem Verdau von Zelladhé&sionsprote-
inen am Boden der Zellkulturflasche. Durch Entzug von Ca*, das eine tragende Rolle bei
Zell-Zell-Verbindungen spielt, kommt es zu einer Auflésung der Zellverbénde.

Aus einer mit Zellen bewachsenen Zellkulturflasche wird das verbrauchte Medium mit einer
sterilen Pasteurpipette, die Uber einen Schlauch an einer Vakuumpumpe angeschlossen ist,
abgesaugt. Je nach GrolRe der Flasche wird entsprechend viel PBS gegeben. Fir grof3e Fla-
schen (T 175) wird 10 mL PBS; fur mittlere Flaschen (T 75) 5 mL PBS zur Flasche gegeben,
um die Zellen mit PBS zu waschen. Das PBS wird ebenfalls abgesaugt. Mit einer Einwegpi-
pette je nach GréRe der Flasche (groRe Flasche 6 mL 0,05 % Trypsin-EDTA; mittlere Fla-
sche 4 mL 0,05 % Trypsin-EDTA) wird Trypsin-EDTA hinzugegeben. Anschlie3end wird die
Flasche fur drei Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation werden alle Zellen durch
leichtes Schlagen gegen den Boden abgeldst und vereinzelt. Um den Enzymverdau zu stop-
pen, wird bei gro3en Flaschen 10 mL und bei mittleren Flasche 6 mL frisches Medium aus
einer Vorratsflasche hinzu gegeben.

Einfrieren

Zellen, die nicht gebraucht werden, werden eingefroren.
Idealerweise sollten mindestens 1 x 10° (pro 1 mL) Zellen eingefroren werden.

Die Zellen die eingefriert werden sollen werden zunachst einmal trypsiniert und in ein Falcon
Uberfihrt, wo die Suspension dann fir 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert wird. Vorher wird
50 uL von der Suspension zur Zellzahlbestimmung entnommen. Nach der Zentrifugation wird
der Uberstand abgesaugt und das entstandene Pellet mit 1 mL DMSO (Dimethylsulfoxid) re-
suspendiert und in ein Cryotube dberfiihrt. DMSO dringt leicht durch Zellmembranen und
verhindert Eiskristallbildung beim Einfrieren. Das Cryotube wird in einer Isopropanolbox in
einer Kuhltruhe zunéchst auf -80 °C heruntergekuhlt (Av = 1° C/min). Nach 24 h kann das
Cryotube in einem Flussigstickstofftank bei -196 °C gelagert werden.
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Vorbereitung der Titanproben fur die Zellkulturversuche

Die Ti-6Al-4V-Proben sind fiur die Versuche mehrmals verwendet worden. Nach jedem Ver-
such mussten die Proben sorgféltig gereinigt werden, um sie flr den nachsten Versuch frei
von Zellresten zu bekommen. Die Reinigung besteht aus mehreren Waschschritten. Zu-
nachst werden alle Proben einer Porengrof3e in ein Glasgefall sortiert. Bei jedem Wasch-
schritt werden die Proben fur 20 min. im Ultraschallbad gereinigt. Die generelle Reinigung
findet in einer 2%igen Hellmanex Losung statt (die in destilliertem Wasser verdinnt ist).
Nach der Reinigung im Ultraschallbad wird die Losung dekantiert und die Proben mit destil-
liertem Wasser gespult. Um die Proben von Fetten und Lipiden zu l6sen, verwendet man
Chloroform. Nach 20 Minuten Ultraschallbad werden auch hier die Proben mit destilliertem
Wasser gespult. Die Entfernung von Proteinen bzw. Zellbestandteilen wird durch 100 %
Ethanol erreicht. Nach dem Ultraschallbad und dem Spilen mit destilliertem Wasser werden
die Proben abschlieRend zweimal fur je 20 Minuten im Ultraschallbad in destilliertem Wasser
gereinigt, um die restlichen Lésungsmitteln auf den Proben zu entfernen. Bevor aber die
Proben fur die Versuche benutzt werden konnten, wurden die gereinigten Proben in Sterili-
siertlitchen, je 5 Proben in Reihen platziert, laminiert und anschlieRend im Autoklaven fiir 20
min bei 2 bar und 121 °C sterilisiert. Anschliel3end wurden die Proben in den Sterilisiertiiten
im Trockenschrank getrocknet.

3.6 Adhasion und Proliferation

MTT-Test

Der MTT-Test ist eine Zellviabilitatsmessung. Bei hoher Zellaktivitat wird der gelbe Farbstoff
Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu blau-
violettem Formazan reduziert. Diese kann dann mit geeigneten Substanzen aus den Zellen
herausgeltst und photometrisch ermittelt werden [61]. Die Farbreaktion von dem schwach
gelben MTT zu den dunkelblauen Formazan Kristall kommt durch die Aufspaltung des Tetra-
zoliumringes zustande, wobei zu sehen ist, dass die Reduktion zu Formazan enzymabhan-
gig und hauptsachlich auf mitochondriale Dehydrodenase zurlickzufuhren ist [38]. Die Zuga-
be des Solubilisierungslosung (10 % SDS in 0,01 M HCI) fuhrt zur Lyse der Zellmembran.
Die Konzentration des katalytischen Produktes Formazan ist direkt proportional zur metabo-
lischen Aktivitat lebender Zellen.

Der MTT-Test wurde fur die Untersuchung der Zelladhasion und der Proliferation angewen-
det. Bei der Bestimmung der Adhasion wurde nach 1 h, 2 h und 4 h Inkubation MTT zu dem
Uberstand der zu testenden Proben hinzugegeben und bei der Proliferation nach 5, 10 und
15 Tagen. Es wurde zunachst aus jedem Well 1,5 mL Medium abgenommen (Ausfillvolu-
men der Wells ca. 3 mL Flussigkeit). Es wird in jedem Well 1:10 MTT (= 150 pL) pipettiert
und anschlie3end fur 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wird 1:1 So-
lubilisierungslosung (1,5 mL) in jedes Well hinzu gegeben. Die Platte wird tber Nacht im
Brutschrank aufbewahrt. Die Messung der Zellviabilitat erfolgt am néachsten Tag am Spektro-
photometer bei einer Wellenlange von 570 nm und einer Referenzwellenlange < 655 nm.
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Zelladhasion auf porésen Titanmaterialien

Untersucht wurde die Adhé&sion von Osteoblasten und Stammzellen auf 5 verschiedenen po-
résen Ti-6Al-4V-Oberflachen und zu unterschiedlichen Zeitpunkten: nach 1 h, 2 h und 4 h In-
kubation. Fur diesen Versuch wurden 12 Multiwellkulturplatten verwendet. Damit die Zellen
nicht am Boden der Platten adhérieren, wurde der Boden mit 1%igem Agarosegel beschich-
tet. Damit soll erreicht werden, dass nur die Zellen erfasst werden, die direkt auf den Pro-
benkoérpern adhéarieren. Die sterilen Titanproben werden in je ein Well Gberflhrt. Es werden
fur jede Porositat 4 Ansatze gemacht. Die zu testenden Zellen werden zu 75000 Zellen in 50
ML Medium pro Trager ausgesat und fur 30 min darauf zum Adharieren inkubiert. Nach den
30 min werden die Proben mit 3 mL Medium Uberschichtet, um die nicht-adhérierten zu ent-
fernen. AnschlieRend werden die Plattchen in neue 12 Well Platten Gberfihrt. Um weitere
Adhé&sionszeiten zu testen wurden die Zellen fur weitere 30 Minuten (Gesamtadh&sionszeit 1
h Inkubation), 90 Minuten (Gesamtadhasionszeit 2 h Inkubation) und 210 Minuten (Gesamt-
adhasionszeit 4 h Inkubation) inkubiert. AnschlieRend wurde der gewlinschte Versuch
durchgefihrt.

Zellproliferation auf pordsen Titanmaterialien

Die Vorbereitung fir die Proliferation ist ahnlich wie die der Zelladhasion. Die sterilisierten
Proben werden in die Agarose beschichteten 12 Well Platten tberfihrt. Es wird fir diesen
Test das Proliferationsverhalten von Osteoblasten und Stammzellen auf den 5 verschieden
porésen Ti-6Al-4V-Oberflachen getestet. Es wurden 50000 Zellen in 50 uL Medium auf die
Trager fur 30-45 Minuten adhériert. Es werden auch hier jeweils 4 Ansétze pro Pordsitat ge-
macht. 3 mL Medium wird hinzu gegeben und die Platten werden fur 5, 10 oder 15 Tage im
Brutschrank inkubiert. Alle 2-3 Tage wird das Medium gewechselt. Am Ende der Proliferati-
onszeit wird mittels MTT die Viabilitat der Zellen gemessen. Dies ist indirekt auch ein Malf3 fur
die Zellzahl.

DAPI Farbung der Zellkerne

Um genaueres Uber die Verteilung der Zellen auf den Proben zu erfahren, wurde die DAPI
Farbung angewendet. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI bindet selektiv an DNA und bildet stark
fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe (Zellkernfarbung) mit hoher Spezifitat [39].

Dazu wurde den zunéchst das Medium entnommen und anschlieRend mit PBS gewaschen.
Die Dapi-Stamml&ésung wurde in destilliertem Wasser 1:50 verdiinnt (1 pg/uL). Die verdinnte
Lésung wurde anschlieBend noch mal 1:1000 in Methanol (1pg/mL) verdiunnt. Von dieser
DAPI-L6sung wurden 3 mL in jedes Well gegeben. AnschlieRend werden die Proben fir 15
Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Wells werden mit Abdeckfolie beklebt, dass verhindert das
verflichtigen des Methanols. AnschlieRend werden die Proben Uber Nacht im Kihlschrank
aufbewahrt, dadurch wird die Fluoreszenz etwas stabilisiert. Danach kann mit dem Mikro-
skopieren begonnen werden.
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3.7 Differenzierung der Zellen

Die osteogene Differenzierung wurde fur Osteoblasten und Stammzellen durchgefiihrt. Die
pordsen sterilenTi-6Al-4V-Proben werden in die mit Agarose beschichteten 12 Well-Platten
Uberfuhrt. Es werden auch hier 4 Ansétze von den verschiedenen Porositaten gemacht. Es
werden von beiden Zellsorten jeweils 50000 Zellen in 50 pL Medium auf die Ti-6Al-4V-Trager
ausgesat und kénnen fir 30 - 45 Minuten darauf adhérieren. Dann werden noch einmal 3 mL
zellspezifisches Nahrmedium hinzu gegeben und fur 10 Tage inkubiert, damit die Zellen auf
den Proben wachsen konnen. Alle 2-3 Tage wird das Medium gewechselt. Ab dem 11. Tag
wird mit der Differenzierung im Differenzierungsmedium begonnen. Das Kultivierungsmedi-
um wurde mit osteogenetischen Zusatzen wie Dexamethason, L- Ascorbinséure 2-Phosphat
und la,25-Dihydroxyvitamin D fur die Zichtung von Knochenzellen versetzt [47]. Die Diffe-
renzierung erfolgt in 2 Schritten. Zunachst wird zwischen Tag 11-17 das Nahrmedium gegen
das Differenzierungsmedium getauscht. Zwischen Tag 18 und Tag 38 wird zusétzlich B-
Glycerolphosphat hinzugegeben. Alle 2-3 Tage findet ein Mediumwechsel statt. Der Versuch
wird nach 2, 3 oder 4 Wochen beendet. Danach kénnen die Zellen auf ihren Differenzie-
rungsgrad untersucht werden.

ALP Bestimmung

Die Osteoblasten produzieren 100 fach mehr ALP als andere Zellen in anderen Geweben
deshalb ist ALP der am haufigsten verwendete Nachweis fir ausdifferenzierten Osteoblas-
ten. Wahrend der Knochenbildung erzeugen die Osteoblasten groRe Mengen ALP, was ein
zellmembrangebundenes Glykoproteinenzym ist. Die Quantifizierung des ALP’s ermdglicht
in-vitro eine genauere Bestimmung des Differenzierungsprozesses [68]. Mit dem Alkalische
Phosphatase-Test kdnnen Osteoblasten und die HUCPV-Zellen durch eine hohe Aktivitat
von ALP nachgewiesen werden. Der Test sagt aus, ob gewisse Differenzierungsstadien der
Osteoblastenentwicklung vorhanden sind. Das Testprinzip basiert auf die Messung des En-
zyms. Dabei wird p-Nitrophenylphosphat das als Iosliches Substrat verwendet wird, von der
in der Probe enthaltene Menge an ALP umgesetzt. Dabei wird die Phosphatgruppe vom
Substrat abgespalten und es entsteht ein unldslicher Farbkomplex (gelbe p-Nitrophenol). Bei
einer Wellenlange von 405 nm am Photometer kann aus der zeitlichen Zunahme der Extink-
tion die enzymatischen Produktion von p-Nitrophenol direkt bestimmt werden [40]. Fur die-
sen Test wurde der Uberstand der Differenzierungswochen 2,3 und 4 verwendet.

Fur diesen Test wird eine 96-Well Platte verwendet. In den einigen Wells (siehe Zeichnung)
werden jeweils 200 uL destilliertes Wasser gegeben. Zum Vergleich werden je 200 uL Kalib-
rierldsung (Tartrazin) in 3 Wells Ubertragen, um kontrollieren zu kénnen, ob die Messungen
erfolgreich verlaufen sind. In den Ubrigen Wells werden 150 uL ALP-Stocklésung Ubertragen,
um anschlieRend auf diese Wells 50 pL von dem Uberstand der Probe hinzuzugeben. In je-
dem Well ist jetzt ein Gesamtvolumen von 200 pL vorhanden. Von jeder Probe werden 3
Wiederholungen gemacht. Anschliel3end wird die Optische Dichte (OP) der Proben sofort im
Tecan Sunrise Photometer bei 405 nm zu der Zeit t = 0 und wieder 4 Minuten spéter zu der
Zeit t = 4 gemessen.
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Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase wurde mit der folgenden Formel berechnet:
(I'* (U/L) = pmol/(L * min))

= ((ODpgroge t4 - ODproget0) * (Reaktions Volumen))/((ODkaLigrator - ODH20) * Proben Volu-
men * t) * 35.3

— Reaktionsvolumen = 200 pL

— Probenvolumen =50 pL

- t=4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A W W W K K K P, P, P, P, P, P,
B W W W P, Ps P, P4 P, P,
C W W W Ps Ps Ps Ps Ps Ps
D W W W P, P, P, Ps Ps Ps
E W W |[W [Py [Py |Piz |Pe [Py [Py [P |Pip |Pio
F w w w Pig | Pis | Pig | Pu Piu [P | Po P1> P1>
G w w w Pig [P |Pig | Piz [Piz | Pz | Py Pia Pis
H W W W [Py [Py [Py |Pis [Pis [Pis [Pis | Pis | Pig

Tabelle 2: 96 Well Platte mit den Proben fiir den Versuch

Pi = Probe
W = Wasser
K = Kalibrierlésung

Osteokalzinbestimmung

Ein weiterer Differenzierungstest ist der Nachweis von Osteokalzin durch einen Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (Elisa). Osteokalzin ist ein knochenspezifisches Markerenzym,
das hauptsachlich nicht kollagene Protein der Knochenmatrix und wird in den Knochen von
Osteoblasten synthetisiert. Nach der Bildung wird es teilweise in die Knochenmatrix einge-
baut und teilweise in die Blutbahn freigesetzt. In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass die
zirkulierende Menge von Osteokalzin die Rate der Knochenbildung wieder spiegelt.

Mittels des ELISA erfolgt die quantitative Bestimmung des von den Zellen synthetisierten, in-
takten Osteokalzins. Der Test wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Vorbereitend fir
den Osteokalzin Test wurde der Uberstand in der Differenzierungswoche 2., 3. und der 4.
Woche abpipettiert, in markierte Eppendorf Tubes gegeben und eingefroren.

Der Osteokalzin ELISA basiert auf der Verwendung eines monoklonalen HPR-konjugierten
Antikérpers der von Mausen gewonnen wurde gegen humanes Osteokalzin. Es wurden 25
uL Uberstand von jeder Probe eingesetzt.

Bei diesem Test wird eine Doppelbestimmung gemacht. Es werden zunachst in den Pro-
benwells, dann in die Standardwells 100 pL destilliertes Wasser gegeben. Man entnimmt 25
uL von dem Uberstand der zu testenden differenzierten Zellen und pipettiert es in die Pro-
benwells. Die Wells werden mit einer Abdeckplatte abgedeckt und bei Raumtemperatur auf
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einem Mikroplattenschittelgerat bei 100 rpm flr 2 Stunden inkubiert. AnschlieRend wird die
Abdeckplatte entfernt, die Wells werden 3mal mit ca. 400 uL Waschpuffer (Phosphatgepuf-
ferte Salzlésung) gewaschen. Nach jedem Waschschritt muss der Puffer vollstandig entfernt
werden, dies wird erreicht indem man die Wells gegen ein Tuch klopft. Die Wells durfen nicht
trocknen, deshalb muss auch danach sofort in jedem Well 100 pL TMB Substrat (Tetrame-
thylbenzidin) Lésung hinzu gegeben werden. Die Wells werden fir 15 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Enzymreaktion wird gestoppt durch sofortige Zugabe von 100 pL
Stop- Losung (1 M Phosphorséaure) was in jedes Well gegeben wird. Die Messung erfolgt bei
einer Wellenlange von 450 nm in dem Spektrophotometer.

Osteokalzin/Osteopontin/Dapi Parallelfarbung

Ein weiterer Differenzierungstest, der jedoch an Zellen durchgefuhrt wird, ist die Parallelfar-
bung. Es wurde der Differenzierungsgrad von Osteoblasten und Stammzellen nach 2, 3 und
4 Wochen getestet.

Die Osteokalzinfarbung ist wie oben beschrieben, ein immunhystochemischer Nachweis os-
teotypischen Osteokalzins. Der Primarantikorper bindet spezifisch an humanes Osteokalzin
in der Matrix und wird in einem zweiten Schritt mit Hilfe eines Zweitantikérpers und folgender
Farbreaktion sichtbar gemacht. Auch Osteopontin kann so nachgewiesen werden [41]. Hier-
zu wird die Zellsuspension mit einem monoklonalen Antikérper und einem Fluoreszenzfarb-
stoff markiert.

Um eine Parallelfarbung vornehmen zu kénnen, wurden unterschiedlich markierte Antikorper
ausgewahlt: fur das Osteokalzin wurde das Fluoreszenzfarbstoff FITC und fir Osteopontin
das Fluoreszenzfarbstoff Texasred gewabhilt.

In den Wells mit den differenzierten Zellen wird zunachst das Medium enthommen und mit
PBS gewaschen. Danach werden die Proben in eine 24-Well Platte Gberflihrt und die Zellen
werden mit 3,7%igem Formaldehyd fixiert. Es reichen ca. 700 pL um die Proben zu bede-
cken. Die Platte wird fur 10 Minuten bei Raumtemperatur unter dem Abzug stehen gelassen.
AnschlieRend wird das Formaldehyd entfernt und 700 puL Extraktionslésung zu den Proben
hinzugegeben, dadurch erreicht man die Permeabilisierung der Zellen. Die Platte wird wieder
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Extraktionsldsung wird entfernt
und 700 pL Blockierungslésung zu den Proben hinzugegeben. Die Blockierungslésung ver-
hindert unspezifische und unerwiinschte Bindungen an der Oberflache der Proben. An-
schlieRend wird die Platte dann fur zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.

In diesem Versuch wurden fur die primaren Antikbrper monoklonaler anti-osteokalzin clone
OC1, der von Mausen gewonnen wurde und spezifische Epitope Osteopontin, der von Ka-
ninchen gewonnen wurde, verwendet. Diese wurden in 1:200 in TBS + 3 % BSA verdinnt.

Die Zellen werden nun mit beiden priméren Antikérpern gleichzeitig 1 Stunde bei 37 °C inku-
biert. Danach werden die Zellen zweimal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Anschliel3end wird
der zweite Antikdrper dazu gegeben und fur 1 Stunde bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Die
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sekundaren Antikorper sind 1. Goat anti-mouse IgG FITC und das 2. Antikdrper ist Goat anti
rabbit IgG Texas Red. Diese Antikdrper werden 1:100 in TBS + 3 % BSA verdinnt.

AnschlieBend wird 2 x fir 5 Minuten mit PBS gewaschen. Im letzten Schritt wird die DAPI-
Farbung durchgefuhrt (siehe DAPI- Farbung). Anschliel3end lasst man die Platte Uber Nacht
bei 4 °C im Dunkeln stehen, damit die Fluoreszenz etwas stabilisiert wird. Am nachsten Tag
kann mikroskopiert werden.

RNA-Gewinnung

Es sind bei diesem Versuch unterschiedliche knochenspezifische Marker untersucht worden
wie ALP, OC, OPN und BSP, die Matrixbildenden Proteine Kollagenl und cbfal und die Os-
teoklastendifferenzierungsfaktor RANKL und OPG. GAPDH ist ein Housekeeping Gen und
wird hier als Referenz verwendet weil die Expression in den verschiedenen Entwicklungsstu-
fen der Knochenzellen immer gleich stark ist.

RNA-Isolation

Fur die RNA-Analyse wurden nur die Osteoblasten getestet. Bei der RNA Extraktion wurde
die RNA aus den Differenzierungswochen 2, 3 und 4 von den Osteoblasten untersucht. Um
den Versuch mit den Zellen, die nach den drei Differenzierungszeitraumen gewonnen wur-
den, gleichzeitig durchfihren zu kénnen, wurde das Medium in dem sich die Zellen auf den
Proben befinden durch waschen mit 1x PBS entfernt, und die Proben mit den Zellen in flus-
sigem Stickstoff schockgefroren. Die RNA wurde aus den gewonnenen Zellproben der ver-
schiedenen Differenzierungswochen isoliert. Dazu wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen
verwendet. Die aufgetauten Proben wurden mit 600 uL RLT-Puffer lysiert und zur Homoge-
nisierung in QIAShredder Spin -Séaulen fir 2 Minuten bei 15,000 g zentrifugiert. Anschlie-
Bend wurde zu dem Lysat 600 puL 70%iges Ethanol zugegeben und durch auf und abpipettie-
ren homogenisiert. Nachfolgend wurden 700 pL von dem Lysat in eine RNeasy Spin Saule
uberfihrt und 15 Sekunden bei = 8,000 g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Um die
S&ule von Kontaminationen zu befreien, wurde mit RW1-Puffer gewaschen. Hierzu wurden
zu der RNeasy Saule 700uL RW1-Puffer hinzugegeben und anschlie3end fur 15 Sekunden
bei = 8000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Hierauf folgten zwei weitere
Waschschritte mit 500 yL RPE nach demselben Schema nur das beim zweiten Mal waschen
nicht nur 15 Sekunden bei = 8,000 g zentrifugiert wurde sondern 2 Minuten. Um die RNA aus
der Membran zu eluieren, wurde auf die Membran 50 uL RNase-freies Wasser gegeben und
fur 1 Minute bei = 8,000 g zentrifugiert. Die RNA wurde in einem frischen DNAse und RNase
freiem 1,5 mL Reaktionsgefald aufgefangen und wahrend der nachfolgenden Analyse auf Eis
gelagert. Langerfristige Aufbewahrung erfolgte bei -80 °C.

RNA Integritat und Konzentration

Bei dem Verfahren erhélt man die Information tber die Qualitat der RNA. Bei diesem Agaro-
se Gel muss nur die 28S und 18S rRNA betrachtet werden. Diese 2 RNA Typen sind am
haufigsten in der Zelle vorhanden, bei intakter RNA stellen sich diese RNA- Fraktionen als
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scharfe Banden im Gel dar. Die Qualitatsbeurteilung der Gesamtmenge der gewonnen RNA
durch die Betrachtung der 28S und 18S rRNA Banden ist dadurch moglich.

Fur die Herstellung des RNA Agarose Gels wird 0.7 g Agarose in 70 mL 1x TAE (1 % Agaro-
se Gel) gegeben und in der Mikrowelle fir 1 Minute erwdrmt, um die Agarose aufzulésen. 5
pL GelRed wird in die Lésung gemischt und fir 5 Minuten auf ca. 60° gekihlt. Das Gel wurde
blasenfrei auf einen Geltrdger gegossen und ein Kamm in das Gel hinein gesteckt. Nach der
Polymerisation des Agarose Gels, wurde der Kamm entfernt, und der Geltrager in die Elekt-
rophoresekammer uberfuhrt. Es wurde 1x TAE Puffer in die Kammer gegeben, bis das Gel
darin eingetaucht war. 2 uL von jeder RNA-Probe wurden mit 2 uL Loading Puffers (Bela-
dungspuffer) (1X) gemischt und in jeweils eine der Geltaschen, die durch den Kamm ent-
standen waren pipettiert. Das Gel wurde 45 min bei 120 Volt laufen gelassen, um eine opti-
male Auftrennung der RNA Fragmente zu gewahrleisten. Nachfolgend wurde das Gel auf ei-
nem UV Transilluminator platziert, dokumentiert und analysiert. Qualitativ sehr gute RNA
wurde fur die nachfolgenden Analysen verwendet. Die Konzentration der RNA wurde auf ei-
nem Spektrophotometer mit einer Absorbtionswellenlange von 260 nm bestimmt. Das Ver-
haltnis der Messungen von 260 nm und 280 nm Wellenlange (A260/A280) gibt Aufschluss
Uber die Reinheit der RNA (Kontamination mit Proteinen). Konzentrationen wurden nach
dem Beer’'s Gesetz berechnet, basierend auf eine RNA Extinktions-Koeffizienten von 25
puL/pug/cm. Die Proben wurden bei -20 °C oder -80 °C gelagert oder fir anschlieBende Versu-
che weiter verwendet.

Reverse Transkription

Bei der RT-PCR (Reverse Transkriptasen - Polymerasen Kettenreaktion) besteht die Metho-
de darin die mRNA mit Hilfe einer Reverse Transkriptase in cDNA umzuschreiben. Hierfur
werden Oligo- dT-Primer verwendet die komplementar zu dem Poly-A Schwanz der mRNA
sind. Durch das Enzym Reverse Transkriptase wird dann ausgehend von dem Primer ein an-
tisense Strang DNA synthetisiert. Es ensteht ein doppelstrangiges RNA-DNA Hybridmolekiil,
sogenannte cDNA, die als Ausgangsmaterial fur die quantitative Real-time PCR dient.

Fur die Reverse Transkription wurde der Omniskript Reverse Transkriptase von Qiagen ver-
wendet. Es wurden von den einzelnen Proben 2 ug RNA entnommen, bis 10 pL mit Nuklea-
se-freiem Wasser verdinnt und mit dem Mastermix (2 pL 10x RT Puffer, 2 uL dNTP mix (0.5
mM jeweils dNTP), 2 pL Oligo-dT primer (1 uM), 1 uL RNase Hemmer (10 Einheiten) und 1
ML Omniskript Reverse Transkriptase) versetzt. Die Reverse Transkription Reaktion wird
durchgefiihrt 60 min bei 37 °C. Es wird entweder bei -20 °C gelagert oder fir weitere Versu-
che untersucht.

Real-time PCR (gPCR)

Eine Methode fur die Vervielfaltigung von Nukleinsauren ist die quantitative Real-Time oder
guantitative Echtzeit-PCR. Sie basiert auf die normale Polymerase-Kettenreaktion nur das
zusétzlich die gewonnene DNA quantifiziert werden kann. Mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen (hier EvaGreen Dye), die wéhrend des PCR-Zyklus erfasst wird erfolgt die
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Quantifizierung. EvaGreen ist ein Farbstoff der anfangt zu fluoreszieren wenn er DNA ge-
bunden hat. Daher nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge der synthetisierten
PCR-Produkte zu und ergibt eine exponentielle Kurve, die nach mehreren Vermehrungszyk-
len in eine Plateau-Phase Ubergeht. Fur die Bestimmung des DNA-Gehalts werden die Fluo-
reszenzwerte der exponentiellen Phase bei signifikanter Uberschreitung eines definierten
Schwellenwerts (fiir alle Messungen einheitlich) verwendet, dies ist der Ct-Wert ein hoher Ct-
Wert zeigt das eine geringe Anzahl von cDNA Kopien im Ausgangsmaterial (RNA) vorhan-
den war, ein geringer Ct-Wert steht fir eine hohe Initiale Kopienzabhl.

Durch die Normalisierung auf ein Referenzgen (Endogene Kontrolle: Ein Gen mit sehr gerin-
ger Variation in der Expression, das fur die geplanten Untersuchungen ermittelt wird.) nach
der Vergleichenden Ct-Methode [69], wird eine Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Pro-
ben erzielt:

Ct Ziel Gen ~ Ct Endogene Kontrolle = delta Ct

Durch den Abgleich auf ein oder mehrere Referenzgene werden Probe zu Probe Variationen
wie Zellzahl, RNA Qualitdt und Quantitdt ausgeglichen, da die Endogene Kontrolle fir jede
Probe (Extraktionsereignis) mitbestimmt wird. Fur die gqPCR wurde dann 2 pyL von der ge-
wonnenen cDNA verwendet. Fir die PCR wurde der SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad)
verwendet. Die Primersequenzen sind aus der folgenden Tabelle zu enthnehmen.

Marker Primersequenz Z)%?'PrOdUkt
GAPDH for. ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC 452
GAPDH rev. TTC ACCACCCTGTTG CTGTA 452
Osteokalzin for. CAT GAG AGC CCT CAC A 310
Osteokalzin rev. AGA GCG ACA CCC TAG AC 310
Kollagen Typ 1 for. AAA GGC AAT GCT CAA ACA CC 159
Kollagen Typ 1 rev. TCA AAA ACG AAG GGG AGA TG 159
Cbfal for. CCC CAC GAC AAC CGC ACC 388
Cbfal rev. CAC TCC GGC CCA CAAATCTC 388
Alkalische Phosphatase ACG TGG CTA AGA ATG TCA TC 475
(ALP) for.

AIEEEne PnespinetEes CTG GTA GGC GAT GTC CTT A 475
(ALP) rev.

Human Bone Sialo Protein AAG CAATCA CCA AAATGA 188
(BSP) for. AGA CT

Human Bone Sialo Protein TGG AAATCG TTT TAA ATG AGG 188
(BSP) rev. ATA

Osteopontin for. CCA AGT AAG TCC AAC GAA AG 347
Osteopontin rev. GGT GAT GTC CTC GTC TGT A 347
Osteoprotegerin for. AGA CTT TCC AGC TGC TGA 469
Osteoprotegerin rev. GGA TCT CGC CAATTG TGA 469
Receptor activator

o NE KB ioand (RANKL) for. | CAG GAG ACC TAG CTA CAG A 381
Receptor activator

of NFF-)kB ligand (RANKL) rev. CRREET Can EAE CAT 6 il

Tabelle 3: Primersequenzen der verwendeten Marker fur die PCR
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Es wurden von den einzelnen Proben 2 uL cDNA entnommen, bis 10 uL mit Nuklease-freiem
Wasser verdinnt und mit 8 yl SsoFast EvaGreen Supermix (enthdlt DNA-Polymerase,
dNTPs, MgCI2 und Reaktionspuffer), 2x 1 ul Primer Mix (enthalt 10 pmol/ul Forward-Primer
und 10 pmol/ul Reverse-Primer) versetzt.

Das PCR-Reaktionsprotokoll wurde folgendermal3en eingestellt:

— 1x2min 95 °C (Initiale Denaturierung)

— 35x 30 sec 95 °C (Denaturierung des Doppelstrangs)

— 30 sec 53 °C (Primerannealing)

— 30 sec 72-74 °C (Elongation durch die Tag-Polymerase)
— Hold bei 4 °C
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Pordsitaten der Proben

Fir die Bestimmung der Porositat und der Porengrof3enverteilung sind licht- und rasterelekt-
ronenmikroskopische Aufnahmen gemacht worden, die gleichzeitig auch das Sinterverhalten
der verschiedenen Ti-6Al-4V-Proben zeigen. Die Proben, die untersucht wurden, bestehen
jeweils aus unterschiedlich grol3en Pulverpartikel (Pulverpartikelgrofie < 45 uym, 45-63 um,
Mischung (125-180 pm + 10 % < 45 ym), 125-180 ym und < 45 pm + 1 % Al). Sie wurden bei
einer Sintertemperatur von 1350 °C hergestellt.

Erwartungsgeman ist zu erkennen, dass die Poren umso grof3er sind je gréRer die Pulver-

partikel sind.
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Abb. 2: Lichtmikroskopische Aufnahme 20x von der Oberflache der Ti-6Al-4V-Probe

In Abb. 2 sind die Lichtmikroskopischen Aufnahmen der verschiedenen Proben abgebildet.
Von a) bis e) werden die Schnittflachen der gesinterten Ti-6Al-4V-Proben der unterschiedli-
chen Porositaten bei 20 - fach Vergroferung dargestellt. Auf der Probe < 45 um Abb. 2 a
sind die wenigsten Poren abgebildet. Die gesamte Probe ist fast vollstandig versintert. Die
Pulverpartikel sind ineinander Gibergegangen, so dass keine sphérische Pulverpartikel mehr
zu erkennen sind. Im Vergleich zu den anderen Proben sind dort die kleinsten Porengrof3en
vorzufinden. Die Abb. 2 b zeigt die Schnittflache der Probe 45-63 um. In der Aufnahme wird
eine hoéhere Porositat als im vorigen Beispiel erkennbar. Die Umrisse der Pulverpartikeln
sind gut erkennbar. Durch die gréReren Pulverpartikel sind auch gréf3ere Poren entstanden,
die ineinander Ubergehen und somit l&ngliche Poren gebildet haben. Auf der Schnittflache
der Ti-6Al-4V-Probe, die aus einer Pulvermischung hergestellt wurde (Abb. 2 c) ist das Fein-
pulver < 45 ym vollstandig mit dem groben Pulver 125-180 um versintert. Es sind hauptséch-
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lich grof3e Poren vorzufinden. Auf der lichtmikroskopischen Aufnahme der Schnittflache der
Ti-6Al-4V-Probe 125-180 pum in Abb. 2 d sind die gréRten Poren abgebildet. Da nur wenige
Sinterhalse zu erkennen sind, wird von einer schlechten Versinterung der Partikel unterei-
nander ausgegangen. Auf der lichtmikroskopische Aufnahme von der Ti-6Al-4V-Probe 1 %
Al (PulvergrofRe < 45 ym + 1 % Al) Abb. 2 e haben die Aluminiumfaden in der Probe grolRe
langliche Poren nach der Sinterung hinterlassen. Durch das Diffundieren des Aluminiums in
der Ti-6Al-4V-Probe sind die langlichen Porenformen in der Probe entstanden. Die Ti-6Al-
4V-Probe besteht nur dort aus extrem grof3en Poren, wo das Aluminium vorher seinen Platz
hatte. Ansonsten sieht die Aufnahme wie die der Probe < 45 ym (Abb. 2 a) aus. Durch Be-
trachten der Proben wird erkennbar je Pordser die Proben sind, desto weniger Sinterhélse
sind auf den Bildern zu sehen.

en o
B
> Skl VR

groRes Pulverteilchen N
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<™

125-180

e)1% Al
Abb. 3: REM-Aufnahme 20kv/200x/25mm von der Oberflache der Ti-6Al-4V-Probe

Abb. 3 zeigt die Aufnahmen der unterschiedlichen Proben die mittels des Rasterelektronen-
mikroskops gemacht worden sind. Auf diesen Bildern ist die Versinterung der Teilchen un-
tereinander deutlich sichtbarer als auf den Lichtmikroskopischen Aufnahmen. In Abb. 3a ist
die hdchste Versinterung der Teilchen erkennbar. Die sphéarischen Pulverteilchen sind nicht
mehr optisch auseinander zu trennen und einzeln zu bestimmen. Die Pulverpartikel sind in
einander Ubergegangen und haben eine dichte Ebene gebildet. Es sind nur sehr wenige Po-
ren vorzufinden. Die REM-Aufnahme (Abb. 3b) zeigt die Probe 45-63 um. Die urspringliche
sphéarische Pulverform ist sehr stark ausgepragt vorzufinden. Es sind deutlich Sinterhélse zu
beobachten. Das Bild zeigt offene Poren, die bis in die unteren Schichten verlaufen. Auf der
REM-Aufnahme Abb. 3c bei der Mischung sind die Strukturen des Feinpulvers klar zu erken-
nen, das sich mit den groben Partikeln verbunden hat. Es sind noch offene Poren vorhan-
den. Das Bild zeigt zylinderférmige Pulverpartikel, was darauf zuruckzufuhren ist, dass das
Ausgangspulver nicht nur aus sphéarischen Pulverpartikeln bestand. Die REM- Aufnahme
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Abb. 3d zeigt sehr groRe und viele offene Poren. Auch hier ist erkennbar, dass das grobe
Ausgangspulver mit zylinderférmigen Partikeln durchsetzt war. Bei dieser Aufnahme werden
die wenigen gebildeten Sinterhélse deutlich erkennbar. Auf der letzten REM-Aufnahme Abb.
3e ist die Probe 1 % Al abgebildet. Auf der Probe sind langliche Poren gebildet worden, die
auf die Aluminiumfaden zuriick zu fihren sind.

4.2 Gesamte PorengrolRenverteilung

In Abb. 4 sind die gesamten Porengrof3enverteilungen aller Proben dargestellt. Erwartungs-
gemal kann festgestellt werden, dass mit zunehmender GroR3e der versinterten Pulverparti-
kel auch gréRRere Poren erzielt wurden. Die kleinsten Poren wurden auf der Probe < 45 um
entwickelt und die gréf3ten Poren auf der Probe 125-180 pm.
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Abb. 4: PorengrofRenverteilung der unterschiedlichen Ti-6Al-4V-Proben

Durch Betrachten der Abbildung wird deutlich das die héchste Anzahl von Poren der Grofie <
25 auf der Probe < 45 um gebildet worden sind. Sie sind bis zu 90 Prozent auf ihnen vertre-
ten und reichen bis zu einer Gréf3e von 75 um. Auf der Probe 45-63 um sind ebenfalls ver-
mehrt Poren der GroRRe < 25 um zu erkennen. Zusatzlich haben sich auf dieser Probe gréie-
re Poren gebildet, die bis zu einer Grél3e von 175 pum zu finden sind. Bei der Probe Mischung
sieht es anders aus. Die Probe besteht aus weniger als 50 Prozent aus PorengrofRen < 25
pm. Dafiir haben sich ca. 22 % Poren der GréRe 25-50 um auf ihnen entwickelt. Die Vertei-
lung der Poren reicht bis zur Gré3e 840 um. Die PorengroRenverteilung der Ti-6Al-4V-Probe
mit der PulvergroRe 125-180 um &hnelt der GréRRenverteilung der Pulvermischung. Die Po-
ren < 25 ym betragen ca. 41 %. Porengrofen zwischen 25-50 pm sind mit einem Anteil von
ca. 13 % vertreten. Auch hier kbénnen wie bei der Probe Mischung Poren bis zur Grél3e 840
pm produziert werden. Der Anteil der Poren mit einer Gr63e von 840 um ist hier deutlich ho-
her als bei der Mischung. Die Probe mit den Aluminiumfaden besteht im Wesentlichen und
erwartungsgemal auch nur aus Poren der GroRe < 25 pym bis héchstens 100 ym, wie es bei
der PorengréfRenverteilung bei der Probe < 45 pm zu sehen ist. Allerdings besteht die Probe
nur ca. 83 % aus Poren von der GrofRe < 25 ym und etwas mehr (ca. 13 %) aus Poren zwi-
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schen 25-50 um GroRRe. Im Vergleich zu der Ti-6Al-4V-Probe < 45, finden sich in der alumi-
niumhaltigen Probe auch einige Poren im Bereich 50-100 pm.

Die verschiedenen Porositaten der unterschiedlichen Ti-6Al-4V-Proben werden in der Abb. 5
in Volumenprozent dargestellt. Die Werte sind durch zwei Verfahren ermittelt worden. Das
erste Verfahren ist die geometrische Bestimmung und das zweite Verfahren die Ermittlung
durch Adobe Photoshop. Beide Verfahren wurden gemittelt. Die héchste Porositét ist wie er-
wartet durch die gro3ten Pulverpartikel entstanden. Es konnten Porositdten von ca. 5 - 35 %
Vol.-% hergestellt werden.

40 -

[ Porositaet

Prozent

45 45-63 Mischung  125-180 1%Al

Abb. 5: Darstellung der unterschiedlichen Porositaten (Vol.-%) von Ti-6Al-4V
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4.3 Biologische Charakterisierung der pordosen Ti-6Al-4VProben

Der Charakterisierung der Viabilitat ist mittels MTT und DAPI- Farbung durchgefuihrt worden.
Fur den Test wurden Osteoblasten und HUCPV Zellen verwendet. Die initiale Zellviabilitat
der adhéarenten Zellen ist nach 1 h, 2 h und 4 h ermittelt worden.

4.3.1 Initiale Adhasion der Osteoblasten- und HUCPV-Zellen

1h XXJ 1h
0,16 A I 2h 0,16 | B I 2h
I 4h N 4h

oD
°
8
oD

45-63 Mischung
TiAI6V4-Proben TiAl6V4-Proben

125-180 1%Al 45-63 Mischung 125-180 1%Al

Abb. 6: Initiale Adhasion der Osteoblasten (A) und der HUCPV-Zellen (B)
auf den verschiedenenTi-6Al-4V-Proben

In der Abb. 6.A sind nur geringe Unterschiede der Viabilitat wahrend der Adh&sionsphase
der Osteoblasten zwischen den unterschiedlichen Proben erkennbar. Nur das Aluminium
scheint fur die Osteoblasten weniger vertraglich zu sein, dort ist die Viabilitat am niedrigsten.
Eine alternative Interpretation ist, dass auf den Aluminiumhaltigen Proben weniger Zellen
adhéarieren. Da wir bei diesen kurzzeitigen Versuchen davon ausgehen, dass das Material
zunachst nur die Adhasion der Zellen beeinflusst, kdnnen wir schlieRen, dass die Zellen im
Wesentlichen gleich gut auf dem aluminiumfreien Material haften. In Abb. 6.B ist zu erken-
nen, dass zunachst die Viabilitat nach 1 h und 2 h bei der Mischung und der Probe 125-180
pm am héchsten ist. Die Abbildung zeigt, je grober das Material, desto bessere Viabilitats-
werte werden erreicht. Nur die HUCPV- Zellen auf dem Aluminium (1 % Al) weisen die nied-
rigsten Werte auf. Nach 4 Stunden steigt der Viabilitdtswert drastisch auf allen Proben. Je
langer die Inkubationszeit dauert, desto hdher ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Zellen
vermehrt auf den Proben adhé&rieren kénnen. Doch nach 4 Stunden Adh&sion zeigen die
HUCPV-Zellen verglichen mit den unterschiedlichen Proben, die hochsten Viabilitatswerte
auf der Probe < 45 um. Auf der 1% Al-Probe wurde wieder die niedrigste Viabilitat gemes-
sen.

4.3.2 Visualisierung der Zellkerne durch DAPI Farbung

Die Zellkerne der Osteoblasten und den HUCPV- Zellen, die auf den unterschiedlich porésen
Ti-6Al-4V-Proben 1 h, 2 h und 4 h inkubiert wurden, wurden mit der DAPI- Lésung gefarbt.
Dadurch wird es moglich, zu erkennen, wo die Zellen auf den Plattchen adharieren.
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Abb. 7: DAPI-Farbung der Osteoblasten auf den unterschiedlichen Ti-6Al-4V-Proben
nach 1 h, 2 h und 4 h Inkubation
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Bei den Osteoblasten wird kein grof3er Unterschied in der Zelladhasion zwischen den unter-
schiedlichen Zeitspannen erkennbar. Aufgrund der geringen Zellzahl bilden sich keine Oste-
oblastenanhaufungen. Sie bevorzugen auch schon nach einer Stunde, um die Poren herum
zu adharieren. Die Bilder der Proben < 45 um von der Zeitspanne 4 h und der Probe 1 % Al
von der Zeitspanne 2 h fehlen, da die Probe nach einer gewissen Zeit ausgetrocknet sind,
und somit kein mikroskopisches Bild gemacht werden konnte.
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Abb. 8: DAPI-Farbung der HUCPV- Zellen auf den unterschiedlichen Ti-6Al-4V-Proben
nach 1 h, 2 h und 4 h Inkubation

Bei der DAPI- Farbung der HUCPV- Zellen wird erkennbar, dass Zellen zunéchst nach der 1.
Stunde eher verklumpt adhérieren. Nach jeder weiteren Stunde verteilen sich die Zellen bes-
ser auf der Probe. Nach 4 Stunden scheinen die HUCPV- Zellen bevorzugt um die Poren,
die gréfRRer als 100 um sind, herum zu adhéarieren. Dieses Verhalten wird sehr gut bei den
grobporigen Ti-6Al-4V-Proben sichtbar. Das Bild der Probe 1 % Al von der Zeitspanne 4 h ist
nicht vorhanden, da auch hier die Moglichkeit nicht bestand eine mikroskopische Aufnahme
von den Zellen zu machen. Die Probe mit den Zellen war in der DAPI-LGsung enthalten, die
verdunstet ist.
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4.3.3 Initiale Proliferation der Osteoblasten und HUCPV-Zellen

Die Proliferation der Osteoblasten ist wichtig, weil um das Implantat herum Knochen synthe-
tisiert werden soll. Daher ist dies eine wesentliche Voraussetzung, um ein stabiles und dau-
erhaftes Einwachsen des Implantats zu erreichen.

Die Proliferationsfahigkeit der Osteoblasten und HUCPV-Zellen wurde auch mittels MTT un-
tersucht. Die Zellen wurden fir 30-45 Minuten auf den verschiedenen Plattchen adhariert,
danach fiir 5 Tage, 10 Tage und 15 Tage inkubiert und anschlie3end die Viabilitat ermittelt.

0,30 o

0,24 A ® MTT nach 1h X5.Tag | 0,14 028 ® MTT nach 1h RJ5Tag 014
[ 10 Tag 1 B I 10 Tag

uas- l — IR

0,10

11N
MTT
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Mischung 25-180 Mischung

TiAl6V4-Proben TiAl6V4-Proben

Abb. 9: Initiale Proliferation der adhérierenden Osteoblasten (A) und HUCPV-Zellen (B)
nach mehreren Tagen im Vergleich nach 1 h Inkubation

Wenn die Osteoblasten auf den verschieden Proben verglichen werden, wird kaum ein Un-
terschied erkennbar. Allgemein lasst sich sagen, dass auf allen Probenkdrpern konstant ho-
he metabolische Aktivitdten zu erkennen sind. Es lasst sich darauf schlieRen, dass die Zellen
auf allen Oberflachen ein intaktes Wachstum haben. Einen erhdhten Anstieg der Viabilitat ist
auf den Proben 125 - 180 um am 5.Tag zu erkennen. Die geringste metabolische Aktivitat ist
auf dem 1 % Al zu beobachten, dort ist die niedrigste Viabilitat ermittelt worden.

In Abb. 9.B ist die Initiale Proliferation der HUCPV- Zellen im Vergleich zu der Initialen Adha-
sion der HUCPV-Zellen dargestellt. Das Zellwachstum verhalt sich proportional zur Adhasi-
on. Je mehr Zellen zu Beginn auf den Proben adhariert sind, desto hdhere Viabilitaten sind
auf diese wieder zu finden. Die hdchste Viabilitat zeigen die Zellen auf der Ti-6Al-4V-Probe
125-180 um. Die niedrigste Adhasion ist bei der Probe 45-63 pm zu erkennen. Eine Aus-
nahme ist bei der Probe 1 % Al zu sehen. Die Adhasionswerte sind dort am niedrigsten doch
die Proliferation ist dem der Probe < 45 ym gleichzustellen.

Differenzierungstest

Die Differenzierung wird durchgefiihrt, um den Einfluss des Materials auf die Differenzierung
zu untersuchen. Dazu wurde die ALP, Osteokalzin und Osteopontinproduktion mit Farbe-
ELISA- und RT-PCR Methoden untersucht.

Fur die verschiedenen Tests konnten zunachst jeweils 50 000 Osteoblasten- und HUCPV-
Zellen auf die Ti-6Al-4V-Proben fir 40 min adhérieren. Nach 10 Tagen im Nahrmedium wur-
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den sie dann in einem Differenzierungsmedium inkubiert. Nach der 2., 3. und 4. Woche der
Differenzierungsphase wurden die Analysen durchgefuhrt.

4.3.4 Parallelfarbung fur Osteokalzin, Osteopontin und DAPI

Die Differenzierung der Osteoblasten und den HUCPV-Zellen auf den verschiedenen poro-
sen Ti-6Al-4V-Proben sind nach 2 Wochen, 3 Wochen und 4 Wochen mittels einer Parallel-
farbung (DAPI, Osteokalzin und Osteopontin) bestimmt worden.

Parallelfarbung der Osteoblasten

Durch den Antikdrper der mit dem Farbstoff FITC ausgestattet ist, wird die Osteokalzin Pro-
duktion durch die griune Farbe sichtbar. Das Osteopontin wiederum wird durch den Antikor-
per der mit dem Farbstoff Texas Red ausgestattet ist, sichtbar. Die Bilder wurden einzeln mit
dem Fluoreszenzmikroskop mit unterschiedlichen Filtern mit der VergréRerung 20 x fotogra-
fiert. Durch das Uberlagern der einzelnen Bilder wird das Osteokalzin durch die gelbe Farbe
auf den Bildern erkennbar. Es wurden nur die Bilder der Differenzierung von der 4. Differen-
zierungswoche in dieser Diplomarbeit eingebracht, da an den Bildern der anderen beiden
Wochen (2. und 3.Waoche) kein Unterschied zu erkennen war.

Osteokalzinproduktion

100 pm
| e |

a) <45 b) 45-63 c¢) Mischung

d) 125-180 e) 1% Al

Abb. 10: Parallelfarbung der Osteoblasten auf den unterschiedlich pordsen Proben nach 4 Wochen

Die Bilder zeigen, dass die Osteoblasten Osteokalzin und Osteopontin auf allen Proben ge-
bildet haben. Osteopontin wurde von allen Zellen auf den Proben gebildet. Es ist auf der ge-
samten Probe verteilt, wo auch die Zellkerne zu sehen sind. Nur einige Zellen haben Osteo-
kalzin gebildet, was durch die gelbe Farbung zu erkennen ist.
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Abb. 11: Parallelfarbung der HUCPV-Zellen auf den unterschiedlich
pordsen Ti-6Al-4V-Proben nach 4 Wochen

Wie bei den Osteoblasten haben auch alle HUCPV-Zellen Osteopontin gebildet was an dem
roten Farbstoff auf den Proben zu erkennen ist. Die Osteokalzinproduktion ist viel deutlicher
und vermehrt bei den HUCPV-Zellen auf den verschiedenen Proben zu erkennen als bei den

Osteoblasten.

4.3.5 ALP Produktion von Osteoblasten und HUCPV-Zellen

Alkalische Phosphatase ist in grofien Mengen im Skelettsystem zu finden. Sie gibt einen
Einblick tber die Knochenmatrixproduktion wieder. Um die ALP bestimmen zu k&énnen, wird
der Uberstand der zu testenden Proben mit den Zellen benétigt.
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Abb. 12: ALP-Synthese von Osteoblasten (A) und HUCPV-Zellen (B) nach 2, 3 und
4 Wochen zum Vergleich mit der Viabilitét nach 15 Tagen

Die Osteoblasten zeigen kaum einen Unterschied bei der ALP- Synthese. Wenn die Initiale
Proliferation hinzu gezogen wird, ist an dem Diagramm erkennbar, dass die Osteoblasten auf
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der Probe 1 % Al den geringsten Proliferationswert haben. Trotzdem ist die ALP-Synthese
vergleichbar wie die der anderen Proben. Auf allen Proben ist ein deutlicher Anstieg der
ALP-Synthese in der 2. Woche zu beobachten, die aber in den darauf folgenden Wochen
abnimmit.

Die ALP-Synthese bei den HUCPV-Zellen zeigt keinen grof3en Unterschied zwischen den
verschiedenen Proben, trotz des unterschiedlichen Wachstumsverhalten der unterschiedli-
chen Proben. Wenn die ALP - Produktion im Vergleich zu der Initialen Proliferation betrachtet
wird, ist auf der Probe 45-63 um eine héhere ALP - Synthese vorzufinden. Auf der Probe 125
- 180 um wiederum die niedrigste Produktion. Bei allen Proben ist eine leichte Zunahme der
ALP- Produktion zwischen der 2. - 4. Woche zu erkennen.

4.3.6 Osteokalzinproduktion der Osteoblasten und HUCPV-Zellen

Osteokalzin kann als biochemischer Indikator fiir den Knochenumsatz hilfreich sein. Osteo-
kalzin wird im Knochen von reifen Osteoblasten gebildet und ist ein Teil der extrazellularen
nicht kollagenen Knochenmatrix. Es macht etwa 10 - 20 % aller nicht kollagenen Proteine im
Kdrper aus [44].

Fur diesen Test wird der Uberstand der zu testenden Proben benétigt. Es wurden die Osteo-
kalzin-Werte nach 2 Wochen, 3 Wochen und 4 Wochen ermittelt.
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Abb. 13: Osteokalzin-Produktion von Osteoblasten (A) und HUCPV-Zellen (B)
nach 2, 3 und 4 Wochen zum Vergleich mit der Viabilitédt nach 15 Tagen

Die Abb. 13.A zeigt deutlich, dass die Proben < 45 pm und 45-63 pm die niedrigsten Osteo-
kalzinwerte aufweisen. Auf den grobporigen Proben produzieren die Zellen vermehrt Osteo-
kalzin. Zunachst sind die Osteokalzinwerte (bis auf das 1 % Al) in der 2. Woche am héchs-
ten, danach sinken die Werte in der 3. Woche wieder ab. Ab der 4. Woche liegen die Werte
wieder hoher. Die Osteoblasten auf den Plattchen < 45 pm und 45-63 um haben &hnliche
Osteokalzinwerte, genau wie die Proben Mischung mit dem 125-180 um. Die Osteoblasten
produzieren zuné&chst auf der Mischung und dem 125-180 um Proben die héchsten Osteoka-
Izin- Konzentrationen wie es in der 2. Woche zu erkennen ist. In der 4. Woche ist die Osteo-
kalzin-Produktion der Osteoblasten, die auf den 1 % Al Plattchen wachsen, am hdchsten.
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Die HUCPV- Zellen (Abb. 13.B) verhalten sich auf allen Proben ahnlich, und zwar bilden sie
zunéachst in der 2. Woche mehr Osteokalzin als in der 3. Woche, doch dann steigt der Oste-
okalzinwert in der 4. Woche stark an. Die héchsten Osteokalzinwerte liefern die HUCPV- Zel-
len in der 2. Woche auf der Proben-Mischung und 125-180 um. Die Osteokalzinwerte sind in
der 3. Woche bei dem 125-180 pum und den 1 % Aluminium Plattchen am hdchsten und am
niedrigsten auf dem 45-63 um Plattchen. In der 4. Woche ist kein genauer Trend zu erken-
nen. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Proben sind statistisch nicht signifikant.

4.3.7 RT-PCR

Bei der quantitativen Real Time - PCR (qRT-PCR) wurden nur die Osteoblasten getestet. Die
RT-PCR ermdglicht die Quantifizierung der gewonnen cDNA und damit direkten Ruckschluss
auf die mRNA Expression. Bei der relativen Quantifizierung wurde als Referenz-Gen das
.Housekeeping Gen“ GAPDH verwendet. Die zu untersuchenden Gene sind die Differenzie-
rungsmarker ALP, OC, OPN und BSP, die Matrixbildenden Proteine Kollagenl und cbfal
und die Osteoklastendifferenzierungsfaktor RANKL und OPG [45][46].
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Abb. 14: Die Differenzierungsmarker ALP, BSP, cbfal, coll, OC, OPG, OPN und RANKL normiert auf den endo-
genen Referenzgen GAPDH nach 2 Wochen (A), 3 Wochen (B) und 4 Wochen (C) Differenzierung

In der Abb. 14 sind die Differenzierungsmarker dargestellt die nach 2, 3 und 4 Wochen ana-
lysiert werden sollen. Die Osteoblasten zeigen auf allen Proben und an den verschiedenen
Differenzierungswochen (2., 3. Und 4. Woche) das eine Expression stattgefunden hat. Bei
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den ALP und cbfal Markern ist bei der Expression in der 2. (Abb. A) und 3. (Abb. B) Woche
ein Trend zu beobachten, wie beim OPG in der 2. und 4. Woche. Die Osteoblasten haben
eine starkere Expression auf den héheren Porositaten. In der 4. Woche (Abb. C) ist bei dem
ALP Marker auf allen Proben eine dhnliche Expression und bei dem cbfal eine starkere Ex-
pression auf den feineren Proben beobachtet worden. Bei dem Osteokalzin Marker wird ein
Trend in der 2. und 4. Differenzierungswoche wie beim coll und RANKL (4. Woche) beo-
bachtet und zwar ist die Expression bei den weniger pordsen Proben hdher. Nur beim OPG
wurde in der 2. und 4. Woche eine stéarkere Expression ermittelt. Bei den gesamten Genen
ist aufgefallen das die Expression nach der 4. Differenzierungswoche im Vergleich zu den
Differenzierungswochen (2 und 3) geringer ist. In der Abb. 14 (B) fehlt BSP von der Probe
45-63 und in Abb.14 (C) OPG von der Probe 1%Al, die RNA - Menge war zu gering, um die
Proben testen zu kdnnen.
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5 Diskussion der Ergebnisse

5.1 Porositat und PorengréRenverteilung

Ziel dieser Diplomarbeit war, ein Material zu entwickeln, welches einer Knochenstruktur &h-
nelt und es anschlieBend biologisch auf die Eignung als Implantatwerkstoff zu testen. Die Ti-
tanlegierung Ti-6Al-4V wird bereits als Implantat Material eingesetzt. Das neue hierbei ist die
Porositat. Die Porositéat eines Knochenmaterials ist von Bedeutung, um die Einwanderung
von Zellen und Einsprossung von Gefal3en zu ermdglichen. Die Versorgung der Osteoblas-
ten wird dadurch mit Nahrstoffen gewahrleistet. Durch die pordse Materialstruktur ist es aber
auch mdglich, dass ein Stoffwechsel z. B. in Form von Diffusion im Substanzinneren gewahr-
leistet werden kann [35]. Parallel zu dieser Diplomarbeit wurden die mechanischen Eigen-
schaften der pordsen Proben intensiv von Haithem Akaichi untersucht. Die Anordnung und
die Verteilung der Poren kénnen die mechanische Stabilitat eines Konstrukts &ndern und
somit individuell den Belastungen im Empféngergebiet angepasst werden [35]. Die mechani-
sche Charakterisierung ist deshalb von grof3er Bedeutung um das Einsatzgebiet des Materi-
als fur spatere Implantate definieren zu kénnen. Die Ergebnisse seiner Arbeit sind in Tabelle
4 dargestellt.

Proben- Sinter- Porositat | Zugfestigkeit | Dehngrenze | E-Modul dzﬁ:]%hr;
Bezeichnung | Temperatur [Vol.%)] Rn[Mpa] Rpo2[MPa] [GPa] Al%] 9

45-63 pum 1300 °C 15+2 470+ 6 390+4 70+ 6 1,80
125-180 pm 1300 °C 31+3 143+ 10 - 21+6 0,18

Mischung 1300 °C 26+ 2 277 £ 15 243+ 10 40+ 6 0,40

TI-6Al-4V - 3,5 960 - 970 744 110 13-16

(kompakt)

Knochen - - 133 - 17 0,6

[14][55][56]

Tabelle 4: Mechanische Eigenschaften von MIM-Ti-6Al-4V ermittelt durch Zugversuche

Aus den Ergebnissen in der Tabelle 4 ist abzulesen, dass das E-Modul bei Erhéhung der Po-
rositdt dem des Knochens angenahert werden kann. Mit Erhéhung der Porositat nimmt aller-
dings die Stabilitat (Zugfestigkeit, Dehngrenze und Bruchdehnung) wie erwartet ab. Ver-
gleicht man das mit den entsprechenden Werten von kompakten Ti-6Al-4V, so sieht man
grol3e Unterschiede. Die Zugfestigkeit, Dehngrenze und die Bruchdehnung sind viel héher.
Es gibt bisher nur wenige Angaben tber das Optimum der Porositat in der Literatur. Umfang-
reiche Untersuchungen haben gezeigt, dass zum Einwachsen von Knochen eine Porositat
von 20-40 % vorhanden sein muss [49]. Da heutige Implantate aus der Probe < 45 ym be-
stehen und die Porositat nahezu gegen Null geht wird diese Probe als Kontrolle angesehen.

Die Ergebnisse dieser Diplomarbeit zeigen, dass es maoglich ist, mittels MIM-Verfahren und
der verwenden unterschiedlichen PulverteilchengréRen Porositaten von 5 - 35 Vol.% herzu-
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stellen und damit die mechanischen Eigenschaften zu beeinflussen. Die Probe Mischung
und die Probe 125-180 um erfillen den Porositatswert um ein Einwachsen von Knochen zu
gewabhrleisten. Ab etwa 30 % Vol. Porositdt nimmt der E-Modul ahnliche Werte an, wie sie
fur den Kochen gelten (eines Oberschenkelknochens betragt 20GPa). Zudem wird auch die
PorengrofRenverteilung beeinflusst. Dies ist ein Parameter, der fir die Wechselwirkung mit
Zellen wichtig ist.

Durch den extremen Unterschied der Pulvergrof3en sind 2 verschiedene Porenarten entstan-
den. Makroporositat wurde durch den Einsatz der Pulvergréf3e 125-180 um erreicht und Mik-
roporositat durch die Pulvergrofie < 45 ym. Durch das MIM Verfahren sind Porengréf3en zwi-
schen 25 pm - 840 um entstanden (siehe Abb. 4). Durch gezielte Auswahl der Pulvergrof3en
und Variation der Sintertemperatur kann also nicht nur die Porositat sondern auch die Po-
rengroRenverteilung kontrolliert werden.

Unterschiedliche Experimente haben gezeigt, dass ein Bereich der Porengréf3en von 75 um -
350 um als ideal angesehen werden kann, um das Einwachsen von BlutgefaRen und Kno-
chengewebe zu ermdglichen [49]. Diese Porenverteilung wurde nur bei den Proben 125-180
pm und der Mischung durch das MIM-Verfahren erreicht. Der Hauptanteil liegt dennoch bei
der Porengréf3e 25 um auf beiden Proben. Bei der Mischung liegt dieser PorengréfZenanteil,
der als ideal angesehen wird, bei ca. 30% und bei der Probe 125-180 pm bei ca. 35 %. Die
anderen Proben die in dieser Forschungsarbeit verwendet wurden erflillen nicht die ideal an-
gesehene Voraussetzung. Der Einsatz der Aluminiumféaden in der Probe 1 % Al sollte grof3e-
re Poren ermdoglichen, dies ist gelungen. Die Probe zeigt ca. 200 um langliche Poren die
aufgrund der Aluminiumféaden zuriickzufihren sind. Diese sind in das Material diffundiert. Al-
lerdings besteht kaum ein Unterschied zu er Probe < 45 um. Der Anteil von Poren der Grolie
25-50 pm ist auf der 1 % Al Probe hdher und es haben sich weiterhin ein minimaler Anteil
Poren der Porengréf3e 50-75 um gebildet.

5.2 Initiale Zellviabilitat der Zellen

Adhéasion

Die gemessene Konzentration an Formazan korreliert mit dem Proliferationsverhalten der
Zellen. Wenn wir davon ausgehen, dass alle Zellen gleich viel Tetrazoliumsalz in Formazan
umsetzen kénnen, dann kénnen Vergleiche zur Lebensfahigkeit der Zellen auf den Proben
gezogen werden. Dadurch kann ungefahr gesagt werden auf welcher Probe mehr Zellen ad-
hariert sind. Die Konzentration des katalytischen Produktes Formazan ist direkt proportional
zur metabolischen Aktivitat lebender Zellen [61]. Der MTT-Test erfasst nur ausschlief3lich le-
bende Zellen. Da die Proben aus dem gleichen Material (Ti-6Al-4V) bestehen, wird zunachst
untersucht, ob die verschiedenen Porositaten eine Auswirkung auf das Adhasionsverhalten
der Osteoblasten und HUCPV-Zellen zeigen.

Die metabolische Aktivitat der Osteoblasten ist auf allen Proben die aus Ti-6Al-4V bestehen
nahezu gleich. Die Porositat zeigte keinen Einfluss auf die Zellviabilitat der adharenten Oste-
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oblasten. Allerdings ist die geringste metabolische Aktivitat auf der 1% Al Probe ermittelt
worden.

Im Vergleich zu den Osteoblasten zeigen die HUCPV-Zellen leichte Unterschiede in der Via-
bilitdt auf den unterschiedlichen Porositdten die aus reinem Ti-6Al-4V bestehen. Je pordser
die Probe desto hohere metabolische Aktivitdten der HUCPV-Zellen wurden ermittelt. Nach
jeder weiteren Inkubationsstunde wurde ebenfalls ein Anstieg der Viabilitat gemessen. Aller-
dings wurde auch hier wie bei den Osteoblasten die geringste Viabilitat auf der 1% Al Probe
gemessen.

Da die geringste Viabilitat bei beiden Zelllinien auf der 1% Al Probe ermittelt worden ist, ist
davon aus zu gehen, dass es an dem 1% Aluminium liegt. Bei den Osteoblasten und
HUCPV-Zellen sind hohere Werte auf den reinen Ti-6Al-4V Proben gemessen worden. Die
Porositat der Probe 1% Al liegt mit ca. 9,39 Vol.-% zwischen der Porositat der Probe < 45 ym
mit ca. 5,61 Vol.-% und der Probe 45-63 pm mit ca. 18,11 Vol.-%. Der Einfluss der Porositat
auf die metabolische Aktivitat der beiden Zelllinien auf der Probe 1% Al kann daher ausge-
schlossen werden. Da die GréRenverteilung der Probe 1% Al im Rahmen von 25 um bis 100
pm ist, kann der Einfluss der einzelnen Porengréf3en ebenfalls ausgeschlossen werden. Zu-
sammenfassend zeigten die Ergebnisse der Adhasion, dass die Porositat der reinen Ti-6Al-
4V-Proben auf die Osteoblasten keine Wirkung gezeigt hat doch bei den HUCPV-Zellen eine
Steigerung der metabolischen Aktivitat durch die hohere Porositat gefiihrt hat. Da die ge-
ringste Viabilitat bei beiden Zelllinien auf der 1 %Al Probe ermittelt worden ist und alle Pro-
ben aus dem gleichen Material Ti-6Al-4V bestehen, ist es mdglich, dass das 1% Al eine
Hemmung des Anheftens der Zellen an der Oberflache der Proben bewirkt.

Bei der Betrachtung der mittels DAPI gefarbten Zellkerne, wird deutlich, dass die Osteoblas-
ten wie auch die HUCPV-Zellen, um die Poren herum adharieren. Beide Zellgruppen schei-
nen eine ebene Flache zu bevorzugen, an denen sie sich fixieren kdnnen. Dies l&sst sich
anhand der mittel DAPI gefarbten Bilder von den Proben 45-63 um, Mischung und der Probe
125-180 pm sehr gut erkennen.

Bei der Betrachtung der Bilder wird deutlich, dass die Osteoblasten keinen gravierenden Un-
terschied zwischen den einzelnen Inkubationsstunden (1 h, 2 h und 4 h) der gleichen Probe
zeigen. Auf der Probe mit der geringsten Porositat (Probe < 45) verteilen sich die Osteoblas-
ten auf der ganzen Probe gleichméRig. Da die Poren klein sind, kdnnen die Zellen sie ein-
fach Uberbricken. Aktive Osteoblasten sind ca. 30 um grof3 und die haufigste PorengroiRe
auf der < 45 ym Probe liegt bei < 25 um [11]. Die ersten Porenumrisse sind schon auf der
Probe 45-63 pm zu erkennen. Dort fangen die Osteoblasten schon an, um die Poren zu ad-
harieren. Es befinden sich auch ca. 45% Poren der Gro3e < 25 um auf der Probe. Diese Po-
rengrofRen sind womaglich bereits zu grof3, als dass die Zellen dariiber adh&rieren kénnen.
Einen Unterschied bei der Probe 1% Al mit der Probe < 45 ym durch das 1 % Aluminium
konnte nicht festgestellt werden.

Die HUCPV-Zellen zeigen keinen Unterscheid bei der Adhasion auf den Proben < 45 um und
dem 1% Al wie bei den Osteoblasten. Die Zellen sind hier allerdings nicht gleichmaRig ver-
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teilt sondern treten in Haufungen auf. Betrachtet man die mittels DAPI- gefarbten Bilder
scheint es, dass nach jeder weiteren Inkubationsstunde sich die Zellzahl verringert. Das wi-
derspricht dem Ergebnis das mittels MTT ermittelt wurde. Dort stieg die metabolische Aktivi-
tat mit der héheren Porositat an. Da sich die HUCPV-Zellen schon beim trypsinieren in Hauf-
chen geballt gelost haben, konnten sie so auf die Proben gegeben worden sein, ohne sich
voneinander gelost zu haben. Durch die dichte Besiedlung der Oberflache, kdnnten durch
Briickenbildungen zwischen den Zellen mdglicherweise die Poren lberdeckt worden sein.
Osteoblasten und HUCPV-Zellen wurden mit der gleichen Ausgangszellzahl auf die Proben
angesetzt. Wenn die HUCPV-Zellen mit den Osteoblasten verglichen werden, ist ganz ein-
deutig zu sehen, dass mehr HUCPV-Zellen als Osteoblasten auf den Proben adhéarieren.
Das wird optisch sehr gut deutlich wenn die Probe 45-63um mit Osteoblasten und die Probe
45-63um mit HUCPV-Zellen verglichen werden. Im Vergleich sind auf der Probe 45-63um
der Osteoblasten klare Umrisse der vielen Poren zu erkennen und bei den HUCPV-Zellen
sind weniger Porenumrisse zu erkennen. Anscheinend kénnen sich die HUCPV-Zellen leich-
ter an der Oberflache der Proben anlagern als die Osteoblasten

Die Zellen kénnten doch in der Pore adhariert sein. Weil aber die Zellen in der Pore fixiert
sind und diese Vielleicht zu tief ist, kdnnte die Fluoreszenz vom Material absorbiert worden
sein und somit vom Fluoreszenzmikroskop nicht erfasst werden. Somit kann in den Poren
die Fluoreszenz der Zellen nicht ermittelt werden und es entsteht der Verdacht, dass die Po-
ren nicht mit Zellen besetzt sind. Um dies herauszufinden, muissten weitere Tests und
Schichtaufnahmen mit dem FIB gemacht werden, um erkennen zu kénnen, ob nicht doch
Zellen in der unteren Schicht auf der Pore adhariert sind.

Proliferation

Um die Proliferation der Zellen zu Untersuchungen wurde ebenfalls wie bei der Adhé&sions-
untersuchung die Methode mit MTT gewahlt. Der MITT ist eine indirekte Methode zur Zell-
zahlbestimmung und ist abhangig vom Zelltyp und der metabolischen Aktivitat der Zellen.
Das Verhaltnis aus Zellviabilitat zur Proliferation fuhrt zu einer direkten Normierung der Le-
bensfahigkeit bezogen auf die Anzahl der tatsédchlich adhérierenden Zellen, wenn davon
ausgegangen wird, dass die metabolische Aktivitat von allen Zellen gleich ist. Der Test er-
fasst ausschlief3lich lebende Zellen. Dabei hangt die Signalstarke vom Aktivierungsgrad der
Zellen ab. Die mitochondrialen Dehydrogenasen weisen eine hohere Aktivitat bei Proliferie-
renden Zellen als bei nicht proliferierende Zellen auf. Deshalb wird der Test nicht nur zur
Messung von Viabilitdt und Zytotoxitat sondern auch fir Zellproliferation verwendet. Da alle
Proben aus derselben Titanlegierung Ti-6Al-4V bestehen aufRer der Probe 1% Al wird der
Einfluss des Materials auf die Zellen ausgeschlossen. Somit kbnnen Vergleiche zur Viabilitat
und somit zur Proliferation der Zellen auf den unterschiedlichen Proben gezogen werden.

Anhand der Ergebnisse wurde festgestellt, dass die unterschiedlichen Porositdten auf den
reinen Ti-6Al-4V Proben keinen Einfluss gezeigt haben. Eine niedrigere Viabilitdt wurde al-
lerdings auf der Probe 1% Al gemessen. An den Tagen 10 und 15 sind die Viabilitatswerte
auf den Proben Mischung, 125-180 um und dem 1% Al niedriger. Das kdnnte bedeuten,
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dass die Zellen differenziert sind. Die Matrixsynthese beginnt mit abnehmender Proliferation,
die wiederrum von der Mineralisierung gefolgt wird [67].

Bei den HUCPV-Zellen ist ein Trend zu erkennen. Je poroser die Probe desto héhere Viabili-
tatswerte wurde auf den reinen Ti-6Al-4V Proben gemessen. Bei der initialen Adhasion wur-
de auch eine Viabilitatssteigerung mit Erhéhung der Porositat gemessen. Von Beginn an for-
dern die grobporigen Proben die metabolische Aktivitat der Zellen. Die metabolische Aktivitat
der HUCPV-Zellen auf der 1% Al Probe ist gleich zustellen wie die der Zellen auf der Probe <
45 uym und der Probe 45-63 um. Die HUCPV-Zellen zeigen nicht wie bei den Osteoblasten
die niedrigste Viabilitat auf der Probe 1% Al. Fir die niedrige Viabilitat der Osteoblasten auf
der 1% Al Probe kénnte es deshalb zwei Griinde daflir geben. Entweder hat es mit der ge-
ringen Adhasion von Beginn an auf der Probe zu tun, denn nur adharierende Zellen sind fa-
hig auf einem Substrat zu wachsen [47] oder das zuséatzliche 1% Aluminium ist schlecht fur
die Osteoblasten. PorengroRen der Gré3e 75 - 350 um sollen die Proliferation der Osteo-
blasten begunstigen [49]. Wenn die Adhasion nicht betrachtet wird, stimmt das Ergebnis bei
den HUCPV-Zellen lberein. Die PorengréfZen der Mischung und der Probe 125-180um sind
in diesem Intervall und dort sind auch die hdchsten Proliferationswerte ermittelt worden.

5.3 Zelldifferenzierung

Osteoblasten entstehen durch differenzielle Zellteilung aus Knochenvorlauferzellen. Sie syn-
thetisieren in erster Linie die organischen Bestandteile der Knochensubstanz, Kollagen Typ
1, Osteokalzin, Proteoglykane und Enzyme, wie z.B. ALP [15][11]. Die Bildung von Knochen
lassen sich in 3 Phasen unterteilen: der Proliferationsphase, Matrixreifung und die Minerali-
sationsphase. Als Marker fiir die Proliferationsphase gelten die Kollagenfibrillen von Typ 1.
Bei der Matrixreifung des Osteoids gilt als Mal} die hohe Konzentration der alkalischen
Phosphatase. Die Mineralisierungsphase wird durch das Osteokalzin gekennzeichnet, was in
der Matrix eingebaut wird. Zu Beginn dieser Phase werden Gene fur Proteine wie OC und
OP exprimiert [66][77].

Die Osteoblasten wurden vor Durchfihrung der Untersuchungen bis zu fiinfmal passagiert.
Zwischen der ersten und vierten Passage ist das Differenzierungspotenzial der Osteoblasten
identisch. Durch das Uberfiihren in Passagen verlieren in vitro geziichtete Osteoblasten Ei-
genschaften der Differenzierung und somit ihre Fahigkeit mineralische Matrix zu bilden [62].

ALP

Ein relevanter Marker fur die friihe Osteoblastendifferenzierung ist die vermehrte Expression
von ALP. Die ALP Aktivitat korreliert stark mit der Zelldichte der Osteoblasten Wahrschein-
lich beruht eine Aktivitatssteigerung auf vermehrte Zell-Zell Kommunikation, tiber sogenann-
te gap junctions, die zwischen den Zytoplasma Auslaufern zweier Zellen ausgebildet werden
[11].

Die Osteoblasten zeigen keinen Unterschied bei der ALP-Produktion auf den verschiedenen
Proben. Auf allen Proben ist ALP gebildet worden. Wenn die Proliferation mit einbezogen
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wird, zeigen die Osteoblasten auf der Probe 1% Al die hdchste Differenzierung. Diese ist
wahrscheinlich auf den 1% Aluminiumfaden zuriickzufiihren. Diese scheinen die ALP-
Produktion zu fordern. ALP steht fir den Knochenaufbau und ist ein MaR fir die Matrixrei-
fung des Osteoids. Die Osteoblasten, die fir diesen Test verwendet worden, sind zwischen
Passage zwei und finf. Es wéare moglich, dass die Differenzierung durch die hoheren
Passagen beeintrachtigt wurde. Normalerweise werden Osteoblasten bis Passage drei ver-
wendet. Dies war hier allerdings nicht moéglich, weil zu wenig Osteoblastenkulturen vorhan-
den waren.

Wie bei den Osteoblasten sind auch bei den HUCPV-Zellen kaum ein Unterschied bei der
ALP-Produktion auf den unterschiedlichen Porositaten ermittelt worden. Im Bezug zur
Proliferation wird hier deutlich, dass die Zellen auf den niedrigeren Porositaten des reinen Ti-
6Al-4V Proben am starksten differenziert sind. Da auf der 1% Al Probe nicht die niedrigste
Proliferation stattgefunden hat ist es schwer zu deuten ob das Aluminium doch eine hem-
mende Wirkung auf die Osteoblasten ausgetibt hat oder ob doch die Porositat der Grund da-
fur war.

Osteokalzin

Zu den hochspezifischen Markern der spaten Osteoblastendifferenzierung gehdrt das Oste-
okalzin. Er ist ein extrazellulares nicht kollagenes Matrixprotein, das von den Osteoblasten
als letztes sezerniert wird und somit einen relativ spaten Knochenmarker sowie Botenstoff
darstellt. Osteokalzin wird nicht von allen Osteoblasten synthetisiert, sondern ist abhangig
von dem Reifestadium und dem Alter der Osteoblasten [11][52][47]. Nach Aubin et al [52]
setzt eine hohe Expression dieses Matrixproteins die Reife der Osteoblasten voraus. Somit
lasst die deutlich zunehmende Expression Rickschlisse auf eine hohe Anzahl reifer Osteo-
blasten zu. Mit der Steigerung der Expression wird eine weitere Mineralisierung der vorhan-
denen Matrix in vitro ermdglicht [52].

Die Osteoblasten haben auf allen Proben Osteokalzin gebildet. Die poréseren Proben fiihren
Zu einer Steigerung der Synthese dieses Proteins. Wenn die Proliferation mit einbezogen
wird ist auch hier wie bei der ALP Produktion von einer starkeren Differenzierung auf der
Probe 1% Al von den Osteoblasten auszugehen.

Die HUCPV-Zellen zeigen eine hdhere Osteokalzinproduktion auf den gréberen Proben in
der 2. und 3. Differenzierungswoche. In der 4. Woche ist kein Unterschied zu sehen. Vergli-
chen mit der Proliferation ist von einer starkeren Differenzierung der Zellen auf der Probe 45-
63 pm auszugehen.

Bei beiden Zelllinien schwanken die Osteokalzinproduktion zwischen den einzelnen Differen-
zierungswochen. In der 2. Woche sind hohere Werte ermittelt worden als in der 3. Woche. In
der 4. Woche steigt wiederum die Osteokalzin Produktion enorm hoch. Es kdnnte in der 3.
Woche ein Messfehler vorliegen, dass an dem Zellcounter oder an einem Pipettierfehler lie-
gen konnte.
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Wenn die Expression von ALP und Osteokalzin verglichen wird, zeigen die Osteoblasten ein
unterschiedliches Verhalten. Wéahrend die Osteoblasten in der Expression beim ALP Test
keinen Unterschied zwischen den verschiedenen Porositaten gezeigt haben, ist bei dem Os-
teokalzin Test ein Unterschied in der Differenzierung festgestellt worden. Die Osteoblasten
wiesen eine hohere Expression auf den grobporigen Proben und dem 1% Al auf. Bei den
HUCPV-Zellen ist es anders. Bei beiden Testverfahren ist in der Expression der HUCPV-
Zellen auf den verschiedenen Proben kein Unterschied festgestellt worden.

Parallelfarbung

Ein weiterer Differenzierungstest ist die Parallelfarbung der Osteoblasten und der HUCPV-
Zellen. Der Farbung wurde nach der 2. Woche, 3. Woche und 4. Woche durchgefihrt. Die
Parallelfarbung besteht aus der DAPI-, Osteokalzin- und Osteopontinfarbung.

In dieser Diplomarbeit wurde das Ergebnis der Parallelfarbung von der 4. Differenzierungs-
woche eingebracht, da zwischen den anderen beiden Differenzierungswochen (2. und 3.
Woche) kein Unterschied in der Differenzierung festgestellt worden ist. Wenn das Ergebnis
der Bilder von den Osteoblasten auf der Probe < 45 um (Abb. 10a) und die der HUCPV-
Zellen auf der Probe 1% Al (Abb. 11e) betrachtet wird, wird sehr gut erkennbar, dass nur an
den Stellen wo ein Zellkern zu finden ist, auch Osteopontin gebildet wurde. An Stellen, die
frei von Zellen sind, ist auch keine Fluoreszenz zu beobachten. Die Osteoblasten haben auf
allen Proben Osteopontin und Osteokalzin gebildet (Abb. 10 und 11). Allerdings wird nicht
erkennbar, dass die Osteoblasten auf den groberen Proben mehr Osteokalzin gebildet ha-
ben. Auch bei den HUCPV-Zellen zeigen die Bilder, dass Osteopontin und Osteokalzin auf
allen Proben gebildet worden sind (Abb. 11). Der Vergleich zu den Osteoblasten zeigt, dass
mehr HUCPV Zellen als Osteoblasten differenziert sind, da die Osteokalzinfarbung ausge-
pragter zu erkennen ist. Durch die Osteopontinfarbung werden die Poren der Proben deutlich
erkennbar. Dies ermdglicht, Zellen einzuordnen ob sie in den Poren adhériert sind. Auf der
Probe 125-180 um (Abb. 11d) ist zu erkennen, dass einige Zellen in die Pore oder uber die
Pore adhériert sind, was man durch die Zellkern Farbung erkennt. Auf der Probe Mischung
(Abb. 11c) hat sich eine Schicht Uber die Probe gebildet. Das kdnnte ein Anzeichen daflr
sein, das sich Knochenmatrix gebildet hat die sich Uber die Pore ausbreitet. Es gibt den An-
schein, dass sie die Pore verschliel3t. Um genaueres dariiber sagen zu kdnnen ob sich Kno-
chenmatrix gebildet hat missten weitere Test unternommen werden. Die Bilder bestétigen,
dass sich auf allen Proben Osteokalzin gebildet hat, wie es auch mittels Osteokalzin Elise
ermittelt worden ist.

Quantitative Real Time-PCR

Die Real Time PCR bietet eine weitere Moéglichkeit zum Nachweis von verschiedenen Kno-
chenmarkern auf Genebene, die bei der Differenzierung gebildet worden sind. Der Vorteil
dieser Methode besteht darin, dass die Menge der produzierten Substanzen ermittelt werden
kann. Aufgrund des Umfangs konnten fir diesen Versuch nur die Osteoblasten untersucht
werden. FUr diesen Versuch wurden die Proben nach der Differenzierungswoche 2, 3 und 4
untersucht. Die verschieden Marker sollen eine Aussage Uber die Aktivitat des Knochen-
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stoffwechsels liefern. Dazu wurden als Marker des Knochenaufbaus Alkalische Phosphata-
se, Osteokalzin, Osteopontin und BSP verwendet. Fir die Knochenmatrix-Synthese gelten
als wichtiger Marker fir Osteoblasten das coll. Ein Drittel der Matrix besteht aus organi-
schen Substanzen die zu 90% aus Typ 1 Kollagen gebildet wird [16]. Cbfal ist ein essentiel-
ler Transkriptionsfaktor fur die Osteoblasten-Differentiation [8]. Fir die Knochenresorption ist
RANKL und sein Gegenspieler OPG zusténdig [71]. Osteoblasten die ausgereift sind werden
durch die Bildung von Knochenmatrixproteinen wie coll, OP, OC und ALP gekennzeichnet
[77].

Wenn man die Ergebnisse betrachtet, hat auf allen Proben an allen Differenzierungswochen
eine Expression bei den verschiedenen Genen stattgefunden. Bei den Markern ALP, Cbfal
und OPG ist ein Trend zu erkennen wobei die Osteoblasten eine starkere Expression auf
den groberen Proben haben. Die Marker coll und RANKL haben eine starkere Expression
auf den niedriger Porésen Proben. In der 4. Woche nimmt die Expression bei allem Markern
ab im Vergleich zu den anderen Differenzierungswochen. Wenn es zu einem abnehmende
Wachstum der Zellen kommt beginnt die Matrixsynthese, die von der Mineralisierung gefolgt
wird. Spater kommt es z.T. zu einer Abnahme der Expression, wahrend es dann in der Mine-
ralisierungsphase zu vermehrter gen Expression gefolgt wird [67].
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6 Zusammenfassung

Schéatzungsweise leiden ca. 1% der Bevdlkerung in den Westlichen Landern z. B. an Ge-
lenkschaden. Es werden ca. 500 000 Huftimplantate weltweit implantiert, wobei die Implanta-
te eine Lebensdauer von ca. 10 Jahren besitzen. Danach missen die Implantate meist aus-
getauscht werden weil es zu einer Lockerung des Implantates mit dem Knochen fihrt. Die
Forscher versuchen ein Material herzustellen der die Eigenschaften des Knochens nach
ahmt. Eine Mdglichkeit konnte das annahern des E-Moduls bringen. Um das Verwachsen
der Knochenzellen mit dem Implantat gewéhrleisten zu kdnnen wéare eine Pordse Struktur
von Vorteil. Ti-6Al-4V wird aufgrund seiner Biowerkstofflichen Eigenschaften bereits als Im-
plantat eingesetzt.

Das Ziel dieser Arbeit war es poroses Ti-6Al-4V auf Biovertraglichkeit zu testen. Dazu wur-
den Proben mit verschiedenen Porositaten (< 45 pym, 45-63 um, Mischung, 125-180 um und
1% Al) mittels MIM-Verfahren hergestellt. Die Porositat und Porengrd3enverteilung dieser
Proben wurden im mechanischen Teil dieser Arbeit analysiert. Der Biologische Teil dieser
Arbeit beinhaltet die Analysierung der Osteoblasten und HUCPV-Zellen. Dazu wurden ver-
schiedene Test zur Adhasion, Proliferation und der Differenzierung der Zellen durchgefihrt.
Die Adhasion und Proliferation wurden mittels MTT-Test untersucht. Es wurde zusatzlich das
Adhé&sionsverhalten der Zellen untersucht, dadurch wurden die Zellkerne mittels DAPI-
Lésung eingefarbt und analysiert. Die Differenzierung der Zellen erfolgte durch den ALP-
Test, Osteokalzin- Elisa Test und durch eine Parallelfarbung durch FITC und Osteopontin.
Weiterhin wurden die Expression fur verschieden Differenzierungsmarker (ALP, OC, OPN,
OPG, RANKL, coll und cbfal) durch die RT-PCR untersucht.

In der Literatur wurde beschrieben, dass eine Porositat von 20-40% und Porengréf3en im Be-
reich 75-350 um vorhanden sein muss, um ein Einwachsen von Knochen gewahrleisten zu
kénnen. Diese Voraussetzung konnten bei den Proben Mischung und 125-180 um angenéa-
hert bzw. erreicht werden. Bei der Untersuchung der Adhasion und Proliferation zeigten die
Osteoblasten wie die HUCPV-Zellen auf allen Proben metabolische Aktivitaten. Bei den Os-
teoblasten ist kein Einfluss auf die verschiedenen Proben festgestellt worden. Allerdings ist
eine Steigerung der metabolischen Aktivitat bei den HUCPV-Zellen auf den grob Porigen
Proben ermittelt worden. Bei beiden Zelllinien ist bei der Untersuchung der Adh&sion eine
geringere Viabilitat auf der Probe 1% Al ermittelt worden. Der Differenzierungstest zur Unter-
suchung der ALP-Synthese hat gezeigt das beide Zelllinien auf allen Proben ALP produziert
haben. Dabei ist weder bei den Osteoblasten noch bei den HUCPV-Zellen auf den verschie-
denen Proben ein Unterschied bei der ALP-Produktion festgestellt worden. Osteoblasten und
HUCPV-Zellen zeigten auf allen Proben eine hohe Osteokalzin-Produktion. Eine Steigerung
der Osteokalzin-Synthese ist auf den groben Proben wie bei den 1% Al bei den Osteoblasten
gemessen worden. Dies ist auch bei den HUCPV-Zellen zumindest in der 2 und 3 Differen-
zierungswoche zu beobachten. Bei der Genexpression Untersuchung mittels RT-PCR wur-
den aus zeitlichen Griinden nur die Osteoblasten getestet. Auf allen Proben wurde bei allen
Differenzierungsmarker eine Expression gemessen, die in der 4. Woche abnahm.
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Ziel dieser Diplomarbeit war es ein Material herzustellen der die idealen Eigenschaften des
Knochens angenéhert werden kann. Durch die Porositat konnten die idealen Porengrof3e wie
die ideale Porositat, die fur das Einwachsen des Knochens wichtig sind durch die Proben Mi-
schung und 125-180 um erzielt werden. Auch die Biologischen Versuche fur Osteoblasten
und HUCPV-Zellen haben keine toxischen Auswirkungen der Porositat auf die Zellen ge-
zeigt. Auf allen Proben wurden Expressionen fir die Differenzierung gemessen. Meine Er-
gebnisse zeigen, dass die verschiedenen Pordsen Proben als Implantat durchaus geeignet
sind, um das Einwachsen von Zellen zu ermdglichen.
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Verwendete Materialien

Probenherstellung:

Material und Chemikalien

Ausstanzwerkzeug Drop forged 8 von Turnus Made in Germany

Demotec 30 Demotec Siegfried Demel, Nidderau, D

Lupolen V V2920K, Elenac

Paraffinwachse Merck KGaA, Darmstadt, D

Pulver < 45 um TLS Technik GmbH & Co. Spezialpulver KG,
Bitterfeld, D

Pulver 45-63 um TLS Technik GmbH & Co. Spezialpulver KG,
Bitterfeld, D

Pulver 125-180 um Helmholtz-Zentrum Geesthacht, D

Stearinsaure Merck KGaA, Darmstadt, D

Laborgerate und Messinstrument

Adobe Photoshop Adobe Systems GmbH

AnalySIS Programm AnalySIS Pro imaging software, Hersteller Olympus
Chemischer Entbinder LOMI Typ: LRA-50/EBA-50
Entbinderungs-Sinterofen XVAC  Xerion Ofentechnik GmbH

Glovebox-Waage AND GF-3000

Glovebox m Braun, UNILab PLC Control Panel
Lichtmikroskop Metalographie Leica MZ 95

Messschieber Mahr Typ:16EX

Rasterelektronenmikroskop DSM962, Zeiss

Schaufelkneter Femix Schaufelkneter Typ KMO0.5

Schleifmaschine Tegrapol-35, Struers

Sinterofen Xerion

Spritzmaschine MTT-100KSA, MCP-Injection Moulding HEK-GmbH

Biochemischer Teil:

Material

Einwegpipetten TPP, Trasadingen, Ch
Eppendorf Multipipette Eppendorf AG, Hamburg, D
Eppendorfpipette Eppendorf AG, Hamburg, D

Gefilterte Pipettenspitzen Sorensen
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Kryo-Tube

Klvette
Pasteurpipette
PCR-Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Polypropylenréhrchen
QlAshredder™
RNeasy Mini kit
Tubes
Zellkulturflaschen

12 Well Platten

24 Well Platten

96 Well Platten

Chemikalien, Losungen, Kits

Agarose

ALP-Kit (DALP 250)
B-Glycerolphosphat
Bovine Serum Albumin
Bromphenol blau
Chloroform

DAPI

ddH,O

Dexamethason
DMEM®

DMSO

dNTP

Epitope specific rabbit
Osteopontin

Ethanol

FITC

FKS

FKS fur Stammzellen
GelRed

Goat anti-mouse IgG FITC
Goat anti rabbit IgG Texas
HCI

Hellmanex™

HUCPV

L-Ascorbinsaure 2 Phosphat

MEM Alpha Medium
Methanol

Sarstedt

Eppendorf AG, Hamburg, D
Resch wird von TH Geyer geliefert
peqGOLD SafeGuard™Filter Tips von peglab
Eppendorf AG, Hamburg, D
Greiner bio-one

Qiagen

Qiagen

Eppendorf AG, Hamburg, D

Nunc, Roskilde, DK

Greiner, Ndrtingen, D

Greiner, Nartingen, D

Greiner, Ndrtingen, D

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
QuaniChrom™, BioAssay Kit, CA, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Millipore GmbH

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Invitrogen™, Grand Island, N.Y., USA
Fluka

Qiagen

Dianova GmbH

Merck KGaA, Darmstadt, D

Dianova GmbH

PAA

Stemcell

Biotrend

Dianova GmbH

Dianova GmbH

Merck KGaA, Darmstadt, D

Hellma GmbH & Co. KG, Muhlheim, D
Diakoniekrankenhaus Elim, Hamburg

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Invitrogen

Merck KGaA, Darmstadt, D
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Monoclonal anti-Osteocalcinc-
lone OC1(host: Mouse IgG1)

MTT

NaCl

Na,EDTA

OB

Oligo-dT primer
Omniscript® RT Kit
Osteokalzin-ELISA Kit
P/S

RNase inhibitor
random primer
RNeasy Mini Kit
Saccharose

SDS

Tris HCL

Triton-X100
Trypsin-EDTA (0,05 %)
Tween 20
Zellcounterflissigkeit
0,5 % Triton

10,25 Dihydroxyvitamin D3

14,3 M B-ME
37 % Formalin

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)
-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid

Laborgerate und Messinstrument

Abzugshaube
Analysewaage
Autoklaven
Brutschrank
Elektophorese Tank
Fluoreszenz Mikroskop
Isopropanolbox

Kalibrator
Kryobehalter
Lichtmikroskop
Mikroliterpipetten
Mikrozentrifuge
Millipore Milli-Q

Dianova GmbH

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

Bernd Kaft GmbH

Schon Klinik Hamburg Eilbek

Qiagen

Qiagen

eBioscience

InvitrogenTM

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Merck KGaA, Darmstadt, D

Fluka

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Gibco, invitrogen, NY, USA

Merck KGaA, Darmstadt, D
Beckmann Coulter

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Fluka

Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D

Hohenloher

Scaltek Instruments GmbH, Géttingen, D
GOssner GVA 4.6

Thermo Scientific BBD 6220, Heraeus Instruments
Scie-Plas HU10 Mini Plus

Nikon Eclipse Ti

Nalgene Cryo 1 °C Freezing Container Cat.-
No0.5100-0001

BioAssay Systems

MVE Inc. Bloomington, USA

Axiovert 25, Carl Zeiss AG, Zeiss AG, Jena, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Eppendorf Zentrifuge 5415C

biocel



Anhang 53
RT-PCR realtime: BioRad CFX96;
RT Eppendorf Mastercycler personal

Schittelgerat fur Mikrotiterplatten
Sicherheitswerkbank KI.2
Spektrophotometer

SsoFast EvaGreen Supermix
Trockenschrank
Ultraschallbad
UV-Transilluminator
Vakuumpumpe

Vortex schuttelgerat

Waage
Wasseraufbereitungssystem
Wasserbad

Zellzahler

Zentrifuge

Eppendorf Thermomixer comfort

Heraeus instruments GmbH, Osterode, D
Sunrise, Tecan Trading AG, CH

BioRad

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, D
Bandelin Sonorex RK 100H, Morfelden-W., D
Fisher Bioblock Scientific ECX-20-M

KNF Neuberger N145.1.2 AN.18

Scientific Industries Vortex-Genie 2
sartorius (LA230S)

Millipore GmbH

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, D
Particle count & analyzer Z2, Coulter™
Laborfuge 400R, Heraeus instruments, D
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Verwendete Losungen

Herstellung von PBS

Um 1 Liter 1 x PBS herstellen zu kénnen werden 8.00 g NaCL, 0.2 g KCl, 1.78 g Na,HPO, +
2 H,0O und 0.24 g KH,PO, in 800 mL ddH,O geldst und auf einen pH Wert 7.4 entweder mit
HCI oder NaOH eingestellt. AnschlieBend wird destilliertes Wasser bis zur Grenze 1 Liter
hinzugegeben und in dem Autoklaven fir 20 Minuten bei 121 °C und 2 bar sterilisiert.

Herstellung von MTT-L6sung
Es wird 250 mg MTT in 50 mL PBS gel6st.

Herstellung von SDS-Lysis-Puffer
Es wird 50 g SDS in 500 mL HCL (0,01 M) gelost.

Dexamethason (100 nM)
Es wird 0,392 mg in 10 mL aqua destilliertem Wasser geldst

L-Ascorbinsaure 2-Phosphat (5 mM)
Es wird 1,281 g in 10 mL aqua destilliertem Wasser geldst

B-Glycerolphosphat (10 mM)
Es wird 2,16 g in 10 mL aqua destilliertem Wasser gel6st

1a,25-Dihydroxyvitamin D3(10® M)
Es wird 0,417 mg in 10 mL Isopropanol geldst

ALP Stocklésung:

Assay Buffer: 200 pL * (150/207) * X

Mg Acetate: 5 uL * (150/207) * X

pNPP: 2 pL * (150/207) * X

Das X steht fiir die Anzahl der Proben die untersucht werden sollen.

TBS-L6sung
20 mM Tris/HCI pH 7.6, 137 mM NaCl und 0.1 % Tween 20 bendotigt.

6X Loading Buffer (DNA-RNA)
Es wird 40 % Saccharose [w/v] + 0.25 % Bromphenol blau [w/v] in ddH,O gelst.

10X TAE
Es wird 48.4 g Tris in 500 mL dH,O geldst. 100 mL 0.1 M Na,EDTA (pH8) und 11.42 mL Ei-

sessig werden hinzu gegeben. Das Volumen muss jetzt auf 1 Liter mit dH,O justiert werden.

Blockierungslésung
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1 % Triton-X und 2 % Bovine Serum Albumin (BSA) werden in PBS gelb6st.

Extraktionslésung
0,5 % Triton-X in PBS gelost.



