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1 Einleitung

Neben den grundlegenden strukturellen und funktionellen Eigenschaften (=Bulk
Properties) von Implantaten ist besonders deren Oberflachenbeschaffenheit
entscheidend flr die weitere Interaktion mit dem Korper. Durch gezielte Modifikation
der Oberflache kann demnach die Wechselwirkung zwischen Implantatmaterial und
biologischem System beeinflusst und deren Kompatibilitat optimiert werden. Dies wird
als Surface Engineering bezeichnet (Wintermantel and Ha, 2009).

Die vorliegende Arbeit untersucht anhand von Versuchen in Zellkulturen die
Verdnderung der Biokompatibilitdt metallischer Implantatmaterialien  durch
Oberflachenmodifikation mittels Niederdruckplasmen. Diese reaktiven Plasmen
bewirken eine Aktivierung der Implantatoberfliche mit Erhéhung der Surface Free
Energy (=SFE) und konsekutiv eine verénderte Interaktion mit Flussigkeiten, die in
biologischen Systemen, z.B. als Blut oder interstitielle Flissigkeit, den grundlegenden

Kontakt zwischen Implantat und biologischem System vermitteln (Hauser et al., 2009a).
1.1 Motivation

Insbesondere im Bereich der Orthopadie und Unfallchirurgie spielen metallische
Implantatmaterialien wie Titanlegierungen und rostfreier Stahl eine bedeutende Rolle.
Doch trotz der weiten Verbreitung stellt die eingeschréankte Biokompatibilitat dieser
Materialien weiterhin ein Problem dar (Shard and Tomlins, 2007). Bei wenigstens
ausreichender Strukturkompatibilitat, insbesondere bei den Werkstoffen auf Titanbasis,
ist vornehmlich die gezielte Verédnderung der Implantatoberflache zur Steigerung der
Oberflachenkompatibilitat in den Fokus der Medizintechnik geruickt (Roach et al,
2007). Dabei wurde eine grofRe Vielzahl unterschiedlicher physikalischer und
chemischer Verfahren entwickelt, die allein oder in Kombination genutzt werden
kdnnen, um die Materialoberflache zu optimieren. Abgesehen von den vergleichsweise
einfachen Verfahren, wie z.B. der gezielten, mechanischen Strukturierung der
Oberflache, handelt es sich dabei h&ufig um sehr invasive Methoden. Durch diese
aggressiven Verfahren kann einerseits das Kernmaterial alteriert werden, z.B. durch

thermische oder mechanische Nebeneffekte, andererseits kann aber auch das



biologische System als potentieller Empfanger des Implantatmaterials Schaden nehmen,
beispielsweise durch prozessbedingt entstehende toxische Beiprodukte (Wagner, 1992).
Ein relativ neues und schonendes Verfahren ist die Oberflichenmodifikation mittels
Niederdruckplasmen. Die Auswirkungen dieser Plasmabehandlung auf Adhasion und

Proliferation von Zellen sind Gegenstand dieser Arbeit.

1.2 Implantate und Biokompatibilitat

Implantate sind Fremdkorper, die zur Verrichtung eines medizinischen Zwecks in den
Korper des Patienten eingebracht werden (Wintermantel and Ha, 1998). Derzeit werden

hauptsachlich vier Gruppen von Implantatmaterialien verwendet (Jennissen, 2000):

Metalle
Keramiken
Polymere

Biomolekulare Werkstoffe.

Neben den spezifischen, dem medizinischen Zweck Rechnung tragenden, strukturellen
und funktionellen Eigenschaften, die zu erfillen sind, ist die Vertraglichkeit mit dem
Korper eine zentrale Anforderung an Implantate. Diese Vertréglichkeit zwischen
technischem und biologischem System wird als Biokompatibilitdt bezeichnet
(Wintermantel and Ha, 2009).

Im Falle der Knochenimplantate als einem wesentlichen Anwendungsgebiet fur
Implantatmaterial unterscheidet man dabei folgende Grade der Biokompatibilitat
(Schenk, 1986):

Inkompatibel: Freisetzung von Substanzen in toxischen Konzentrationen oder
von Antigenen, die Immunreaktionen hervorrufen und zu
Allergien,  Fremdkdrperreaktionen,  Entziindungsreaktionen,
Nekrosen oder mdglichen AbstoBungsreaktionen fuihren kénnen.

Biokompatibel: Freisetzung von Substanzen in nicht toxischen Konzentrationen,
die zu Einkapselung in Bindegewebe oder schwachen
Fremdkdrperreaktionen fiihren kdnnen.

Bioinert: keine Freisetzung toxischer Substanzen.
9



Bioaktiv: positive Interaktion mit Gewebedifferenzierung und als Folge
davon Bindung oder Adh&sion von Knochen entlang der
Grenzflache zwischen Implantat und Empfangergewebe.

Konduktiv: Werkstoff dient als Geriist fir Knochenablagerung, aber nur in
osteogener Umgebung.

Induktiv: Induktion von heterotoper Knochenbildung.

Dabei bestimmen einerseits die Bulk Properties eines Implantats (strukturelle
Kompatibilitat), zum anderen die Implantatoberflache (Oberflachenkompatibilitat) die
Interaktion mit dem Gewebe. Der Modifikation der Bulk Properties sind jedoch im
Rahmen der zu erfulllenden Funktion des Fremdmaterials Grenzen gesetzt, so dass das
Surface Engineering, die selektive Gestaltung der Implantatoberflache, idealerweise
ohne Alteration der Kernmasse, ein wichtiges Gebiet innerhalb der Medizintechnik
darstellt (Roach et al, 2007).
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Abb. 1: Kolonisation einer Fremdoberflache (Titan) in Kdrperflussigkeit.

la (oben links): Kontakt mit Wasser; 1b (oben rechts): Kontakt mit Mineralien; 1c
(unten links): Kontakt mit Biomolekiilen; 1d (unten rechts): Kontakt mit Zellen.

Aus Brunette et al., 2001.

Wird ein Implantat in den Kdorper eingebracht, erfolgt der entscheidende Kontakt mit
den korpereigenen Flussigkeiten (Baier and Dutton, 1969). Die Interaktion zwischen
Implantat und Korperflussigkeit ist dabei aulRerordentlich komplex. Zunéchst spielt das
Wasser selbst als Hauptbestandteil der Korperflissigkeiten eine entscheidende Rolle.

10



Abhéngig von den physikochemischen Eigenschaften der Implantatoberflache, letztlich
fassbar als Hydrophilie, wird die innere Ordnung der Wassermolekile unterschiedlich
stark gestort, dadurch wird die Adsorption weiterer Bestandteile der Flissigkeit dirigiert
(Abb. 1a). Bei der nachfolgenden Wechselwirkung mit den im Wasser geldsten
Mineralien sind, besonders bei Knochenimplantaten, die gel6sten Kalzium- und
Phosphat-lonen als Bestandteil der Knochenmatrix entscheidend. Hier kommt es
abhangig von der Oberflache zu unterschiedlich starker Ablagerung auf dem Material
(Abb. 1b). Letztlich bestimmen dann die in der Korperflussigkeit gelsten bzw.
suspendierten Biomolekiile das weitere Schicksal des Implantats (Abb. 1c), der
Proteinadsorption kommt hierbei eine Schlusselrolle zu (Brunette et al., 2001).

Je nach Design der Oberflache kommt es zu unterschiedlich ausgepréagter Ablagerung
von Proteinen auf der Implantatoberfliche. Dabei sind nicht nur quantitative
Unterschiede entscheidend, sondern auch qualitative (Scotchford et al., 2002). Einige
Oberflachen begunstigen die Adsorption von Proteinen, wie z.B. dem Albumin, das die
folgende zellulare Adhasion blockieren kann (Haynes and Norde, 1994), andere kdnnen
wichtige Ankermolekiile fur die zellulare Kontaktaufnahme, wie z.B. Fibronektin oder
Vitronektin, binden und sind der Kolonisation durch Zellen somit forderlich
(Underwood and Bennett, 1989). Auch erfahren Proteine im Rahmen der Adsorption an
Fremdoberflachen unterschiedlich starke Konformationsanderungen (Feng and
Andrade, 1993). Eine ausgepréagte Denaturation der Proteine kann dabei als ungunstig
flr die weitere Interaktion mit dem Kdérper angesehen werden, da denaturierte Proteine
korperverfremdet sind und Entzindungsreaktionen initiieren konnen (Riede et al.,
2004). Wenig denaturierte Proteine sind hingegen wichtige Ansatzpunkte fir die
zellulére Kontaktaufnahme (Abb. 1d) mit dem Implantat, welche in der Kaskade von

Reaktionen somit relativ weit am Ende steht.

1.3 Metallische Implantatmaterialien

Metalle gehdren zu den ersten Materialien, die zu medizinischen Zwecken in den
menschlichen Korper eingebracht wurden (Hench and Ethridge, 1982). Die
Hauptanwendungsgebiete liegen heute im Bereich von Orthopadie und Unfallchirurgie,
einerseits beim Gelenkersatz, z.B. fur Huft- und Knieprothesen, andererseits als
Fixationselemente bei der Frakturstabilisierung. Dabei werden folgende Anforderungen
an metallische Implantatmaterialien gestellt (Wintermantel and Ha, 2009):

11



Mechanische Festigkeit: Gewadhrleistung einer dauerhaften  Kraftiibertragung
zwischen Implantat und Kdrpergewebe.

Korrosionsbestandigkeit: ~ Vermeidung der korrosiven Implantatschéddigung durch
elektrochemisch stabile Werkstoffe.

Biokompatibilitat: keine Schéadigung des Gewebes durch den Werkstoff.

Aufgrund dieser Anforderungen werden in der Medizintechnik hauptsachlich rostfreie
Stahle sowie Titan und seine Legierungen eingesetzt, Probekorper aus diesen
Materialien werden auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Zudem sind
verschiedene Kobaltlegierungen weit verbreitet, hier gibt es jedoch groRe

Uberschneidungen mit den rostfreien Stahlen.

1.3.1 Titan und Titanlegierungen

Titan ist aufgrund seiner mechanischen Eigenschaften, der geringen Dichte von
4,5g/cmd und einer vergleichsweise guten Biokompatibilitdt ein hdufig verwendeter
Implantatwerkstoff (Bronzino, 2006). Fir medizinische Anwendungen haben sich,
neben reinem Titan (commercially pure = cp) mit geringerer Festigkeit, die Legierungen
Ti6Al4V und Ti6AI7Nb als besonders geeignet erwiesen. Diesen sind, gemal dem
systematischen Namen, 6% Aluminium und 4% Vanadium, respektive 6% Aluminium

und 7% Niob zulegiert.

Eigenschaften

Reines Titan und Titanlegierungen Uberziehen sich an der Luft oder in wassriger
Umgebung mit einer passivierenden Oxidschicht aus TiO, die fur die hohe
Korrosionsresistenz verantwortlich ist. Die Dicke dieser Schicht betrdgt etwa 3,2nm
beim reinen Titan, bei Ti6AI4V ist sie mit etwa 8,3nm noch breiter (Keller et al., 1994).
Damit sich diese Schicht fehlerfrei ausbilden kann, muss bei der Herstellung des
Materials darauf geachtet werden, dass es nicht zu Verunreinigungen, z.B. mit
Eisenatomen, kommt (Balazic and Kopac, 2007).

Bei den mechanischen Eigenschaften zeichnen sich Titan und seine Legierungen durch
eine hohe Elastizitdt aus. Das E-Modul von Titan ist etwa halb so hoch wie bei
rostfreien Stdhlen, die daraus resultierende geringere Steifigkeit ist fur die optimale
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Anpassung des Implantats an die elastischen Eigenschaften des Knochens von hoher
Bedeutung. Es resultiert ein geringerer Stress-Shielding-Effekt, d.h. der Knochen wird
zwar stabilisiert, aber nicht vollstandig von der fur das Wachstum erforderlichen
Belastung abgeschirmt (Head and Emerson, 1995). Gleichzeitig ist die Dauerfestigkeit
von Titanlegierungen etwa doppelt so hoch wie bei rostfreien Stahlen.

Titanlegierungen mit Vanadium und solche mit Niob sind von den physikalischen
Eigenschaften vergleichbar. Durch die ldee, Vanadiumlegierungen auf Grund von
toxikologischen Befurchtungen zu verlassen, riickte Legierungen mit Niob in den Fokus
(Balazic and Kopac, 2007).

Klinische Anwendungen und Biokompatibilitat

Die mechanischen Eigenschaften von Titanlegierungen kommen denen des Knochens
relativ nah. Daraus resultiert eine gute strukturelle Biokompatibilitat fiir einen Einsatz
im Bereich des Stutzgewebes. Somit erklart sich das breite Anwendungsspektrum von
Titanlegierungen insbesondere im Bereich der Orthopadie und Unfallchirurgie, aber
auch dartber hinaus, z.B. bei Dentalimplantaten in der Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie
(Fandridis and Papadopoulos, 2008). Osteosynthesematerialien aus Titan, wie
Schrauben, Né&gel und Platten in verschiedenen Bauformen, zeigen bei guter Stabilitét
einen in Bezug auf das Stress Shielding glnstigen biologischen Effekt (Head and
Emerson, 1995). Bei der Anwendung im Bereich der Endoprothetik kommt als weitere
Anforderung an Implantmaterial hinzu, gunstige tribologische Gleitpaarungen eingehen
zu konnen, so dass Materialabrieb minimiert wird und die beteiligten Komponenten
mdoglichst lange funktionsfahig bleiben. Allerdings konnen hier durch eine modulare
Bauweise der Endoprothesen Schwierigkeiten mit einzelnen Implantatmaterialien gut
umgangen werden. So bestehen beispielsweise bei vielen Hiftgelenksendoprothesen
lediglich der femorale Schaft und das kiinstliche Acetabulum aus einer Titanlegierung,
dazwischen bilden Kunststoffe und Keramik eine Gleitpaarung und bewerkstelligen die
Artikulation (Liu et al., 2004).

Abseits vom Einsatz am Knochen werden auch in anderen Bereichen die Bulk
Properties von Titan geschatzt. Im Bereich kinstlicher Herzklappen bewdltigt es hohe
mechanische Anforderungen (Bloomfield, 2002), ebenso bei endovaskuléren Stents. Bei
letzterer Anwendung ist zudem, wie in anderen Bereichen der interventionellen

Medizin, z.B. bei Coils, die mechanische Verformbarkeit des Implantats durch

13



Rickstellkrafte wesentlich (Sigler et al., 2000). Ferner gelten Titan und seine
Legierungen als uneingeschrankt NMR-tauglich.

Kritisch ist jedoch in allen vorgenannten Bereichen die Oberflachenkompatibilitdt des
Werkstoffs. Die genannten Herzklappen werden beispielsweise mit Teflon oder Carbon
beschichtet, um die Hamokompatibilitdt zu verbessern (Bloomfield, 2002). Auch im
Bereich von Orthopadie und Unfallchirurgie sucht man Mdglichkeiten die Bindung
zwischen Implantat und Knochen zu verbessern. So kommt beispielsweise zur
Verankerung von Endoprothesen Knochenzement, chemisch meist aus PMMA
(Polymethylmethacrylat), zum Einsatz. Das Verfahren des zementierten Gelenkersatzes
hat jedoch auch Nachteile und die Entscheidung dafiir oder dagegen muss stets unter
Berlcksichtigung individueller Patientenfaktoren getroffen werden.

Andere Ansatzpunkte zur Verbesserung des Kontaktes zwischen Implantat und
Knochen konzentrieren sich auf die Optimierung der Implantatoberflache. So kann eine
Strukturierung der Oberflache auf unterschiedlichen Niveaus die Adsorption von
Osteoblasten und subzelluldren Bestandteilen der Knochenmatrix begunstigen und
somit die ossédre Integration verbessern (Boyan et al., 1999). Auch die Beschichtung
stellt eine Mdglichkeit zur selektiven Oberflachenmodifikation dar. So dient Tantal zur
Optimierung des Knochenkontaktes und mindert die Korrosion (Balla et al., 2010).
Ansonsten werden bevorzugt biodegradierbare Substrate genutzt, entweder
korperfremde, wie z.B. das PDLLA (Gollwitzer et al., 2005), oder korpereigene. Bei
letzteren spielt die Beschichtung der Oberflache mit mineralischen, z.B. Hydroxylapatit
(Gradinger, 2006), oder biogenen, z.B. Kollagen (Le Guillon-Bufello et al., 2008),
Bestandteilen der Knochenmatrix eine zentrale Rolle. Zuletzt kam zudem die
Funktionalisierung der Materialoberflachen durch Beschichtung mit Proteinen wie den
osteoinduktiven BMPs (Avila et al., 2009) oder aber mit synthetischen Pharmaka, z.B.
mit Antibiotika und Antiseptika, auf (Kélicke et al., 2006).

Die Titanoberflache gilt aufgrund der Oxidschicht als inert, das Material zeigt sich im
hohen Male korrosionsresistent, so dass auch die Freisetzung toxischer Substanzen
minimal ist (Liu et al., 2004).

1.3.2 Rostfreier Stahl

Stahl mit mindestens 10,5% Chrom und weniger als 1,5% Kohlenstoff kann als rostfrei

bezeichnet werden. In der Medizintechnik werden vorwiegend hochlegierte Stadhle mit
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17-20% Chrom, 12-15% Nickel und 2-4% Molybdén verwendet, z.B. X2CrNiMo018-15-
3. Durch einen maximalen Kohlenstoffgehalt von 0,03% wird hierbei eine hohe
Bestandigkeit gegen interkristalline  Spannungskorrosion  gewahrleistet.  Im
geschmiedeten Zustand besitzen diese Legierungen eine rein austenitische
Kristallstruktur (Semlitsch and Willert, 1981).

Eigenschaften

Eine dunne Passivschicht (1-5nm) auf der Werkstoffoberflache von Chrom-Nickel-
Stéhlen, an dessen Ausbildung das Chrom maBgeblich beteiligt ist, wirkt der
allgemeinen Korrosion entgegen. Diese Schicht kann sich bei Zerstérung spontan
regenerieren, durch hohe Chloridkonzentrationen wird die Neubildung allerdings
behindert (Schumann, 2004).

Bei den mechanischen Eigenschaften zeichnet sich austenitischer Stahl durch eine hohe
Festigkeit aus. Sowohl die Bruchdehnung, die Zugfestigkeit als auch die Dauerfestigkeit

sind vergleichsweise hoch (Gumpel, 2001).

Klinische Anwendungen und Biokompatibilitat

Stahl gehort zu den am langsten eingesetzten Materialen in der Medizintechnik, auch
die rostfreien Stahle im Speziellen sind bereits seit den frilhen Zwanzigerjahren des 20.
Jahrhunderts im Einsatz (Knothe et al., 2000).

Im Bereich der Orthopédie und Unfallchirurgie wird Stahl sowohl in der Endoprothetik
als auch zur Osteosynthese in verschiedensten Formen genutzt. Knochengewebe wird
dabei zwar suffizient stabilisiert, aufgrund des hohen Elastizitdtsmoduls kann es jedoch
zum Stress Shielding mit reduziertem Knochenwachstum kommen. Besonders gut
geeignet ist Stahl zur Herstellung dinner und dennoch mechanisch stabiler Dréhte, das
nutzt man fir Drahtcerclagen, z.B. im Bereich des Sternums nach Sternotomie
(Tomizawa et al., 2006), aber auch fiir Fihrungsdréhte in der interventionellen Medizin.
Letztlich bestehen chirurgische Instrumente, per definitionem Ultrakurzzeitimplantate,
vornehmlich aus Edelstahl (Niinomi, 2002).

Hinsichtlich der Gewebevertraglichkeit der Implantatoberfliche kommt es bei
Langzeitimplantaten aus rostfreiem Stahl regelhaft zur Ausbildung eines
Granulationsgewebes, insbesondere bei der Anwendung am Knochen (Breme, 1988).
Die Korrosionsbestandigkeit ist nicht einwandfrei, in der bindegewebigen

Implantatumgebung kann es zu einem Anstieg der Konzentration von Metallionen (Fe,
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Cr, Ni, Mo) kommen (Krischak et al., 2004). Dies kann sich negativ auf die
Biokompatibilitat auswirken (Arens and Hansis, 1995). Chrom und Nickel sind allergen
und werden als Ursache fur Implantatlockerungen diskutiert (Munro-Ashman and
Miller, 1976), dabei ist die Nickelallergie mit einer Sensibilisierung von 14% bei
Frauen und 2,5% bei Ménnern im Epikutantest die insgesamt haufigste Kontaktallergie
(Altmeyer, 2002). Nickelfreie rostfreie Stahle sind in der Erforschung (Niinomi, 2002),
bisher ist Nickel jedoch fur die erwinschten mechanischen Eigenschaften der
Edelstahle unverzichtbar (Bronzino, 2006).

Auch bei den rostfreien Stdhlen ist die Oberflachenmodifikation, vornehmlich durch
Strukturierung  und  Beschichtung, ein  zentrales  Forschungsgebiet  der
Biomaterialwissenschaft. Das Aufbringen von Tantal auf die Implantatoberflache soll
die Korrosionsresistenz erhthen (Rabenseifner, 1984), Coatings mit kdrperfremden
Substraten, wie dem polymeren Polylactid PDLLA (Gollwitzer et al., 2005), oder
korpereigenen Substanzen, wie z.B. dem Hydroxylapatit (Gradinger, 2006) oder dem
Kollagen (Mdller et al., 2005) sollen, wie beim Titan, die Biokompatibilitat der

Oberflachen steigern.

1.4 Niederdruckplasma

Plasma bezeichnet im physikalischen Sinne ein gasférmiges Gemisch aus positiven und
negativen Ladungstrédgern (sowie i.d.R. neutralen Komponenten), charakterisiert durch
elektrische Quasi-Neutralitit und ein durch Coulomb-Krafte gepragtes Verhalten
(Klages, 1999). Zur Erzeugung und Erhaltung von Plasmen ist die Zufuhr von Energie
notwendig, bei den kinstlich hergestellten Plasmen erfolgt dies meistens durch
elektrische Energie, die auf unterschiedliche Art, z.B. induktiv, eingekoppelt werden
kann. Es kommt zur lonisation von Gasteilchen, dabei entstehen als negative
Ladungstrager Uberwiegend freie Elektronen, als positiv geladene Komponenten
Schwerteilchen.

Die Eigenschaften eines Plasmas werden dabei wesentlich von der Teilchenanzahl pro
Volumen bestimmt, eine gangige Einteilung unterscheidet dabei Hoch-, Normal- und
Mittel- von Niederdruckplasmen. Bei letzteren liegt der Neutralgasdruck unterhalb von
Imbar. Kennzeichnend fir diese Niederdruckplasmen sind die aufgrund geringer
Teilchendichte selten auftretenden Stossprozesse, groRe freie Wegléangen sowie niedrige
lonisationsdichten. Trotz hoher Elektronenenergien, die thermodynamischen
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Temperaturen von mehreren 10000K entsprechen und in der Lage sind Atome und
Molekiile zu ionisieren bzw. dissozieren, liegt die Neutralgastemperatur wegen
ausbleibenden Stossprozessen und somit blockiertem Energietransfer nur wenig
oberhalb der Raumtemperatur. Dieses thermische Non-Equilibrium ist wesentlich fir
das Verhalten von Niederdruckplasmen (Chapman, 1980). In der Materialbearbeitung
ermoglicht es eine hochenergetische Behandlung der Oberflache von Materialien durch
die entstehenden reaktiven Partikel und die freigesetzte elektromagnetische Strahlung
bei gleichzeitiger Schonung des Kernmaterials durch ausbleibende Fortleitung der
Energie (Ratner, 1993).

Dies macht man sich auf unterschiedliche Weise zu Nutze. So koénnen
Niederdruckplasmen, wie derzeit im EU-Forschungsprojekt BIODECON untersucht
(Benedikt et al., 2008), zur Reinigung und Sterilisation genutzt werden. Dabei werden
die im Plasma entstehenden reaktiven Partikel und die emittierte Strahlung genutzt um
Mikroorganismen abzuttten (Moisan et al., 2001).

Abb. 2: Benetzung nach Oberflachenaktivierung.

Blut (rot), Serum (gelblich) und Wasser (blaulich) auf Titanprobe.
Links: Kontrolle, Rechts: nach Plasmabehandlung mit gesteigerter Benetzbarkeit.
Aus Kruger, 2009.

Als ein weiteres mogliches Anwendungsgebiet fur Niederdruckplasmen, gegebenenfalls
mit der Sterilisation kombinierbar, ist die Oberflachenaktivierung von Implantatmaterial
Gegenstand dieser Arbeit. Durch die Plasmabehandlung werden verschiedene
physikalisch-chemische Reaktionen in der Materialoberflache initiiert, deren Resultat
eine erhdhte SFE mit gesteigerter Benetzbarkeit ist (Hauser et al., 2009a). Derart
behandeltes Fremdmaterial kann nach Einbringen in den Koérper aufgrund der
aktivierten, hydrophilen und gut benetzbaren Oberflache einfacher Verbindungen mit
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dem biologischen System eingehen und sich langfristig besser integrieren. Alternativ
kann die Aktivierung der Implantatoberflache auch als Grundlage fiir eine nachfolgende
(biologische) Beschichtung genutzt werden. Verschiedenste Substrate kénnen schonend
aufgebracht werden.

Von dieser primér unspezifischen Aktivierung der Materialoberfliche mit ggf.
sekundérer Beschichtung ist das direkte Coating von Implantatmaterial mittels Plasmen
zu unterscheiden. In verschiedenen, teilweise lang etablierten Verfahren wie dem
Plasma-Spraying oder der plasmagestiitzten Chemical Vapor Deposition wird dabei das
zur Beschichtung gewéhlte Substrat durch Energiezufuhr selbst in den plasmatischen
Zustand versetzt, durch lonisation und Dissoziation radikalisiert und schliel3lich auf der
Oberflache der ins Plasma eingebrachten Materialien abgeschieden (Liu et al., 2005).
Im Vergleich zur einfachen Oberflachenaktivierung liegen die Prozesstemperaturen hier
allerdings hoher, was die Verwendbarkeit fur viele hitzesensitive Biomolekiile, wie z.B.
Bindungsproteine und Wachstumsfaktoren, bereits einschrankt. Zudem ist die
Abscheidung des Substrates schlecht kontrollierbar, die auf diese Weise erzeugten
Verkleidungen von Implantaten sind regelhaft zu dick, unregelmaRig und unflexibel
(Toth et al., 2002).
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2 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollen Veranderungen der Biokompatibilitdt metallischer
Implantatmaterialien durch Oberflachenaktivierung mit einem Niederdruckplasma
anhand von Versuchen in Zellkulturen nachgewiesen werden. Die plasmabehandelten
Materialien werden dabei in einer ersten Versuchsreihe direkt in eine Zellkultur
eingebracht. Hiermit werden die Auswirkungen einer alleinigen Oberflachenaktivierung
untersucht. In einer zweiten Versuchsreihe erfolgt zwischen der Plasmabehandlung und
dem Einbringen in eine Zellkultur die Inkubation in einer Kollagensuspension, hier wird
das Potential der Niederdruckplasmabehandlung zur Beschichtung studiert. Anhand von
Fluoreszenzmikroskopie und Fluoreszenzphotometrie sollen dabei Unterschiede
hinsichtlich Adhérenz und Viabilitat der Zellen zwischen den plasmabehandelten
Proben und den jeweiligen Kontrollgruppen dokumentiert werden. Zuséatzlich
durchgefuhrte Rasterelektronenmikroskopie (=REM)-Aufnahmen dienen den Nachweis
feinstruktureller Verénderungen der Zellen nach Kolonisation der jeweiligen

Implantate.
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3 Material und Methoden

Der Experimentalteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in zwei Versuchsreihen.

In einer ersten Versuchsreihe V1 werden plasmabehandelte Proben (p) und
unbehandelte Referenzproben (n) direkt in eine Zellkultur eingebracht.

Im Rahmen einer zweiten Versuchsreihe V2 werden plasmabehandelte Proben (p) und
unbehandelte Referenzproben (n) entweder in eine Kollagensuspension (k) oder eine
kollagenfreie Referenzlésung (x) eingelegt. Nach dieser doppelten Intervention kénnen

vier Gruppen unterschieden werden:

1. Plasmabehandelt und kollagenbeschichtet (pk)

2. Plasmabehandelt und nicht kollagenbeschichtet (px)

3. Nicht plasmabehandelt und kollagenbeschichtet (nk)

4. Nicht plasmabehandelt und nicht kollagenbeschichtet (nx).

Die derart behandelten Probekorper werden anschlieBend gleichfalls in eine Zellkultur
eingebracht.

Die verwendeten Probekdrper, die angewendete Plasmabehandlung, die Inkubation in
Zellkultur und die Methodik der Auswertung sind in den beiden Versuchsreihen V1 und
V2 identisch.

Anmerkung:
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind teilweise bereits vorab publiziert worden; dies

betrifft vornehmlich die Untersuchungen der Versuchsreihe V2:

Hauser J., Koeller M., Bensch S., Halfmann H., Awakowicz P., Steinau H.U.,
Esenwein, S.A. (2010). Plasma mediated collagen-I-coating of metal implant materials

to improve biocompatibility. J Biomed Mater Res A 94, 19-26

Bezuglich des Eigenanteils des Verfassers an der im Folgenden aufgefuhrten
Durchfiihrung der Experimente ist festzuhalten, dass dieser grundsatzlich alle
Tatigkeiten nach entsprechenden Anlernphasen selbststandig durchgefiihrt hat und

somit die Grundlagen fiir die im Weiteren vorgestellten Ergebnisse selbst gelegt hat.
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Lediglich der Betrieb des Plasmareaktors sowie die Elektronenmikroskopie sind durch
entsprechende Fachkréfte durchgefiihrt worden, hierbei ist der Verfasser jedoch stets

personlich anwesend und im Rahmen seiner Mdglichkeiten helfend tatig gewesen.

3.1 Referenzliste Arbeitsmaterialien

Im Folgenden werden die im Rahmen von Kollagenbeschichtung und
Zellkulturversuchen verwendeten Arbeitsmaterialien tabellarisch aufgefuhrt. Die
eingesetzten Implantatmaterialien sowie die fur die Plasmabehandlung erforderlichen
Materialien und Einstellungen werden gesondert in den Kapiteln 3.2

Implantatmaterialien respektive 3.3 Plasmabehandlung dargelegt.

Tab. 1: Verbrauchsmaterialien.

Eppendorf Cups Eppendorf, Hamburg

96 Mikrotiterplatten, MaxiSorp Nunc, Roskilde, Danemark
Serologische Einmalpipetten Omnilab, Minster
S-Monovetten Sarstedt, Numbrecht
15ml-Tubes (Falcon) Becton Dickinson Biosciences,

Le Pont de Claix, Frankreich

Zellkulturflaschen, 75cm? (Falcon) Becton Dickinson Biosciences,
Le Pont de Claix, Frankreich

Zellkulturplatten, 6-Well (Falcon) Becton Dickinson Biosciences,

Le Pont de Claix, Frankreich
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Tab. 2: Reagenzien fur die Kollagenbeschichtung.

Kollagen Typ | Losung, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

from rat tail

Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert ~ Waldeck GmbH, Mnster

Tab. 3: Reagenzien zur Durchfiihrung der Zellkulturversuche.

SAQS-2, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
DSMZ-Nr. ACC 243 und Zellkulturen GmbH, Braunschweig
EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fetal calf serum (FCS) Invitrogen, Karlsruhe

Gibco's PBS Invitrogen, Karlsruhe

Gibco's RPMI 1640 (mit L-Glutamin, Invitrogen, Karlsruhe

25mM HEPES und Indikator Phenolrot)

Turksche Lésung Fluka BioChemika, Steinheim

Tab. 4: Reagenzien zur Auswertung der Zellkulturversuche.

alamarBlue Serotec, Oxford, UK
Calcein-AM Calbiochem, Schwalbach
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich, Taufkirchen

22



Tab. 5: Gerételiste.

Color View Il Soft Imaging System, Miinster
Fluoreszenz-Mikroskop BX 61 Olympus, Hamburg
FLUOstar Optima BMG Labtech, Offenburg
Kathodenzerstdubungsanlage Edwards, West Sussex, UK

Edwards Sputter Coater S150 B

Rasterelektronenmikroskop LEO, Oberkochen
LEO Gemini 1530

Lichtmikroskop Olympus CK2 Olympus, Hamburg
Megafuge 1.0R Kendro-Heraeus, Hanau
Schuttler IKA KS 260 basic IKA-Werke, Staufen
Sicherheitswerkbank HeraSafe Kendro-Heraeus, Hanau

Tab.6: Software.

AnalySIS 3.2 Soft Imaging System, Miinster

Cell-P Olympus, Hamburg

Excel 2010 Microsoft, Redmond, WA, USA
LabView National Instruments, Austin, TX, USA
Photoshop 5.0 Adobe, UnterschleiBheim
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3.2 Implantatmaterialien

Bei den Versuchen kommen die zwei Titanlegierungen Ti6Al4V und Ti6AI7Nb, sowie
X2CrNiMo018-15-3 aus der Gruppe der rostfreien Stdhle zum Einsatz. Aus dem
jeweiligen Material werden runde Probekorper gefertigt mit, je nach Material, leicht
unterschiedlichem Durchmesser (Ti6Al4V: ca. 21mm, Ti6AI7Nb: ca. 22mm, Stahl: ca.
18mm) und einer Héhe von ca. 3mm (Abb. 3). Die Oberseite der Probekdorper wird
mechanisch mit einer 1000er Kornung poliert, die mittlere Rauheit Ra liegt danach bei
etwa 0,5um und unterscheidet sich innerhalb der einzelnen Gruppen nicht signifikant.
Die Fertigung der Probekorper erfolgt an der Werkstatt des Lehrstuhls fir Allgemeine

Elektrotechnik und Plasmatechnik, Ruhr-Universitat Bochum.

Abb. 3: Probekdrper Implantatmaterialien.
Von links nach rechts: Ti6AI4V, Ti6AI7Nb, X2CrNiMo18-15-3.
Aus Kruger, 2009.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden Titanlegierungen vom ELI grade
verwendet. Diese zeichnen sich durch geringere Verunreinigung als beim Standard
grade aus. Der verwendete rostfreie Stahl ist ein austenitischer Edelstahl fir
chirurgische Implantationszwecke nach ISO 5832-1, er entspricht der alten DIN 1.4441
(316-Stahl).

Die einzelnen Probekdrper werden mehrfach wiederverwertet. Nach jedem Versuch
erfolgt die Reinigung der Prifkorper entsprechend den Vorgaben fir Implantate und
chirurgische Instrumente sowie die Aufbereitung im Autoklaven der Zentralsterilisation

der BGU Bergmannsheil Bochum bei 121°C fir 20min, um so Sterilitdt und die
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Reinigung der Implantate von ggf. adhdrenten Proteinbestandteilen und anderen

Anhaftungen zu gewéhrleisten.

Tab. 7: Referenzliste Implantatmaterial.

Titanlegierung Ti6Al4V,
gem. ISO 5832-3

Titanlegierung Ti6AI7NDb,
gem. ISO 5832-11

Stahl X2CrNiMo018.15-3,
gem. 1SO 5832-1

Hanseatische Waren Handelsgesellschaft,

Bremen

Hanseatische Waren Handelsgesellschaft,

Bremen

SMH Stahl- und Metallhandel GmbH,
Stuttgart

3.3 Plasmabehandlung

Die Plasmabehandlung im Rahmen der Versuche erfolgt in einem
Niederdruckplasmareaktor, der am Lehrstuhl fir Allgemeine Elektrotechnik und
Plasmatechnik der Ruhr-Universitdt Bochum entwickelt und konstruiert wurde und
ebenda (1C1/58) betrieben wird (Abb. 4).

Nach Bestiickung des Reaktors mit den Probekdrpern wird die Plasmakammer zwischen
zylindrischem Chrom-Nickel-Stahlgehduse und den zwei Quarzglasplatten am Boden
und im Deckel zur Erzeugung der erwiinschten Prozessgasatmosphére evakuiert. Zwei
Pumpenstrange mit jeweils zwei in Reihe geschalteten Vakuumpumpen erzeugen ein
Hochvakuum mit Druckwerten von 0,01 Pa. So wird eine Verunreinigung mit Luft
minimiert und die Niederdruckatmosphare ermdéglicht. Die Prozessgase werden dann
uber auf die jeweilige Gasart kalibrierte Massenflussregler mit definierter Menge pro
Zeiteinheit eingeleitet. Neben dem Trédgergas Argon, das mit Flussraten zwischen 50
und 100sccm zugefiihrt werden kann, kdnnen zusatzlich 2-10 sccm Wasserstoff H2,
Stickstoff N2 oder Sauerstoff O2 (ber die Regler in die Prozesskammer appliziert
werden. Der erwinschte Prozessdruck wird durch Gasausleitung Uber einen weiteren

Pumpenstrang aufrechterhalten, welcher tber eine Flugelklappe mit der Plasmakammer
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verbunden ist und in einem riickgekoppelten Druckregelkreis eingebunden ist. Somit
kdnnen Gasmischung und Prozessgasdruck exakt eingestellt werden.

Abb. 4: Plasmareaktor.

Schema (links): h=20cm, d=40cm; am Boden der Plasmakammer liegt ein rechteckiger
Prufkorper; Energieeinkopplung erfolgt tiber zwei Kupferspulen.

Foto (rechts): Reaktor mit geziindetem Argonplasma; links davon der HF-Generator.
Aus Halfmann et al., 2007.

Nach Bestiickung des Reaktors mit den Probekdrpern wird die Plasmakammer zwischen
zylindrischem Chrom-Nickel-Stahlgehduse und den zwei Quarzglasplatten am Boden
und im Deckel zur Erzeugung der erwiinschten Prozessgasatmosphére evakuiert. Zwei
Pumpenstrange mit jeweils zwei in Reihe geschalteten Vakuumpumpen erzeugen ein
Hochvakuum mit Druckwerten von 0,01 Pa. So wird eine Verunreinigung mit Luft
minimiert und die Niederdruckatmosphare ermdglicht. Die Prozessgase werden dann
uber auf die jeweilige Gasart kalibrierte Massenflussregler mit definierter Menge pro
Zeiteinheit eingeleitet. Neben dem Tréagergas Argon, das mit Flussraten zwischen 50
und 100sccm zugefuhrt werden kann, kdnnen zusatzlich 2-10 sccm Wasserstoff H2,
Stickstoff N2 oder Sauerstoff O2 Uber die Regler in die Prozesskammer appliziert
werden. Der erwinschte Prozessdruck wird durch Gasausleitung Uber einen weiteren
Pumpenstrang aufrechterhalten, welcher tber eine Flugelklappe mit der Plasmakammer
verbunden ist und in einem riickgekoppelten Druckregelkreis eingebunden ist. Somit
kdénnen Gasmischung und Prozessgasdruck exakt eingestellt werden.
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Das Zinden des nunmehr etablierten Gasgemisches und die anschliefende Erhaltung
des Plasmas erfolgen beim vorliegenden DICP (=double inductively coupled plasma)-
Reaktor durch induktive Einkopplung von Energie ber zwei Kupferspulen, die
aullerhalb der Prozesskammer den Glasplatten aufsitzen. Die Bereitstellung dieser
Energie besorgt ein 13,56MHz HF-Generator, die Leistung des Generators ist im
Bereich von 1-5000 Watt frei variierbar. Dabei ist zu beachten, dass abhangig von der
Teilchendichte und damit vom Druck bestimmte Mindestenergien notwendig sind, um
ein Plasma zu zinden. Je hoher der Prozessgasdruck, desto mehr Energie muss
eingekoppelt werden. Bei erfolgreicher Ziindung des Gasgemisches imponiert fir die
Dauer der Energiezufuhr ein ausgepragtes Aufleuchten in der Prozesskammer, die Farbe
des Leuchtphédnomens ist abhangig von der eingebrachten Gasmischung.

Die Steuerung der nach Gasgemisch, Gasdruck und elektrischer Leistung vierten
entscheidenden Variablen der Plasmabehandlung, namlich der Behandlungszeit, erfolgt
uber Ein- und Ausschaltung des HF-Generators. Da sich aus technischen Griinden das
Plasma in den ersten zehn Sekunden noch nicht sicher im Steady State befindet und die
Versuchsbedingungen in diesem Fall nicht reproduzierbar sind, sollte immer eine
Behandlungszeit von mehr als zehn Sekunden angestrebt werden (Krtger, 2009).

Auf der Basis der Versuchsparameter im Rahmen des BIODECON-
Forschungsprojektes zur Sterilisation mittels Niederdruckplasmen werden letztlich

nachstehende Einstellung der Plasmaparameter gewahlt (Benedikt et al., 2008):

Tab. 8: Ubersicht der Plasmaparameter.

Gasgemisch (Fluss): Ar:H2 (100sccm:5scem)
Prozessgasdruck p: 10Pa

Plasmaleistung P: 1000W
Behandlungszeit t: 120s

Gesteuert und kontrolliert wird die Einhaltung der Behandlungsparameter (ber eine
Software auf der Basis von LabView (National Instruments, Austin, TX, USA).
Im Rahmen der Versuche geht jeder Plasmabehandlung von Probekdrpern ein

Vorgliihen des unbesetzten Reaktors von 30s voraus, um etwaige Verunreinigungen
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durch vorher durchgefuhrte Reaktorlaufe zu minimieren. Danach werden die
gereinigten, im Autoklaven aufbereiteten und steril abgepackten Probekorper der
jeweiligen Interventionsgruppe p in Gruppen von 6-8 Exemplaren unter sterilen
Kautelen auf den Boden des Reaktors gelegt, die polierte Oberseite weist dabei stets
deckenwarts. Nach Beendigung der Plasmabehandlung werden die Probekorper unter
gleichsam sterilen Kautelen dem Reaktor entnommen und in 6-Well-Plates tberfihrt.
Probekorper der jeweiligen Referenzgruppe n werden der sterilen Verpackung
entnommen und ohne Zwischenbehandlung in die 6-Wells tberfiihrt.

Alle Proben werden innerhalb von maximal 60min in die Laboratorien der Abteilung
fir Chirurgische Forschung der BGU Bergmannsheil Bochum transferiert, hier wird die
jeweilige Weiterbehandlung der Proben umgehend eingeleitet. Eine mechanische

Alteration der Probekérper, insbesondere der Oberseite, wird strikt vermieden.

3.4 Kollagenbeschichtung

Im Rahmen der Versuchsreihe V2 werden plasmabehandelte Probekérper (p) und
unbehandelte Kontroll-Proben (n) anschlielend der Kollagenbeschichtung zugeleitet.
Dazu werden die Proben unter der Sterilbank HeraSafe aus den Transport-Plates in neue
6-Well-Plates (berfuhrt. In den Wells erfolgt dann alternativ die Inkubation mit

kollagenhaltiger Lésung (k) oder mit kollagenfreier Referenz-Ldsung (x).

3.4.1 Aufbringen der Kollagenbeschichtung

Zur Herstellung der Kollagensuspension wird die Stammlésung Kollagen Typ | von
Sigma-Aldrich (etwa 4mg/ml Kollagen Typ | aus Rattenschwanz in 20mM Essigséure)
mit doppelt destilliertem Wasser 1:8 verdinnt, die Arbeitskonzentration der Kollagen-
Losung liegt somit bei etwa 0,5mg/ml. 500ul dieser Suspension werden nunmehr
vorsichtig auf die Oberseite der Proben aufpipettiert, dies entspricht 80ug/cm? Kollagen
Typ | auf der Probekdrperoberflache. Bei den plasmabehandelten Proben gelingt das
Aufbringen der Losung stets problemlos, aufgrund der eindeutig sichtbaren besseren
Benetzbarkeit verteilt sich die Kollagensuspension gleichmaRig tber die Oberflache.
Hingegen erweist sich das Aufbringen der Losung bei den nicht behandelten Proben als

muhsam. Um eine vollstdndige Beschickung der Oberflache zu erzielen muss das
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vergleichsweise hohe Volumen von 500ul gewéhlt werden, bei plasmabehandelten
Proben hatten Volumina von 100ul zur Beschickung der kompletten Oberflache
gereicht.

Es folgt die Inkubation der Proben fir 24h bei 4°C, um ein Absedimentieren des
Proteins und die Etablierung einer Bindung an die Implantatoberflache zu ermdglichen.
Nach Abpipettieren des Uberstandes werden die Proben fiir 48h bei 37°C getrocknet.
Die derart beschichteten Proben werden mehrfach mit destilliertem Wasser gespult, um
nicht-adharentes Kollagen zu eliminieren.

Die Kontrollbehandlung der Referenzgruppe besteht in einer Beschickung der
Probekorperoberflache mit 2,5mM Essigsaure in doppelt destilliertem Wasser, der
anschlieBenden Inkubationen bei 4°C und 37°C fir 24h respektive 48h und dem
mehrfachen Abspilen mit destilliertem Wasser, analog zur Interventionsgruppe.

Alle MalRnahmen werden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt, die Proben werden
danach umgehend in Zellkultur eingebracht.

3.4.2 Nachweis der Kollagenbeschichtung

Um die Etablierung einer Schicht von Kollagen Typ | durch die beschriebene Methodik
sicher nachzuweisen, werden probatorisch einige Probekdrper nach Abschluss der
vorgenannten Praparation mit Fuchsinrot angeféarbt, diese Proben werden nicht fur
Zellkulturversuche weiterverwendet. Ferner werden exemplarisch einige Probekdrper
nach 72-stlindiger Inkubation in Zellkultur eingezogen und gleichfalls einer Fuchsinrot-
Farbung unterzogen. Damit soll die Dauerhaftigkeit der Kollagenbeschichtung
dokumentiert und deren Relevanz fir die Ergebnisse der Zellkulturversuche
untermauert werden.

Zur Durchfiihrung der Farbung werden etwa 200ul einer unverdiinnten Resorcin-
Fuchsin-Losung auf die mehrfach mit destilliertem Wasser abgespulten Probekdrper
pipettiert. Nach etwa 1min wird der Uberstand dekantiert und die Proben werden
mehrfach mit destilliertem Wasser gespult, um nicht-gebundenen Farbstoff zu
entfernen.

Die Ergebnisse der Fuchsinfarbung sind dabei eindeutig und die Auswertung ist mit

bloRem Auge durchfiihrbar, es erfolgt eine photographische Dokumentation.
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Stets werden Proben aus allen vier Behandlungsgruppen pk, px, nk, nx untersucht, um
die Anféarbung der Testkorper mit grofierer Sicherheit auf das Kollagen zurtickfuhren zu

kdnnen.

3.5 Durchftihrung der Zellkulturversuche

Die Zellkulturversuche werden mit SAOS-2 durchgefiinrt (Abb. 5). Diese nicht
transformierte Zelllinie stammt aus dem Jahr 1973 und leitet sich von Zellen eines
priméren Osteosarkoms ab, an dem ein 11-jahriges kaukasisches Madchen erkrankt war
(Fogh et al., 1977). SAOS-2 sind in ihren Eigenschaften humanen Osteoblasten sehr
ahnlich (Rodan et al., 1987).

Abb. 5: SAOS-2 - Licht- und Elektronenmikroskopische Aufnahmen.
Links: Lichtmikroskopisches Bild nach Adharenz und mehrfacher Teilung der Zellen.

Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahme mit Ausbildung von Pseudopodien.

Bei der Durchfiihrung der Zellkulturversuche wird strikt auf sterile Arbeitsweise
geachtet.

3.5.1 Erhaltung der SAOS-2

SAOS-2 werden von der DSMZ in Braunschweig bezogen. Die fristgerechte
Bereitstellung der Zellen zur Anwendung in den Zellkulturversuchen erfordert eine
kontinuierliche Bebriitung und ein regelméRiges Aufteilen der Zellpopulation. Dazu
werden SAOS-2 in 75cm?2-Zellkulturflaschen mit etwa 15 ml Zellkulturmedium

30



RPMI/FCS gehalten. Dieses setzt sich aus RPMI 1640 von Invitrogen, Karlsruhe, (mit
L-Glutamin, 25mM HEPES und Indikator Phenolrot) und hitzeinaktiviertem fetalem
Kélberserum (=FCS) von Invitrogen, Karlsruhe, im Verhaltnis 9:1 zusammen. Die
Bebrutung erfolgt bei 37°C in wassergesattigter, 5%iger CO2-Atmosphére.

Abhédngig vom Ausmal} der Zellvermehrung wird die Zellpopulation nach 3-4 Tagen
aufgeteilt. Hierzu erfolgt nach Dekantieren des Uberstandes an Zellkulturmedium die
Applikation von 10ml 4°C-kalter PBS-L6sung von Invitrogen, Karlsruhe, mit 0,1mmol
EDTA von Sigma-Aldrich, Taufkirchen. Nach etwa 10min l&sst sich lichtmikroskopisch
eine zunehmende Abrundung der Zellen nachweisen, durch vorsichtiges Beklopfen der
Zellkulturflaschen erfolgt die Ablosung vom Untergrund (Shake-off-Verfahren). Nach
zweimaliger Reinigung mit jeweils 10ml PBS durch Zentrifugation in der Megafuge
1.0R mit 1100U (entspricht etwa 200g) fir 5min bei Raumtemperatur, erfolgt das
Resuspendieren in 1ml RPMI/FCS und die gleichmalige Verteilung auf zwei neue
Zellkulturflaschen.

3.5.2 Anwendung der SAOS-2

Die Aufbereitung zur Anwendung der Zellen in den Zellkulturversuchen beginnt,
analog dem Verfahren zur Aufteilung der Zellpopulation, mit zweimaliger Reinigung
durch Zentrifugation in der Megafuge 1.0R (1100U, 5min, Raumtemperatur) mit je
10ml PBS. Nach Resuspendieren des Pellets in 1ml RPMI/FCS folgt eine

Zellzahlbestimmung.
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Abb. 6: Neubauer Zahlkammer.
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Dazu werden nach grindlicher Durchmischung 10ul der Suspension enthommen und
als Aliquot zusammen mit 190ul Turksche Losung von Fluka BioChemika, Steinheim,
in ein Eppendorf Cup eingebracht. 7,5ul dieser Mischung werden nach erneuter
Durchmischung mittels Vortex in eine Neubauer Zahlkammer (Abb. 6) transferiert und
die so angefarbten Zellen kdnnen durchlichtmikroskopisch ausgezahlt werden.

Unter 10facher VergrofRerung werden die Zellen in den vier im Schema grau
hinterlegten Eckfeldern (Abb. 6) bestimmt. Zellen auf den linken und unteren
Randbegrenzungen werden dabei vereinbarungsgemald mitgezéhlt, solche am rechten
und oberen Rand nicht. Bei einer Kantenlange der Felder von 1mm und einer durch die
Vertiefung der Zahlkammer und ein bundig aufliegendes Deckglas (Nachweis des
engen Kontakts durch das Phanomen der Newtonschen Ringe) definierten Hohe von
0,1mm entspricht der Mittelwert der vier Auszéhlungen der Zellzahl pro 0,1ul. Die
Zellzahlkonzentration der untersuchten SAOS-2-haltigen RPMI/FCS-Suspension ist
wegen 20facher Verdiinnung mit dem Farbstoff dann um den Faktor 20 groRer. Fir die
Versuche wird stets ein Mittelwert aus zwei separat durchgefiihrten
Zellzahlbestimmungen zu Grunde gelegt. Durch Verdinnung der SAQS-2-haltigen
RPMI/FCS-Suspension mit dem aus der Zellzahlbestimmung abgeleiteten
erforderlichen Volumen Vx an RPMI/FCS-Zellkulturmedium soll eine gebrauchsfertige
SAOS-2/RPMI/FCS-Suspension mit 25000 Zellen/ml erreicht werden. Dabei berechnet

sich das Volumen Vx wie folgt:

1)  Vx=V2-Vi; (2) V2=cl*V1/c2

mit (2) in (1):
(3) Vx=(cl/e2-1)*V1

Vx = erforderliches Volumen an RPMI/FCS-Kulturmedium zur Erzeugung der
gebrauchsfertigen SAOS-2/RPMI/FCS-Suspension fur die Versuche

Vi = Volumen der Ausgangsldsung nach Reinigung, meist etwa 1ml

V2 = Endvolumen der gebrauchsfertigen SAOS-2/RPMI/FCS-Suspension

cl = Zellzahl pro Volumen in der Ausgangsldsung nach Reinigung, bestimmt

durch Féarbung und Auszéhlung
c2 = gewunschte Zellzahl pro Volumen fiir die Versuche in gebrauchsfertiger

Suspension, ndmlich 25000 Zellen/ml
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Frische 6-Well-Plates mit den nach jeweiliger Vorbehandlung einliegenden
Probekorpern werden unmittelbar nach Fertigstellung und erneuter Durchmischung der
SAOS-2/RPMI/FCS-Suspension mit der Flussigkeit beschickt. Dabei entfallen auf jedes
Well 4ml Zellkultursuspension, das entspricht bei 25000 Zellen/ml 100000 Zellen
SAQOS-2 pro Well. Zusétzlich zu den mit Probekdrpern beladenen Wells werden auch
leere Wells mit der SAOS-2-haltigen Suspension beimpft. Diese Wells dienen als
Kontrollen.

In den 6-Well-Plates erfolgt die Bebriitung, bei 37°C unter Zellkulturbedingungen in
wassergeséttigter, 5%iger CO2-Atmosphére. Nach 24h erfolgt ein Mediumwechsel
durch vorsichtiges Abpipettieren des Zellkulturmediums aus den Wells und
Einpipettieren von 4ml frischem RPMI/FCS pro Well.

3.6 Auswertung der Zellkulturversuche

Die Auswertung der Zellkulturversuche erfolgt einerseits durch
Fluoreszenzmikroskopie nach Calcein-AM-Férbung, andererseits
fluoreszenzphotometrisch nach Inkubation mit dem Redoxindikator alamarBlue. Die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgt nach 24h respektive 72h Inkubation, die
photometrische Auswertung erfolgt nach 72h. Zudem werden exemplarisch einige
Proben rasterelektronenmikroskopisch  untersucht. Dies erfolgt nach einer
Inkubationszeit von 72h. Die Proben werden nie doppelt, d.h. fiir zwei unterschiedliche

Arten der Auswertung verwendet.

3.6.1 Fluoreszenzmikroskopie nach Calcein-AM-Farbung

Calcein-AM

Beim Farbstoff Calcein handelt es sich um ein Derivat des Flureszins. Es ist in der
Lage, zweiwertige Metallionen zu komplexieren, und fluoresziert in komplexierter
Form bei einer Anregung von 494nm mit einem Emissionsmaximum von 517nm. Durch
Veresterung von Calcein mit AM wird die Komplexbildung des Calceins blockiert
(Wang et al., 1993).

Als hydrophober Ester kann Calcein-AM bei Anwendung in Zellkulturen
Zellmembranen gut permeieren und ins Zytosol der Zellen diffundieren. Hier wird

Calcein-AM von unspezifischen zytoplasmatischen Esterasen hydrolysiert. Das
33



entstehende Calcein ist hydrophil und kann die Zellmembran nicht mehr permeieren,
somit kumuliert der Farbstoff intrazellular. Hier bildet Calcein mit den vorliegenden
Kalziumionen Komplexe aus und wird dadurch nochmals weniger Zellmembran-
permeabel, eine Elution des Farbstoffs ist somit ausgeschlossen. Gleichzeitig wird der
Farbstoff durch Hydrolyse und Komplexierung lumineszenzaktiv, somit konnen Zellen
durch diesen Fluoreszenz-Farbstoff angefarbt werden. Dabei ist Calcein-AM selektiv
fur vitale Zellen. Avitale Zellen zeichnen sich durch defekte Zellmembranen aus, so
dass der eigentlich Zellmembran-impermeable Komplex-Farbstoff aufgrund der
Defektzonen abdiffundiert und nicht in avitalen Zellen gehalten werden kann. Zudem ist
die Funktionsfahigkeit der intrazellularen Esterasen bei avitalen Zellen deutlich
reduziert, so dass gleichzeitig weniger Calcein zur Komplexbildung zur Verfuigung steht
(Bharti et al., 2004).

Calcein AM a Calcein o
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Abb.7: Funktionsprinzip von Calcein-AM.
Aus Wang et al., 1993.

Farbung mit Calcein-AM

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird 1mg Calcein-AM von Calbiochem,
Schwalbach, in 100ul DMSO von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, geldst, anschlieRend
werden 1,1ml FCS zugegeben, die durchmischte Lésung a 40ul portioniert und bei —
80°C gelagert. Zur Anwendung in den Versuchen werden die 40ul nach dem Auftauen
mit 2ml RPMI versetzt. Die zu untersuchenden Proben werden dann nach
Inkubationszeiten in Zellkultur von 24 respektive 72h, dreifacher Waschung mit RPMI
zur Entfernung nicht adhérenter Zellen auf den Implantaten und Uberfiihrung in frische

6-Wells mit 400ul der aufbereiteten Farbstofflosung (etwa 14pg/ml Calcein-AM)
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beschickt und fir 30min unter Zellkulturbedingungen bei 37°C in wassergesattigter,
5%iger CO2-Atmosphére inkubiert. Es folgt das erneute zweimalige Waschen mit
RPMI um Restfarbstoff zu eliminieren. Dann werden die Proben in den 6-Wells mit je
4ml frischem RPMI pro Well mikroskopiert.

Die Kontroll-Wells mit SAOS-2-Zellen ohne einliegende Probekdrper werden nach dem
gleichen Schema zur Mikroskopie vorbereitet, nur die Uberfiihrung in frische Wells war

hier nicht moglich.

Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen werden mit dem Mikroskop BX61 von
Olympus, Hamburg, und der Digitalkamera ColorView Il von Soft Imaging System,
Minster, erstellt. Dabei werden fir die einzelnen Proben standardisiert Photographien
an funf definierten Punkten der Implantatoberflache durchgefuhrt. Die digitalisierten
Bilder werden mit der Software AnalySIS 3.2 von Soft Imaging System, Munster, und

Photoshop 5.0 von Adobe, UnterschleiBheim, verarbeitet.

Abb. 8: Schema der quantitativen Bildanalytik mit Cell-P.
Links: Aufnahme von Calcein-AM-markierten Zellen. Mitte: Transformation in ein
Schwarz-Weil3-Bild. Rechts: Festsetzung des Grauwertbereiches.

Aus Bogdanski, 2005.

Zur quantitativen Bestimmung von Zelladhdrenz und Viabilitat auf den Probekdrpern
werden die Fotografien der Implantatoberflache mittels der Cell-P-Software von
Olympus, Hamburg, analysiert. Die computergestiitzte Auswertung der Besiedlung
durch Zellen basiert auf der Flachenauswertung von Grauwertbereichen. Dazu werden
die Fluoreszenzbilder in Schwarz-Weil3-Bilder transformiert. Fir die fluoreszierenden
Zellen, deren Flache summiert werden soll, wird ein Grauwertbereich festgesetzt, in
dem alle Flachen beriicksichtigt werden. AnschlieBend erfolgt die Ausmessung dieser

Flachen, dabei wird der prozentuale Anteil der gefarbten Zellen an der Flache des
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Gesamtbildes berechnet. Der einmal festgesetzte Schwellenwert, oberhalb dessen die
Grauwerte der Kolonisation durch Zellen zugeordnet werden, wird dabei fir alle

Versuche beibehalten.

Statistik

Von allen fluoreszenzmikroskopisch ausgewerteten Versuchen werden mindestens
sechs unabhéngige Analysereihen durchgefihrt. Als Ergebnis werden das arithmetische
Mittel sowie die Standardabweichung bestimmt.

Zum Vergleich zwischen den Stichproben wird der zweiseitige Student-T-Test
angewendet. Der Unterschied wird als signifikant erachtet, wenn die berechnete
Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 ist. Zur Adjustierung der Signifikanz wird flr den
vierfachen Vergleich im Rahmen der Versuchsreihe V2 eine Korrektur nach Bonferroni
(Alpha-Niveau-Division) durchgefuhrt, damit gilt p<0,0125 als signifikant.

Die Berechnung der Statistik erfolgt mit Excel 2010 von Microsoft, Redmond, WA,
USA.

3.6.2 Fluoreszenzphotometrie mit alamarBlue

alamarBlue

Durch Stoffwechselprozesse generieren vitale Zellen intrazellular reduzierende
Reaktionsbedingungen, Redoxindikatoren wie alamarBlue sind dadurch in der Lage den
Metabolismus stoffwechselaktiver Zellen zu quantifizieren (Voytik-Harbin et al., 1998).
Konkret kommt es bei Anwendung von alamarBlue in Zellkulturen zur Aufnahme des
zellmembrangéngigen Resazurin (oxidierte Form) in die Zellen, intrazellular erfolgt
aufgrund des reduzierenden Umfeldes die Umwandlung in Resorufin (reduzierte Form).
Dieses zeichnet sich durch im Vergleich zu Resazurin geandertes Farb- und
Fluoreszenz-Verhalten aus. Wahrend Resazurin in Losung dunkelblau imponiert und
nur schwach fluoresziert, hat Resorufin eine rosa Féarbung und fluoresziert bei
Anregung von 540nm deutlich mit einem Emissionsmaximum von 590nm. Da
Resofurin gleich dem Resazurin effektiv Uber die Zellmembran transportiert wird, kann
es im Uberstand leicht detektiert werden (Hamid et al., 2004).
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Abb. 9: Funktionsprinzip von alamarBlue.

In der reduzierenden Umgebung innerhalb von vitalen Zellen erfolgt die Umwandlung
von Resazurin (oxidierte Form) in Resofurin (reduzierte Form).

Aus Hamid et al., 2004.

Anwendung von alamarBlue

Nach 72h Inkubation in Zellkultur erfolgt die vorsichtige Entfernung des Uberstandes
an Kulturmedium, das dreimalige Waschen mit RPMI und das Uberfiihren in frische 6-
Well-Plates. Nach Zugabe von 3ml RPMI werden die Wells mit 300ul alamarBlue von
Serotec, Oxford, UK, versetzt und fur 24h unter Zellkulturbedingungen bei 37°C in
wassergeséttigter, 5%iger CO2-Atmosphdare bebriitet. Es folgt das Abpipettieren des
Uberstandes, die Durchmischung desselben und die Entnahme von 100pul-Aliquots zur
Uberfithrung in 96-Multi-Well-Plates. Mittels eines FLUOstar Optima Mikroplatten-
Spektrometers von BMG Labtech, Offenburg, wird die Fluoreszenz bei 540nm
Exzitation und 590nm Emission gemessen. Als negative Kontrolle dient mit alamarBlue
versetztes, zellfreies Kulturmedium nach 24h Bebritung bei 37°C, als positive
Kontrolle dient der Uberstand aus den Kontroll-Wells mit 72h bebriiteten SAOS-2-
Zellen ohne einliegende Probekorper, gleichfalls nach Waschung und 24h Bebriitung in
RPMI/alamarBlue.

Auswertung der Ergebnisse und Statistik

Das Ergebnis der Fluoreszenzmessung wird in Relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU)
angegeben. VVon jeder Probe werden vier Aliquots gemessen, der Mittelwert daraus geht
in die statistischen Berechnungen ein.

Die weitere Aufarbeitung der Daten verlauft dann hinsichtlich statistischer Berechnung

und Prifung der Signifikanz analog zur Auswertung des durch Fluoreszenzmikroskopie
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gewonnen Datenmaterials und ist im entsprechenden Kapitel bereits ausfuhrlich
dargelegt.

3.6.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopische Auswertung erfolgt am Zentralen REM (NA1/172)
der Ruhr-Universitat Bochum, Institut fir Geologie, Mineralogie und Geophysik Raum,
mit dem Gemini 1530 von LEO, Oberkochen

Dazu werden die Proben nach 72h Inkubation in Zellkultur mehrfach mit PBS
gewaschen. Dann erfolgt die Fixierung der Proben mit 3,7% Glutaraldehyd von Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, in PBS fur 15min. Nach zweimaliger Reinigung durch Einlegen
in PBS fiir 5min werden die Zellen in aufsteigender Alkoholreihe entwassert (je 5min
40%, 70%, 80%, 96% Ethanol). Es folgen die Aspiration des Alkohols und die
Trocknung der Proben an der Luft fur 24h.

Nach dem Transport zum Zentralen REM erfolgt dort die Goldbeschichtung der Proben
mittels Kathodenzerstdubungsanlage Sputter Coater S150 B von Edwards, West Sussex,
UK. Diese ist erforderlich, da Zellen elektrische Isolatoren sind und den erzeugten
Elektrodenstrahl im Hochvakuum-REM ohne die artifizielle elektrische Leitschicht

nicht ableiten konnen.
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4 Ergebnisse

4.1 Kalkulation des Stichprobenumfangs

Bei gleichbleibender Standardabweichung o flhrt eine hohere Anzahl an Messungen
dazu, dass das Konfidenzintervall um einen unbekannten Mittelwert schmaler wird. Die
Breite b des Konfidenzintervalls lasst sich fiir eine bestimmte Anzahl an Messungen n

uber den Ansatz der t-Verteilung berechnen (Papula, 2008):
b=2*t*c/n

Dabei bezeichnet t einen spezifischen Koeffizienten der t-Verteilung, der seinerseits von
der Anzahl der Messungen und dem gewahlten Konfidenzniveau abhangt.

Im Rahmen von Vorversuchen wird der Bewuchs von SAOS-2-Zellen auf
unbehandelten Probekdrpern der drei untersuchten Implantatmaterialien analysiert, als
Kontrolle dient der Bewuchs in unbestlickten Wells. Dabei wird genau wie in den
eigentlichen Versuchsreihen entsprechend dem im Kapitel Material und Methoden
dargelegtem Konzept verfahren. Nach 24h in Zellkultur erfolgt die Calcein-AM-
Farbung und die fluoreszenzmikroskopische Ermittlung der bewachsenen Flachen. Die
Ergebnisse dieser Versuche werden bei der Kalkulation der erforderlichen

Mindestanzahl an Messungen zu Grunde gelegt.

Tabelle 9: Auswertung Flachenbewuchs unbehandelter Prifkdrper (Vorversuch).

Angabe in Prozent bewachsener Flache. Das n steht fur die jeweils nicht behandelten

Proben.

Material Behandlung Mittelwert ~ Standardabweichung Stichprobenumfang
Ti6Al4V n 12,33 1,8 3
Ti6AI7NDb n 11,62 2,41 3

Stahl n 10,51 2,76 3
Kontrolle 10,27 2,59 3
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Fur n = 6 Messungen ergibt sich geméal einschldgiger Literatur bei einem gewéhlten
Konfidenzniveau von 95% und zweiachsiger Versuchsanordnung ein spezifischer
Koeffizient der t-Verteilung t = 2,571 (Papula, 2008). GemaR oben aufgefiihrter Formel
ergibt sich damit fiir die Breite des Konfidenzintervalls b bei n = 6 Versuchen und der
ungunstigsten, also héchsten, ermittelten Standardabweichung aus den Vorversuchen o
= 2,76 wie folgt:

b(n=6)=2*2571*2,76/6~5,79
Bei zweiachsiger Versuchsanordnung wirde der prozentuale Flachenbewuchs demnach
mit 95% Konfidenz auf etwa +/- 3% genau bestimmt werden. Dies scheint vor dem

Hintergrund eines Gesamtbewuchses von Uber 10% akzeptabel und n = 6 Messungen
erscheinen gleichfalls vom logistischen Aufwand vertretbar.

40



4.2 Ergebnisse zur Oberflachenaktivierung

4.2.1 Fluoreszenzmikroskopie nach Calcein-AM-Farbung

Die Auswertung der von SAOS-2-Zellen bewachsenen Fladche nach 24h in Kultur zeigt
fur keines der drei genutzten Implantatmaterialien signifikante Unterschiede (p<0,05)
zwischen plasmabehandelten Proben und unbehandelten Referenzproben. Bei den
Titanlegierungen ist eine Tendenz zur besseren Adhésion bei plasmabehandelten Proben
nachweisbar mit p=0,35 fur Ti6Al4V und p=0,18 fir Ti6AI7Nb, beim Stahl sind im
Gegensatz dazu die unbehandelten Proben tendenziell starker bewachsen, mit p=0,08
(Tab. 10, Abb. 10a).

Gleichsam zeigen sich nach 72h in Zellkultur keine signifikanten Unterschiede
zwischen plasmabehandelten Proben und unbehandelten Referenzproben. Hier ist flr
alle getesteten Materialien eine Tendenz zum stdrkeren Flachenbewuchs bei
behandelten Proben nachweisbar, mit p=0,07 fiir Ti6Al4V, p=0,07 fur Ti6AI7Nb und
p=0,20 fiir Stahl (Tab. 11, Abb. 10b).

Nimmt man jedoch zur Erhéhung des Stichprobenumfanges alle drei getesteten Metalle
zusammen, zeigen die plasmabehandelten Prufkorper einen signifikant starkeren
Bewuchs als die unbehandelten Referenzproben, mit p=0,02 nach 24h und p<0,01 nach
72h (Tab. 10, Tab. 11).

Tabelle 10: Auswertung Flachenbewuchs nach Oberflachenaktivierung (Tag 1).

Angabe in Prozent bewachsener Flache.

Material Behandlung Mittelwert  Standardabweichung Stichprobenumfang
Ti6AlI4V p 11,09 3,23 7
Ti6Al4V n 10,31 4,03 7
Ti6AI7TNb  p 12,60 4,36 6
TI6AI7ND n 11,33 4,34 6
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Stahl p 9,84 4,40 7

Stahl n 10,83 3,29 7
alle Metalle p 11,45 3,51 20
alle Metalle n 10,45 4,07 20
Kontrolle 9,25 3,22 7

Tabelle 11: Auswertung Flachenbewuchs nach Oberfldchenaktivierung (Tag 3).

Angabe in Prozent bewachsener Flache.

Material Behandlung Mittelwert ~ Standardabweichung Stichprobenumfang
Ti6Al4V P 23,91 5,61 6
Ti6Al4V n 22,12 6,14 6
Ti6AI7Nb  p 21,19 4,06 6
Ti6AI7Nb  n 18,98 4,03 6
Stahl p 29,42 6,76 7
Stahl n 27,26 4,81 7
alle Metalle p 25,01 6,43 19
alle Metalle n 23,02 5,95 19
Kontrolle 22,41 4,63 7
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Abb. 10: Auswertung Flachenbewuchs nach Oberflachenaktivierung.

10a (oben): 24h Inkubation; 10b (untern): 72h Inkubation. Hellblau: jeweils
plasmabehandelt p, violett: jeweils nicht plasmabehandelt n.

4.2.2 Fluoreszenzphotometrie mit alamarBlue

Nach 72h Stunden in Zellkultur wird der Substratumsatz der SAOS-2 im alamarBlue-
Assay von plasmabehandelten Proben und nicht behandelten Proben verglichen. Dabei
kann fir keines der getesteten Metalle ein signifikanter Unterschied (p<0,05) in der

Stoffwechselaktivitat zwischen behandelten und unbehandelten Proben nachgewiesen
43



werden. Bei allen Materialien zeigt sich eine Tendenz zum hoheren Substratumsatz bei
den behandelten Probekdrpern mit p=0,36 fur Ti6Al4V, p=0,37 fir Ti6AI7Nb und
p=0,11 fur den rostfreien Stahl (Tab. 12, Abb. 11).

Analog zur Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie kann auch hier nach
Zusammenfligen der Ergebnisse fir die drei getesteten Implantatmaterialien mit
entsprechender Erhohung des Stichprobenumfangs gezeigt werden, dass auf
plasmabehandelten Prufkorper ein signifikant hoéherer Substratumsatz vorliegt mit
p=0,03 (Tab. 12).

Tabelle 12: Auswertung der Stoffwechselaktivitat nach Oberflachenaktivierung.

Angabe in Relativen Fluoreszenzeinheiten.

Material Behandlung Mittelwert ~ Standardabweichung Stichprobenumfang
Ti6Al4V p 42250 1462 6
Ti6Al4V n 41702 1526 6
Ti6AI7TNb  p 43075 2074 6
Ti6AI7Nb  n 42620 1731 6
Stahl p 24771 1807 6
Stahl n 23580 2707 6
alle Metalle p 36699 8849 18
alle Metalle n 35967 9225 18
Kontrolle 54602 1155 6
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Abb. 11: Auswertung der Stoffwechselaktivitat nach Oberflachenaktivierung.

Hellblau: jeweils plasmabehandelt p, violett: jeweils nicht plasmabehandelt n

4.2.3 Rasterelektronenmikroskopie

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der SAOS-2-Zellen auf den jeweiligen
Implantatmaterialien werden nach 72h Inkubation in Zellkultur und entsprechender
Préparation angefertigt. Hiermit sollen feinstrukturelle Unterschiede in der zelluléaren
Kolonisation nachgewiesen werden.

In den Ubersichtsaufnahmen lasst sich fir alle drei untersuchten Materialien ein
quantitativ etwa gleicher zellularer Bewuchs bei plasmabehandelten und unbehandelten
Oberflachen nachweisen (Abb. 12a, Abb. 12b). Bei starkerer VergrofRerung kann bei
den SAOS-2-Zellen die Ausbildung von Pseudopodien sowie vereinzelt die Abflachung
der Zellen beobachtet werden. Dies wird als Ausdruck einer suffizienten Adhé&sion an
das Implantatmaterial gewertet. Hierbei zeigt sich einheitlich flr alle Materialien, dass
die Zellen auf plasmabehandelten Proben deutlich mehr und starkere Pseudopodien
ausbilden und gleichsam viel h&ufiger aus der kugeligen Form in eine abgeflachte
Konformation (bergehen (Abb. 12c, Abb. 12e) als dies bei Zellen auf unbehandelten
Proben der Fall ist (Abb. 12d, Abb. 12f). Insgesamt erscheint also die Adhé&sion der
Zellen fur alle drei getesteten Metalle auf den plasmabehandelten Materialoberflachen

qualitativ besser zu sein.
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Abb. 12: REM nach Oberflachenaktivierung.

Links von oben nach unten (12a, 12c, 12e): plasmabehandelte Proben in ansteigender

Ruhr-Universitat-Bochum 2um EHT = 10.00KV Signal A= InLens Date :23 Jun 2006
Zentrales REM — WD= 4mm PhotoNo.=3  Mag= 13.32KX

VergréRerung; Rechts von oben nach unten (12b, 12d, 12f): unbehandelte Proben in
jeweils vergleichbarer VergroRerung. Exemplarische Aufnahmen, hier Ti6AI7NDb.

4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der Fluoreszenzmikroskopie nach Calcein-AM-Féarbung kénnen einheitlich fir alle
drei untersuchten Implantatmaterialien keine signifikanten Unterschiede im Bewuchs

mit SAOS-2-Zellen zwischen plasmabehandelten Proben und nicht behandelten
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Referenzproben nachgewiesen werden. Fir die beiden Titanlegierungen zeigen sich
nach 24h und 72h eine Tendenz zur starkeren Kolonisation auf den plasmabehandelten
Proben, beim rostfreien Stahl sind nach 24h die unbehandelten, nach 72h die
behandelten Prufkorper tendenziell starker bewachsen.

Im Gegensatz dazu zeigt sich nach Erhohung des Stichprobenumfangs durch
Zusammenflgen der Ergebnisse fir alle drei untersuchten Materialien ein signifikant
besserer Bewuchs auf plasmabehandelten Proben gegeniiber unbehandelten Proben,
sowohl nach 24h als auch nach 72h.

Gleichfalls kann in der Fluoreszenzphotometrie mit alamarBlue fur kein Metall ein
signifikanter Unterschied im Substratumsatz nach 72h herausgearbeitet werden. Sowohl
bei den Werkstoffen auf Titanbasis als auch beim Stahl zeigt sich eine Tendenz zu
héherem Substratumsatz auf den plasmabehandelten Oberflachen.

Die weitere Aufarbeitung der Daten erbringt, dass eine Erhohung des
Stichprobenumfangs durch Zusammenfassen der Resultate fur die drei eingesetzten
Materialien auch hier einen signifikanten Unterschied zwischen plasmabehandelten
Proben und unbehandelten Referenzproben zugunsten der behandelten Prufkorper
nachweisen kann.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen nach 72h in Zellkultur konnen in
Ubereinstimmung mit den vorgenannten Ergebnissen orientierend einen quantitativ
gleichen Bewuchs mit SAOS-2-Zellen bei behandelten und unbehandelten Proben
aufzeigen. Bei der feinstrukturellen Betrachtung hingegen zeigen Zellen auf den
plasmabehandelten Oberfldchen eine ausgepragtere Ausbildung von Pseudopodien und
in hdherem Malie eine abgeflachte Zellmorphologie. Dies wird als Ausdruck einer
qualitativ besseren Adhdsion gewertet. Insgesamt lassen sich die geschilderten

Beobachtungen fur alle drei untersuchten Materialien in gleichem Mal3e machen.
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4.3 Ergebnisse der Beschichtung nach Oberflachenaktivierung

4.3.1 Kollagenbeschichtung

Die Auspragung der Kollagenbeschichtung auf Ti6AI7Nb und Stahl mit oder ohne
vorherige Plasmabehandlung wird nach Farbung mit Fuchsinrot untersucht. Die
erzielten Ergebnisse sind dabei derart eindeutig, dass die Auswertung ohne weitere

Quantifizierung mit dem blofRen Auge erfolgt.

Abb. 13: Fuchsinfarbung der Kollagenbeschichtung vor Zellkultur.

13a (oben links): plasmabehandelt, kollagenbeschichtet; 13b (oben rechts):
plasmabehandelt, nicht kollagenbeschichtet; 13c (unten links): nicht plasmabehandelt,
kollagenbeschichtet;  13d  (unten  rechts):  nicht  plasmabehandelt, nicht
kollagenbeschichtet. Exemplarische Aufnahmen auf Ti6AI7Nb.
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Abb. 14: Fuchsinfarbung der Kollagenbeschichtung nach Zellkultur.

14a (oben links): plasmabehandelt, kollagenbeschichtet; 14b (oben rechts):
plasmabehandelt, nicht kollagenbeschichtet; 14c (unten links): nicht plasmabehandelt,
kollagenbeschichtet;  14d  (unten  rechts):  nicht  plasmabehandelt, nicht

kollagenbeschichtet. Exemplarische Aufnahmen auf Ti6AI7Nb.

Plasmabehandelte, kollagenbeschichtete Proben (Interventionsgruppe pk) zeigen eine
gute Anfarbbarkeit durch den Farbstoff. Die Farbung der Oberflache ist nicht immer
ganz homogen, aber quantitativ bei weitem am deutlichsten ausgepragt (Abb. 13a).
Auch Proben, die zunédchst 72h in Zellkultur einliegen, zeigen eine gleichartig
ausgepragte, kraftige Farbung (Abb. 14a).

Demgegenuber zeigen mit Kollagensuspension inkubierte Priifkdrper ohne vorherige
Plasmabehandlung (Interventionsgruppe nk) eine deutlich schwécher ausgepragte
Anfarbbarkeit. Der Farbstoff zeige eine sehr inhomogene Verteilung auf der
Metalloberflache mit groRen Defektarealen (Abb. 13c). Auf Proben, die zundchst 72h in
Zellkultur gehalten werden, kannte keine flachige Anférbung nachgewiesen werden.
Hier finden sich bestenfalls einige kleinere Farbstoffkonglomerate (Abb. 14c).

Auf Prufkorpern, die mit der Referenzldsung anstelle der Kollagensuspension inkubiert

werden, lasst sich keine sichere Anfarbung wie bei den vorgenannten Gruppen
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nachweisen. Hier findet sich sowohl auf den plasmabehandelten (Interventionsgruppe
px) als auch auf den unbehandelten Proben (Interventionsgruppe nx) allenfalls ein
blasser, wolkiger Film auf den Proben (Abb. 13b und 13d). Auch nach Inkubation
dieser Proben in Zellkultur gelingt erwartungsgemal kein Farbstoffnachweis (Abb. 14b
und 14d).

4.3.2 Fluoreszenzmikroskopie nach Calcein-AM-Farbung

Bei der Auswertung der Ergebnisse nach Calcein-AM-Farbung wird ein
Signifikanzniveau von p<0,05 zugrunde gelegt. Wegen des vierfachen Vergleichs aus
einem gemeinsamen Datensatz (Interventionsgruppen pk, px und nk gegeniber nx und
zusétzlich Interventionsgruppe pk gegentiber nk) erfolgt eine Korrektur nach Bonferroni

mit Anpassung des Alpha-Niveaus auf

0,05/4=0,0125.

Bei den anstehenden Vergleichen kann dementsprechend erst bei p<0,0125 tatséchlich
von signifikanten Unterschieden ausgegangen werden.

Nach 24h in Kultur zeigt die Auswertung des Flachenbewuchses fir die Legierung
Ti6AI7Nb  einen signifikant starkeren Bewuchs mit SAOS-2-Zellen fur
plasmabehandelte, kollagenbeschichtete Proben (pk) verglichen mit nicht
vorbehandelten, kollagenbeschichteten Exemplaren (nk) mit p=0,01. Der Vergleich von
Prifkdrpern der Interventionsgruppe pk mit géanzlich unbehandelten Proben (nx)
erbringt hingegen lediglich eine Tendenz zum besseren Wachstum flr die Plasma-
behandelten und kollagenbeschichteten Implantatmaterialien mit p=0,03, aufgrund der
erforderlichen Anpassung des Alphaniveaus kann hier jedoch kein signifikant hoherer
Bewuchs konstatiert werden. Ferner zeigt sich auch bei den nur plasmabehandelten (px)
und den nur kollagenbeschichteten Proben (nk) eine leichte Tendenz zu besserem
Wachstum im Vergleich mit unbehandelten Proben mit p=0,08 respektive p=0,74, aber
die Unterschiede sind ohne statistische Signifikanz (Tab . 13, Abb. 16a).

Bei der analogen Auswertung flr Stahl nach 24h zeigt sich ein signifikant starkerer
Bewuchs bei Proben der Interventionsgruppe pk verglichen mit unbehandelten Proben,
dabei ist p=0,01. Prufkorper der Gruppen px und nk zeigen wie bei der Titanlegierung
ein tendenziell héheren Flachenbewuchs im Vergleich mit unbehandelten Proben, die
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Unterschiede sind mit p=0,13 bzw. p=0,31 aber nicht signifikant. Im Vergleich von
plasmabehandelten und nicht vorbehandelten Prifkorpern mit nachfolgender
Kollagenbeschichtung (pk vs. nk) zeigt sich zwar eine Tendenz zu verstéarkter
Kolonisierung der vorbehandelten Proben, diese ist jedoch, anders als bei der
Titanlegierung, nicht signifikant mit p=0,05 (Tab. 13, Abb. 17a).

Die Auswertung der Ergebnisse nach einer Inkubationszeit von 72h in Zellkultur zeigt
fir Ti6AI7Nb einen signifikant starkeren Flachenbewuchs durch SAOS-2-Zellen fur
plasmabehandelte und kollagenbeschichtete Proben im Vergleich zu génzlich
unbehandelten Proben mit p=0,01. Auch zeigen Prufkorper der Interventionsgruppen px
und nk einen starkeren Bewuchs als unbehandelte Proben, jedoch sind die Unterschiede
hier nicht signifikant mit p=0,11 und p=0,32. Zudem zeigt sich ein vermehrter Bewuchs
auf Metallkérpern, die vor Kollagenbeschichtung plasmabehandelt wurden (pk),
verglichen mit solchen, die ohne vorherige Plasmabehandlung kollagenbeschichtet
wurden (nk). Jedoch ist der Unterschied im Gegensatz zu der Auswertung nach einem
Tag Inkubation hier nicht signifikant mit p=0,17 (Tab. 14, Abb. 15, Abb. 16b).

Bei der Stahllegierung entsprechen die Verhéltnisse nach 72h denen nach 24h. Die
Proben der Gruppe pk zeigen signifikant mehr Flachenbewuchs als unbehandelte
Proben (nx) mit p=0,01. Demgegenuber lasst sich fir Proben der Interventionsgruppen
px und nk zwar ein tendenziell starkeres Zellwachstum belegen als bei unbehandelten
Proben, hier liegt jedoch mit p=0,05 und p=0,35 keine Signifikanz vor. Auch zeigen bei
den kollagenbeschichteten Prifkorpern die vorher plasmabehandelten Proben ein
starkeres Wachstum. Dies ist aber nicht signifikant mit p=0,19 (Tab. 14, Abb. 17b).
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Abb. 15: Fluoreszenzmikroskopie nach Kollagenbeschichtung.
15a (oben links): plasmabehandelt, kollagenbeschichtet; 15b (oben rechts):
plasmabehandelt, nicht kollagenbeschichtet; 15¢ (unten links): nicht plasmabehandelt,

kollagenbeschichtet; 15d (unten rechts): unbehandelt. Jeweils nach 72h Inkubation.

Exemplarische Aufnahmen von Ti6AIl/ND.

Tabelle 13: Auswertung Flachenbewuchs nach Kollagenbeschichtung (Tag 1).

Angabe in Prozent bewachsener Flache.

Material Behandlung Mittelwert ~ Standardabweichung Stichprobenumfang
Ti6AI7TNb  pk 13,02 5,76 7
Ti6AI7Nb  px 10,83 3,29 7
Ti6AI7NDb nk 10,00 4,18 7
Ti6AI7TNb  nx 9,84 4,40 7
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Stahl pk 12,58 458 6
Stahl px 10,61 7,25 6
Stahl nk 10,53 3,86 6
Stahl nx 7,81 3,08 6
Kontrolle 9,25 3,22 7

Tabelle 14: Auswertung Flachenbewuchs nach Kollagenbeschichtung (Tag 3).
Angabe in Prozent bewachsener Flache.

Material Behandlung Mittelwert  Standardabweichung Stichprobenumfang
Ti6AI7TNb  pk 20,30 1,84 6
Ti6AI7TNb  px 18,57 4,58 6
Ti6AI7TNb  nk 18,06 4,66 6
Ti6AI7TNb  nx 16,74 2,98 6
Stahl pk 23,18 3,17 6
Stahl pX 20,76 4,95 6
Stahl nk 20,62 5,36 6
Stahl nx 18,49 3,77 6
Kontrolle 18,30 3,40 6
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Abb. 16: Auswertung Flachenbewuchs nach Kollagenbeschichtung fur Ti6Al7Nb.
16a (oben): 24h Inkubation; 16b (unten): 72h Inkubation
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Abb. 17: Auswertung Flachenbewuchs nach Kollagenbeschichtung fur Stahl.
17a (oben): 24h Inkubation; 17b (unten): 72h Inkubation.

4.3.3 Fluoreszenzphotometrie mit alamarBlue

Bei der Bewertung der Ergebnisse nach Durchfiihrung des alamarBlue-Assays erfolgt
gleichfalls die unter 3.3.2 ausfiihrlich geschilderte Korrektur des Signifikanzniveaus p
<0,05 nach Bonferroni. Somit kann auch hier erst bei p<0,0125 tatsachlich von
Signifikanz ausgegangen werden.

Dabei zeigt die Quantifizierung des Substratumsatzes nach 72h in Zellkultur flr die
Titanlegierung, dass die Interventionsgruppen pk, px und nk zwar alle einen tendenziell
héheren Stoffwechselumsatz hatten als bei den nicht behandelten Proben, die
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Unterschiede jedoch nicht signifikant waren mit p=0,07 fur pk, p=1,00 fur px und
p=0,41 fur nk. Ferner zeigt bei den kollagenbeschichteten Proben der Vergleich
zwischen zuvor plasmabehandelten (pk) und unbehandelten (nk) Proben eine Tendenz
zu héherem Substratumsatz bei plasmabehandelten Prifkdrpern, aber auch hier sind die
Ergebnisse letztlich nicht signifikant mit p=0,11 (Tab. 15, Abb. 18a).

Beim Stahl lasst sich gleichfalls eine hohere Stoffwechselaktivitat von
plasmabehandelten und kollagenbeschichteten Proben (pk) gegeniuiber unbehandelten
Proben (nx) nachweisen; mit p=0,01 sind die Unterschiede hier bei Korrektur nach
Bonferroni zum Niveau p=0,05 signifikant. Des Weiteren zeigen auch nur
plasmabehandelte (px) und nur kollagenbeschichtete Proben (nk) einen vermehrten
Substratumsatz verglichen mit unbehandelten Proben, hier sind die Ergebnisse jedoch
nicht signifikant mit p=0,36 und p=0,16. Im direkten Vergleich der
kollagenbeschichteten Proben pk und nk zeigen sich keine signifikanten Unterschiede,
hier besteht lediglich eine Tendenz zu stirkerer Stoffwechselaktivitat bei
vorbehandelten Proben, also denen der Interventionsgruppe pk mit p=0,34 (Tab. 15,
Abb. 18b).

Tabelle 15: Auswertung der Stoffwechselaktivitat nach Kollagenbeschichtung.

Angabe in Prozent bewachsener Flache.

Material Behandlung Mittelwert ~ Standardabweichung Stichprobenumfang
Ti6AI7Nb  pk 42612 1994 6
Ti6AI7TNb  px 40904 1340 6
Ti6AI7Nb  nk 40908 2241 6
Ti6AI7TNb  nx 39926 1156 6
Stahl pk 22478 1559 6
Stahl pX 19721 1470 6
Stahl nk 21098 3017 6
Stahl nx 19012 1249 6
Kontrolle 55045 1413 6
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Abb. 18: Auswertung der Stoffwechselaktivitat nach Kollagenbeschichtung.
18a (oben): Ti6AI7Nb; 18b (unten): Stahl.

4.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Nach Anfarbung mit Fuchsinrot zeigen die plasmabehandelten und anschlieRend
kollagenbeschichteten Probekorper (pk) eine kraftige, wenn auch etwas inhomogene
Féarbung. Diese lasst sich auch dann noch nachweisen, wenn die Proben fir 72h in
Zellkultur inkubiert werden. Demgegeniiber zeigen kollagenbeschichtete Proben ohne
vorherige Plasmabehandlung (nk) eine weniger ausgeprégte, deutlich inhomogene

Farbung. Auch zeige sich eine geringere Dauerhaftigkeit der Beschichtung, nach 72h in
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Zellkultur kann die Farbe nur noch in Spuren nachgewiesen werden. Die
Kontrollgruppen px und nx, die nicht mit Kollagen beschichtet werden, zeigen keine
relevante Anféarbung.

Die Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie nach Calcein-AM-Farbung ergibt fur
TiI6AI7Nb nach 72h und fir die Stahllegierung nach 24h und 72h Inkubation
gleichermallen einen signifikant starkeren Bewuchs von plasmabehandelten,
kollagenbeschichteten Implantatmaterialien (pk) verglichen mit unbehandelten Proben
(nx). Die Interventionsgruppen px und nk zeigen im Vergleich mit unbehandelten
Proben (nx) eine Tendenz zu starkerem Zellwachstum, die Unterschiede sind jedoch
nicht signifikant. Der Vergleich zwischen den Interventionsgruppen pk und nk zeigt
gleichfalls keine signifikanten Unterschiede, hier l&sst sich jeweils nur eine Tendenz zu
héherem Flachenbewuchs bei zuvor plasmabehandelten Proben nachweisen.
Demgegenuber kann fir die Titanlegierung nach 24h eine signifikant starkere
Kolonisierung der plasmabehandelten und anschlieBend kollagenbeschichteten
Prufkdrper (pk) verglichen mit den kollagenbeschichteten Proben ohne Vorbehandlung
(nk) aufgezeigt werden. Ein signifikant hoherer Bewuchs der Proben dieser
Interventionsgruppe pk verglichen mit ganzlich unbehandelten Proben (nx) kann jedoch
aufgrund einer erforderlichen Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni nicht
nachgewiesen werden. Ansonsten zeigen sich fiir die Interventionsgruppen px und nk
gegenuber unbehandelten Proben (nx) die gleichen Tendenzen zu besserem Wachstum
wie nach 72h bzw. wie beim Stahl, aber auch hier sind die Unterschiede letztlich nicht
signifikant.

Auch die Fluoreszenzphotometrie mit alamarBlue zeigt fur Stahl einen signifikant
héheren Stoffwechselumsatz der plasmabehandelten, kollagenbeschichteten Proben (pk)
verglichen mit unbehandelten Proben. Bei der Titanlegierung kann hier lediglich eine
Tendenz in diese Richtung nachgewiesen werden. Der Vergleich zwischen Proben der
Gruppen px und nk mit unbehandelten Proben (nx) erbringt fur beide Metalle keine
signifikanten Unterschiede, lediglich eine Tendenz zu Gunsten der behandelten Proben.
Auch zeigen sich bei beiden Legierungen gleichermaRBen keine signifikanten
Unterschiede zwischen plasmabehandelten (pk) und nicht plasmabehandelten,
kollagenbeschichteten Proben (nk). Hier l&sst sich jeweils nur eine Tendenz zu hoherer

Stoffwechselaktivitat bei den mit Plasma vorbehandelten Implantaten nachweisen.
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5 Diskussion

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Implantatmaterialien

Die Auswahl der verwendeten metallischen Implantatmaterialien erfolgt nach deren
Verbreitung und praktischer Relevanz im Bereich Orthopédie und Unfallchirurgie
(Frosch and Stuermer, 2006). Kobaltlegierungen werden nicht beriicksichtigt. Hier
bestehen erhebliche Uberschneidungen mit dem rostfreien Stahl, sowohl in den
Anwendungsgebieten als auch in der Materialcharakteristik. Der Schwerpunkt wird
zunachst auf Titanlegierungen gelegt, diese gelten per se als vergleichsweise gut
biokompatibel (Bronzino, 2006).

In der Versuchsreihe V2 wird nur eine der beiden Titanlegierungen aus der
Versuchsreine V1 weiterverwendet, das niobhaltige Ti6AI7Nb. vanadiumhaltige
Titanlegierungen riicken aufgrund von toxikologischen Bedenken im Bereich der
Implantologie zunehmend in den Hintergrund (Balazic and Kopac, 2007). Da sich im
Rahmen der ersten Versuchsreine V1 keine relevanten Unterschiede zwischen den
beiden Titanlegierungen in der Folge der Plasmabehandlung zeigen, wird im Weiteren
aus praktischen Griinden auf die weniger relevante Ti6Al4V-Legierung verzichtet.
Durch mechanisches Polieren wird mit guter Reproduzierbarkeit eine vergleichsweise
glatte Oberflache geschaffen. Neben Ubergeordneten Profilierungen im Bereich um
100um (Boyan et al., 1999) und untergeordneten Nanostrukturierungen mit einer
mittleren Rauheit Ro von 0,01 bis 0,1 um, die die Ausrichtung der Zellen beeinflussen
(Giljean et al., 2012), gelten fiir Fremdoberflachen mittlere Rauheitswerte im pum-
Bereich als gunstig fur Zelladharenz und die sekundére Osteointegration (Schwartz et
al., 2008). Eine gezielte Strukturierung der Implantatoberflachen in diesen Bereichen ist
ein zentraler Ansatzpunkt zur Optimierung der Biokompatibilitdt von Fremdmaterial.
Techniken wie das (Selektive) Elektronenstrahlschmelzen (S)EBM ermdglichen hier die
Anfertigung exakt definierter, teilweise sogar patientenspezifischer Oberflachen. Derart
hergestellte Implantate erreichen in experimentellen Untersuchungen in vitro und in
vivo gute zelluldare Adhésion, Proliferation und letztlich Osteokonduktion, die selbst

durch eine Beschichtung mit Hydroxylapatit nicht weiter optimiert werden kénnen (Li
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et al., 2012). Derzeit sind jedoch fur den Bereich Orthopéadie und Unfallchirurgie
einfache Profilschwankungen im Bereich von 3-5um typisch (Zweymdiller et al., 1988),
also Strukturierung im Bereich etwas unterhalb der GroRe einzelner eukaryontischer
Zellen. Der vergleichsweise geringe mittlere Rauheitswert von 0,5um in der
vorliegenden Arbeit wird gewahlt, um die Adhérenz der Zellen zu erschweren und
dadurch Unterschiede hinsichtlich der Zellkolonisation deutlicher herausstellen zu
konnen.

Dies erfolgt vor dem Hintergrund der zu erwartenden Begunstigung der Zelladhérenz
im Vergleich zu den Verhaltnissen in vivo. Wahrend die potentiell zur Kolonisation
bereit stehenden Zellen im lebenden Gesamtorganismus bedingt durch Gravitation und
Flussigkeitsstromungen durchaus Kréfte erfahren, die einer Adhérenz entgegenwirken
kdnnen, wirkt in den Wells, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestlickt wurden,
die Gravitationskraft auf die Zellen in Richtung des flach eingelegtem Implantats, und
abfuhrende Strémungen sind wéhrend der Inkubation minimal. Bei Betrachtung der
Ergebnisse zeigt sich dann auch tatséchlich eine insgesamt gunstige Ausgangslage fiir
eine zelluldre Kolonisation in den Versuchen trotz glatter Metalloberflache, denn auch
auf den unbehandelten Proben ist der zelluldare Bewuchs etwa dem zur Kontrolle
durchgefiihrten Wuchs in den 6-Wells vergleichbar.

Im Zusammenhang mit der vergleichsweise glatten Metalloberflache ist anzumerken,
dass glatte Objektoberflaichen keinesfalls zwingende Voraussetzung fir die
Durchfiihrung einer Niederdruckplasmabehandlung sind. Es kann gezeigt werden, dass
durch die Generierung eines homogenen Plasmas auch die Behandlung sehr komplex
strukturierter, pordser Materialien moglich ist (Halfmann et al., 2007).

Aus 6konomischen Grunden werden die Probekdrper mehrfach wiederverwendet. Dabei
zeigt sich im Verlauf keine sichtbare Alteration des Materials. Mittels
Tropfenkonturanalyse kann gezeigt werden, dass die Oberflacheneigenschaften auch
durch mehrfaches Recycling nicht beeintrachtigt werden. Gleichsam zeigt sich bei der
Auswertung der Versuchsergebnisse keine offensichtliche Beeinflussung der Messwerte

durch Mehrfachnutzung.
5.1.2 Plasmabehandlung
Niederdruckplasmen kdnnen aufgrund ihrer spezifischen Eigenschaften zur Sterilisation

von Medizinprodukten eingesetzt werden. Dabei nutzt man die unter den extremen
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Reaktionsbedingungen entstehenden reaktiven Teilchen wund die entstehende,
energiereiche, elektromagnetische Strahlung, um Mikroorganismen abzutdten (Moisan
et al., 2001). Durch Einstellung der Plasmaparameter Gasdruck p, Plasmaleistung P und
Behandlungszeit t kann primér die Intensitat der Plasmabehandlung variiert werden, die
Modifikation der Gasmischung bewirkt demgegeniiber zunéchst eine qualitative
Veranderung der Behandlung, da hierdurch die Generierung unterschiedlicher reaktiver
Teilchen und eine Verschiebung des Spektrums der elektromagnetischen Strahlung
bedingt wird (Lerouge et al., 2000).

Aufgrund der Vorreiterrolle der Sterilisation als Anwendungsgebiet von
Niederdruckplasmen in der Medizintechnik und vor dem Hintergrund der Moglichkeit,
die Oberflachenaktivierung ggf. mit einer Sterilisation des Implantatmaterials zu
kombinieren, wird bei der Auswahl der Behandlungsparameter auf in der
Plasmasterilisation etablierte Einstellungen zuriickgegriffen. Hier liefert besonders die
Zumischung von Wasserstoff zu Argon als Tragergas gute Resultate bezuglich der
Keimreduktion (Hauser et al., 2008). Fir die in der vorliegenden Arbeit gewéhlten
Einstellungen der Behandlungsparameter ist gleichsam bereits in Studien mittels
Tropfenkonturanalyse eine deutliche Oberflachenaktivierung von Implantatmaterialien
aus Titanlegierungen und rostfreiem Stahl nachgewiesen (Hauser et al., 2009a). Die
SFE, ermittelt nach OWRK, kann in der zitierten Arbeit durch die Plasmabehandlung
von etwa 45mN/m fur die Titanlegierungen, respektive von etwa 40mN/m fur den
verwendeten rostfreien Stahl auf Gber 70mN/m gesteigert werden. Die nach
Plasmabehandlung erzielten Werte kommen damit in diesen Versuchen der methodisch
bedingten Obergrenze der Messbarkeit von 72mN/m - definiert durch die
Oberflachenspannung des Wassers - sehr nahe.

Die Weiterbehandlung der Probekorper nach Plasmabehandlung wird zeitnah
durchgefiihrt, da die induzierte  Oberflachenaktivierung der metallischen
Implantatmaterialien mit fortschreitender Zeit nach Plasmabehandlung abklingt.
Aufgrund der diesbeziglich ermittelten Halbwertszeiten im Bereich von etwa 60h fir
die angewendeten Einstellungen der Behandlungsparameter (Hauser et al., 2009a) und
der zligigen Weiterbehandlung der Proben innerhalb von 60 bis 90min, kann jedoch bei
den vorliegenden Versuchen von einer weiterhin addquaten Aktivierung der
Probekdrperoberflachen zu Beginn der Weiterbehandlung ausgegangen werden. Dies

zeigt sich auch an der sichtbar besseren Benetzbarkeit plasmabehandelter Proben im
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Vergleich zu unbehandelten Exemplaren beim Beschicken mit Flissigkeiten im
Rahmen der Versuche, z.B. beim Aufbringen der Kollagensuspension.

Eine mechanische Alteration der Implantatoberseiten nach durchgefuhrter
Plasmabehandlung wird bei diesbeziiglich bekannter und deutlich nachvollziehbarer
Instabilitast der  Oberflachenaktivierung  vermieden. Gleichsam  wird auf
Zwischenschritte wie beispielsweise Waschungen der Implantate nach der
Plasmabehandlung verzichtet, weil die plasmatische Oberflachenaktivierung durch
mehrfaches Benetzen mit Flussigkeiten gleichfalls reversibel ist (Hauser et al., 2009a).
So erfolgt das Aufbringen der jeweils relevanten Substrate im Rahmen der
Versuchsdurchfiihrung direkt nach der Plasmabehandlung.

5.1.3 Kollagenbeschichtung

Als Substrat zur Oberflachenbeschichtung wird exemplarisch das Kollagen | gewdhit.
Wahrend die Beschichtung von Implantatoberflachen mit Metallen wie Tantal (Balla et
al., 2010) oder mineralischen Substraten wie dem Hydroxylapatit (Liu et al., 2004) mit
den dafiir etablierten Verfahren im Allgemeinen gut gelingt, ist eine suffiziente
Implantatbeschichtung mit Biomolekiillen oder vergleichbaren sensitiven Substraten
schwieriger zu erreichen. Bereits malig hohe Prozesstemperaturen kénnen hier zur
Denaturation fiihren, bei chemischen Verfahren zur Haftvermittlung kdnnen toxische
Beiprodukte entstehen (Wagner, 1992). Niederdruckplasmen bieten hier einen
Losungsansatz. Durch  hochenergetische  Teilchen und die  entstehende,
elektromagnetische Strahlung wird die Materialoberflache aktiviert und flr das
anschlieBende Coating vorbereitet. Aufgrund des thermischen Non-Equilibriums im
Plasma gelingt das jedoch sehr schonend. Die Prozesstemperaturen kénnen niedrig
gehalten werden. Potentiell toxische Haftvermittler missen nicht genutzt werden.

Die am hdaufigsten eingesetzten biogenen Substrate zur Beschichtung und
Oberflachenfunktionalisierung sind aufler dem Kollagen vor allem das Oligopeptid
Arginin-Glycin-Asparaginsaure RGD (K&mmerer et al., 2011) und die osteoinduktiven
Bone Morphogenetic Proteins BMPs (Thorey et al., 2011). Auch fur diese Substanzen
erscheint das plasmagestitzte Aufbringen prinzipiell gut durchfihrbar. Aufgrund der
einfachen direkten Nachweismdglichkeit durch Anfarbung und guter indirekter
Nachweismoglichkeit durch zeitnahe Beeinflussung der zelluldren Kolonisation wird
aber Kollagen fir die Versuche zum Coating genutzt. 95% der organischen

62



Interzellularsubstanz des Knochengewebes bestehen aus diesem Strukturprotein
(Schiebler and Schmidt, 2002). Das allein mag seine Bedeutung fur die Uberwiegend am
Knochen eingesetzten Implantatmaterialien verdeutlichen.

Das Aufbringen von Kollagen erfolgt dabei in kalzium- und phosphatfreier Lésung.
Kalzium- und Phosphat-lonen interagieren einerseits mit der Implantatoberflache (Serro
et al., 1997), andererseits kommt es zu Wechselwirkungen mit Kollagen (Brunette et al.,
2001), so dass der Prozess der Kollagenabscheidung auf dem Metall durch diese
Mineralien nochmals deutlich verkompliziert wird. Diese Beeinflussung soll im
Rahmen der Versuche moglichst vermieden werden, um die Ubersichtlichkeit bei der
Auswertung zu erhohen. Die kollagenfreie Referenzlosung enthélt dementsprechend
gleichfalls weder Kalzium- noch Phosphat-lonen.

Bei der Applikation der Kollagenlosung auf das Implantatmaterial kommen die
ausgepragten Unterschiede der Benetzbarkeit zwischen den plasmabehandelten Proben
und den unbehandelten Referenzproben deutlich zur Geltung. Die Verteilung der
Kollagensuspension auf den unbehandelten Probekorpern gestaltet sich schwierig. ES
sind relativ hohe Volumina - um 500ul - zur Beschickung der Proben erforderlich.
Hingegen ist die Benetzung der plasmabehandelten Oberflachen unproblematisch.
Deutlich niedrigere Volumina - etwa 100l - wéren erforderlich. Um diesen Nachteil
der unbehandelten Proben auszugleichen werden letztlich alle Proben mit dem relativ
hohen Volumen von 500ul beschickt. Hier deutet sich jedoch ein offensichtlicher

Vorteil der Plasmabehandlung fur die praktische Anwendung an.

5.1.4 Durchfihrung der Zellkulturversuche

Die Vorginge nach dem Einbringen von Fremdmaterial in einen Gesamtorganismus
sind auBerordentlich komplex (Brunette et al., 2001). Insbesondere die Beteiligung des
Blutkreislaufs und des weitlaufigen Immunsystems bei der Integration von
Implantatmaterialien verdeutlichen, dass Versuche in Zellkulturen zur Untersuchung der
Biokompatibilitdt grundsatzlich in ihrer Aussagefahigkeit begrenzt sind. Auf der
anderen Seite ermdglichen Versuche in Zellkulturen aber gerade durch die Reduktion
der Komplexitdt die gezielte Untersuchung einzelner Teilaspekte der
Implantatintegration. Dadurch kdnnen Probleme konkretisiert und Ansatzpunkte fiir

eine Optimierung identifiziert werden.
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Als einer dieser wesentlichen Teilaspekte bei der Integration von Implantatmaterialien
wird in der vorliegenden Arbeit die Reaktion der ortsstdndigen Zellen auf die
Fremdoberflachen untersucht. Wenn auch die klassische Entzlindungsreaktion mit
Exsudation und Vermehrung eingewanderter Zellen (Riede et al., 2004) im weiteren
Verlauf fur das Schicksal eines Implantats entscheidend sein mag, bendtigen diese
Prozesse Zeit. Das ist gerade bei dem temporédren Ph&nomen der
Oberflachenaktivierung zu berlcksichtigen. Zuerst erfolgt der Kontakt mit dem
ortsstandigen Gewebe, dessen zelluldre und azellulare Komponenten interagieren mit
dem Fremdmaterial. Sie verandern dieses und modifizieren damit nachgeschaltete
Prozesse. Im Falle von Knochenimplantaten kommt also den im Knochengewebe
dominanten, osteogenen Zellen und der Knochenmatrix entscheidende Bedeutung zu.
Dabei werden in der vorliegenden Arbeit SAOS-2-Zellen als Modell fir osteogene
Zellen verwendet. Diese sind bei raschem Wachstum und schneller Verfligbarkeit
einfach kultivierbar, dabei aber nicht transformiert und auch nach mehrfacher
Passagierung relativ stabil (Hausser and Brenner, 2005). In ihren Eigenschaften sind
SAOS-2-Zellen sehr gut charakterisiert und humanen Osteoblasten ausgesprochen
ahnlich (Rodan et al., 1987). Sie sind sogar in der Lage eine suffiziente extrazellulére
Knochenmatrix zu erzeugen (McQuillan et al., 1995), deshalb werden SAOS-2-Zellen
in Studien interessanterweise sogar selbst als ein alternatives Mittel zur Beschichtung
von Implantatmaterialien genutzt (Fassina et al., 2008).

Zur Kultivierung wird ein etabliertes Zellkulturmedium aus RPMI 1640 und fotalem
Kélberserum FCS im Verhdltnis 9:1 genutzt. Wahrend das RPMI chemisch definiert
und aufgrund der einfachen Zusammensetzung gut kalkulierbar ist, handelt es sich beim
FCS um ein Naturprodukt mit komplexer und in gewissen Grenzen variabler
Zusammensetzung (Harrison and Rae, 1997). Fiir die Interpretation der Ergebnisse sind
besonders die im fotalen Kalberserum enthaltenen Proteine entscheidend. Bei der
Interaktion von korpereignen oder - im Falle von Zellkulturversuchen - kdrperéhnlichen
Flussigkeiten, wie dem Zellkulturmedium, mit Implantatoberflichen spielen Proteine
eine entscheidende Rolle (Brunette et al., 2001). Einige auch im FCS enthaltene
Proteine wie das Fibronektin dienen als Ankerpunkte fiir Zellen und kénnen somit deren
Adhésion begunstigen (Underwood and Bennett, 1989). Andere Proteine wiederum,
beispielsweise Albumin, behindern die zellulare Kontaktaufnahme (Haynes and Norde,
1994). Dabei hédngt die Ausprdgung von adhdsionsfordernden und -stérenden

Eigenschaften der Proteine auch ab von deren Veranderung durch andere Bestandteile
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der Flussigkeit, insbesondere durch Elektrolyte wie Kalzium- und Phosphat-lonen
(Serro et al., 1997), und durch die Interaktion mit der Implantatoberflache, bei der es zu
partieller Denaturierung kommen kann (Feng and Andrade, 1993). Zusammenfassend
stellt das FCS als wesentliche Quelle fiir Proteine einen entscheidenden Einflussfaktor
fir die Kolonisation der Materialoberflachen im Rahmen der Versuche dar. Mittels
Durchmischung und Poolen des Serums unterschiedlicher Chargen zur
Homogenisierung noch vor Verwendung des FCS und dem paarigen Versuchsdesign
soll eine stérende Einflussnahme auf die Versuchsergebnisse durch ungleiche
Zusammensetzung dieses unverzichtbaren Bestandteils des Kulturmediums minimiert
werden.

Bezliglich der Proteine ist bei kritischer Betrachtung ferner aufféllig, dass deren
Konzentration im Rahmen der Zellkultur-Versuchsbedingungen, verglichen mit den
Verhaltnissen in vivo, gering ist. Knochen besteht vornehmlich aus interzelluldrer
Substanz, Strukturproteine wie Kollagen sind mengenmaRig den zellularen
Bestandteilen weit (bergeordnet (Schiebler and Schmidt, 2002). In der
Zellkultursuspension gestalten sich die Verhaltnisse anders. Die Proteine, die neben
dem FCS noch aus der Eigenproduktion der SAOS-2-Zellen stammen, sind
vergleichsweise unterreprasentiert. Das gilt besonders fur die Strukturproteine.
Tatsachlich wird der in vivo vorhandene Uberhang an Strukturproteinen beim
Einbringen eines Implantats wahrscheinlich besser durch die Verhéltnisse in der
Versuchsreihe V2 abgebildet als in der Versuchsreihe V1, denn in V2 kommt das
Implantat zundchst mit Kollagen in Kontakt und erst danach mit den in vivo eher
unterreprasentierten Zellen. Bei Ubertragung der in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse
auf die Verhéltnisse in vivo ist deshalb zu beachten, dass wahrscheinlich auch die nur
oberflachenaktivierten und nicht sekundar mit Kollagen beschichteten Proben sich im

Korper eher wie die Prufkorper in der Versuchsreihe V2 verhalten.

5.1.5 Auswertung der Zellkulturversuche

Die mikroskopische Auswertung erreicht als direkte Nachweismethode fir Adhésion

und Proliferation von Zellen eine hohe Sensitivitat. Neben der quantitativen Bewertung

der zellularen Besiedlung der Fremdoberfliche kann die Interaktion mit dem

Implantatmaterial durch morphologische Betrachtung auch qualitativ beurteilt werden.

Aufgrund der Lichtundurchldssigkeit des Implantatmaterials ist dabei die
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Durchlichtmikroskopie unmdglich. Wegen der Transparenz der Zellen mit schwieriger
Abgrenzbarkeit erscheint auch die Auflichtmikroskopie unginstig, so dass die
Auswertung fluoreszenzmikroskopisch erfolgt. Durch Anfarbung mit dem selektiven
Vitalfarbstoff Calcein-AM wird die Methode funktionalisiert (Bogdanski, 2005). Auf
die oft angewandte Gegenfarbung mit Propidiumiodid zur Darstellung avitaler Zellen
wird verzichtet. In Vorversuchen hat sich gezeigt, dass nach den im Rahmen der
Farbungen durchgefiihrten Waschungen avitale Zellen nahezu nicht mehr nachweisbar
sind, unabhéngig von der Vorbehandlung des Implantatmaterials. Die aus
toxikologischer Sicht ohnehin kritische Propidiumiodid-Farbung wird deshalb in den
folgenden Versuchen nicht weiter eingesetzt.

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse wird durch Elektronenmikroskopie erganzt.
Hier konnen feinmorphologische Unterschiede bei der Kolonisation des
Implantatmaterials ~ identifiziert ~ werden. Dabei  prasentiert  sich  die
elektronenmikroskopische Untersuchung als sehr sensitiv, in der Versuchsreihe V1
konnen allein durch diese Methode relevante Unterschiede zwischen den
plasmabehandelten und den unbehandelten Proben nachgewiesen werden. In der
Versuchsreihe V2 wird demgegeniber auf die Durchfuhrung
rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen verzichtet, hier sind die Ergebnisse der
quantitativen Untersuchungen bereits hinreichend eindeutig.

Im Gegensatz zur mikroskopischen Analyse handelt es sich beim alamarBlue-Assay um
eine indirekte Nachweismethode fiir Adhdrenz und Proliferation von Zellen, basierend
auf der Quantifizierung von Stoffwechselaktivitaten. Wie beim bekannteren MTT-
Assay sind beim alamarBlue konkret Redoxprozesse in den Zellen die Grundlage fur
Messungen. Dabei Ubertrifft alamarBlue den MTT-Assay aber an Sensitivitat (Hamid et
al., 2004) und wird deshalb fur die Versuche gewahlt. Die Auswertung kann beim
alamarBlue prinzipiell sowohl fluoreszenzphotometrisch als auch klassisch
kolorimetrisch durch den Farbumschlag des Redoxindikators Resazurin/Resorufin
erfolgen, erstgenannte Methode ist aber bei geringerer Uberschneidung zwischen dem
oxidiertem und reduziertem Zustand des Indikators sensitiver (Fields and Lancaster,
1993). Grundsatzlich gelten Assays, die wie alamarBlue Aktivitatsanderungen in
jeweils verschiedenen, essentiellen Bereichen des Gesamtmetabolismus registrieren,
aufgrund der hohen Sensitivitdt als klassische Methoden beim toxikologischen

Screening. Nachteilig bei solchen Assays ist jedoch, dass zwischen einer Steigerung des
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Substratumsatzes durch Zellvermehrung und einer solchen durch Intensivierung des
Stoffwechsels in den einzelnen Zellen nicht unterschieden werden kann.

Als letzte angewandte Methode stellt die Anfarbung der zuvor beschichteten
Implantatmaterialien mit Fuchsinrot ein vergleichsweise einfaches Verfahren zum
Nachweis der Kollagenabscheidung dar. Nichtsdestoweniger koénnen hiermit die
qualitativen ~ Unterschiede  zwischen zuvor plasmabehandelten und  nicht
plasmabehandelten Proben gut herausgearbeitet werden. Da Niederdruckplasmen,
unabhéngig von ihrer Verwendung in der Medizintechnik, auch industriell zum
Aufbringen von Farbstoffen verwendet werden, kommt der Durchfiihrung von
Kontrollen mit nicht kollagenbeschichteten Proben der Interventionsgruppen px und nx
eine entscheidende Bedeutung zu (Kriger, 2009). Dabei zeigt sich jedoch, dass Proben
ohne vorherige Inkubation mit Kollagen keine relevanten Mengen an Farbstoff
anlagern. Auf eine Quantifizierung der Methode oder auf zusétzliche Verfahren zum
Kollagennachweis wird aufgrund der Eindeutigkeit der Ergebnisse verzichtet. Durch
andere Studien ist bereits eine suffiziente Beschichtung von metallischem
Implantatmaterial ~ durch  Niederdruckplasmen mit vergleichbarer Methodik
nachgewiesen. Hier sind die Ergebnisse der Fuchsinfarbung
rasterelektronenmikroskopisch kontrolliert und verifiziert worden (Hauser et al., 2009a).

5.2 Ergebnisse

Die Behandlung metallischer Implantatmaterialien aus Titanlegierungen und rostfreiem
Stahl mit einem Niederdruckplasma flihrt zu einer ausgepragten Erhéhung der Surface
Free Energy der Implantatoberflache, makroskopisch fassbar als bessere Benetzbarkeit.
Die Zunahme der Gesamtoberflachenenergie wird dabei fast ausschlieRlich durch den
Anstieg der polaren Komponente der Oberflachenergie verursacht (Hauser et al.,
2009a).

Dabei sind die Mechanismen, die eine Erhéhung der SFE bewirken, derzeit noch unklar.
Aufgrund der Eigenschaften des Plasmas mit der geringen Eindringtiefe der reaktiven
Spezies muss aber davon ausgegangen werden, dass die dafiir entscheidenden Prozesse
sich innerhalb der oberflachlichen Oxidschicht abspielen (Ratner, 1993). Am ehesten
kann die Erhohung der SFE fiir metallische Oberflachen derzeit durch die reinigende
Wirkung von Plasmen erklart werden. Selbst sterilisierte Materialien kdnnen an der
Oberflache Verunreinigungen durch aus der Luft adsorbierte, organische Molekiile
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aufweisen. Teilweise lassen sich auch Rickstdnde durch Reinigungsmittel nachweisen
(Aronsson et al., 1997). Die hochenergetische Plasmabehandlung fiihrt dann zu einer
Abtragung der obersten Molekdlschichten der Metalloberflache. Die Verunreinigungen
werden so mitentfernt (Mittal, 1979). An der nunmehr reinen Metalloberflache bildet
sich die passivierende Oxidschicht bei Kontakt mit Luftsauerstoff sofort wieder aus. In
diesem Zustand l&sst sich dann die erhohte Oberflachenenergie nachweisen (Aronsson
et al., 1997). Im weiteren Verlauf kommt es dann zur neuerlichen Verunreinigung auf
der Materialoberflache aus der Luft, und die SFE nimmt wieder ab (Mantel and
Wightman, 1994). Hierdurch lasst sich die Reversibilitat der Oberflachenaktivierung
erklaren (Krlger, 2009). Der fur Polymere zusétzlich nachgewiesene Mechanismus der
Einfugung funktioneller Gruppen durch die Plasmabehandlung erscheint aufgrund des
unterschiedlichen atomaren Aufbaus metallischer Implantatmaterialien
unwahrscheinlich und kann beispielsweise fir Titan auch nicht nachgewiesen werden
(Yoshinari et al., 2006).

Letztlich werden aber - unabhangig vom Mechanismus - durch die Plasmabehandlung
weitgehend inerte Oberflachen reaktionsfahig gemacht (Roach et al., 2007). Dies ist die
Grundlage der verénderten Interaktion mit biologischen Substraten, von der

molekularen bis zur zellularen Ebene.

5.2.1 Oberflachenaktivierung

Anhand von Versuchen in vivo kann fir metallische Implantatmaterialien gezeigt
werden, dass eine Anderung der Oberflachenenergie bei sonst gleichen Materialien mit
einer Verdnderung der Gewebeintegration einhergeht. Bei Implantaten mit einer
geringen SFE zwischen 20 wund 30mN/m finden sich histopathologisch
Abkapselungszonen mit lipophilen Proteinen und nur wenigen Fibroblasten. Bei Proben
mit hoher Oberflachenenergie werden dreifach hoéhere Zahlen an Fibroblasten
nachgewiesen und der histologische Eindruck entspricht einer Gewebeintegration (Baier
et al., 1984). Verschiedene Studien konnen diese Ergebnisse bestatigen. In einer
Untersuchung an Minischweinen kann durch chemische Modifikation der
Titanoberflache eine Steigerung der SFE und nachfolgend eine bessere Apposition von
Knochen erreicht werden (Buser et al., 2004). Eine weitere Studie zeigt fur
Titanimplantate mit hoherer Oberflachenenergie und gesteigerter Hydrophilie
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immunhistochemisch gleichfalls eine verbesserte Gewebeintegration in der Friihphase
nach Implantation (Schwarz et al., 2007a).

Fur eine Niederdruckplasmabehandlung, wie sie im Rahmen der Versuche durchgefiihrt
wird, konnen Oberflachenaktivierungen mit Erhéhung der SFE auf etwa 70mN/m
nachgewiesen werden (Hauser et al., 2009a), so dass eine Steigerung der
Biokompatibilitdt erwartet werden kann. Zudem lasst sich in der zitierten Studie
nachweisen, dass sich der Anstieg der gesamten Oberflachenenergie nicht gleichmaRig
auf die Teilkomponenten verteilt. Wahrend die polare Komponente der SFE durch
Plasmabehandlung deutlich ansteigt, zeigt sich der apolare Anteil nahezu unverandert
(Hauser et al., 2009a). Auch dies kann als gunstig fir eine Erhéhung der
Biokompatibilitdt angesehen werden, da insbesondere hydrophile Oberflachen eine
suffiziente Proteinabsorption ohne Denaturation ermdéglichen (Feng and Andrade,
1993).

Dennoch zeigt sich in der Versuchsreihe V1 der vorliegenden Arbeit zwar insgesamt
eine leichte Tendenz zu besserer Adhésion und Proliferation der SAOS-2-Zellen auf
plasmabehandelten Implantatmaterialien, diese sind im Vergleich zu den unbehandelten
Referenzproben aber nicht signifikant gebessert. Als Erklarung dafur konnen
hauptséchlich die folgenden beiden Griinde in Betracht gezogen werden:

Zuerst lasst sich der unter 4.1.4 bereits umfangreich diskutierte relative Mangel an
funktionellen Proteinen fiir eine ausbleibende Verbesserung von Adharenz und
Proliferation der SAOS-2-Zellen auf behandelten Implantaten anschuldigen.
Insbesondere  Ankerproteine  sind in  der  Zellkultursuspension  deutlich
unterreprasentiert. Im FCS sind Strukturproteine verglichen mit den globuldren
Proteinen ohnehin deutlich in der Minderheit, wahrend die aus Eigenproduktion der
SAOS-2-Zellen stammenden Ankerproteine durch das Abldsen der Zellen im Rahmen
der Passagierung immer wieder zerstort werden. Wenn auch der dann noch vorhandene
Bestand fiir die Erhaltung der Zellen in Kultur und eine basale Besiedlung der
metallischen Prifkérper ausreichend sein mag, stellt ein relativer Mangel an
Strukturprotein ggf. den limitierenden Faktor fiir eine weitere Steigerung von Adhdsion
und Proliferation der SAOS-2-Zellen durch Optimierung der Oberflache im Rahmen der
Versuche dar. Dazu passt, dass die Bereitstellung eines hoheren Angebots an
Strukturprotein, namlich des Kollagen I, in der Versuchsreihe V2 zu signifikant
starkerer Besiedlung der Implantate nach vorheriger Plasmabehandlung fuhrt. Auch

kann dies die Diskrepanz zu den Ergebnissen der oben zitierten Studien erkléren. Hier
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werden die Untersuchungen in vivo durchgefihrt, die Auswertung erfolgt histologisch,
so dass von hinreichenden Mengen an funktionellen Proteinen, die die weitere
Gewebeintegration ermdglichen, ausgegangen werden muss.

Zweitens muss darauf hingewiesen werden, dass eine Steigerung der
Oberflachenenergie nicht generell mit einer Steigerung der Biokompatibilitét
einhergeht. Beim Uberschreiten bestimmter Optimalwerte der SFE kommt es nicht zu
einer weiteren Verbesserung der Gewebevertraglichkeit, sondern im Gegenteil wieder
zu einer Verschlechterung. Fir polymere Implantatmaterialien kann das Bestehen
solcher Optimumwerte der Freien Oberflachenenergie fir zellulare Adhasion und
Proliferation nachgewiesen werden. Dabei unterscheiden sich die Optima abh&ngig von
der untersuchten Zellpopulation (Jansen et al., 1991). Fir endotheliale Zellen auf
polymerem Werkstoff (Methacrylat) kdnnen optimale Kontaktwinkel mit Wasser von
ca. 40° gefunden werden (van Wachem et al., 1987). Das entspricht einer
Oberflachenenergie von etwa 60mN/m. Demgegenuber liegt der optimale
Kontaktwinkel mit Wasser flr Fibroblasten auf polymerer Oberflache bei etwa 55° (Lee
at al., 1998), entsprechend einer nochmals geringeren SFE von ca. 50mN/m. Fr
metallische Implantatmaterialien finden sich in der Literatur keine vergleichbaren
Daten. Relativ zu den fur verschiedene Polymere festgestellten Werten ist die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erreichte Oberflachenenergie aber tatsachlich sehr
hoch. Solch hohe Oberflachenenergien mogen die Benetzbarkeit mit Wasser weiter
erhbhen und die Adsorption von nieder- und hohermolekularen Bestandteilen aus
Korperfliissigkeiten bzw. aus der Zellkulturmedium-Suspension ggf. steigern.
Gleichzeitig kann aber durch die starke Anbindung dieser Molekile an das Implantat
deren Interaktion mit den zur Besiedlung bereitstehenden Zellen gestort werden. So
werden den  Ankerproteinen  durch die starke  Adsorption an die
Fremdmaterialoberflache Konfirmationsanderungen aufgezwungen. Dadurch kommt es
zur Denaturation bestimmter Bereiche dieser Proteine, die als Kontaktpunkte fiir Zellen
dienen (Zhu et al., 2005). Auch kann es durch eine hdhere Freie Oberflachenenergie zur
vermehrten Adsorption von Proteinen kommen, die der weiteren zelluldaren Adhé&sion
eher abtrdglich sind. Hier sei jedoch erwahnt, dass fur das Albumin als Hauptvertreter
der adhéasionsbehindernden Proteine explizit gezeigt werden konnte, dass es bevorzugt
an Metalloberflaichen mit geringer Surface Free Energy adsorbiert (Williams and
Williams, 1988).
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Fur die praktische Anwendung von Niederdruckplasmen in der Medizintechnik gébe es
bezuglich einer zu starken Oberflachenaktivierung allerdings einen einfachen
Losungsansatz: Zwar konnen fur samtliche Einstellungen der Behandlungsparameter
Gasgemisch, Prozessdruck, eingekoppelte Leistung und Behandlungszeit, wie sie im
Rahmen des EU-Forschungsprojekts BIODECON etabliert sind, dhnlich ausgeprégte
Erhohungen der SFE nachgewiesen werden (Hauser et al., 2009a), so dass die Variation
dieser Behandlungsparameter keine Verbesserung der Biokompatibilitat durch
Optimierung der Freien Oberflachenenergie verspricht. Gleichzeitig kann aber eine gut
reproduzierbare, zeitbedingte Abnahme der SFE nach Plasmabehandlung dokumentiert
werden, mit Halbwertszeiten im Bereich von wenigen Tagen (Hauser et al., 2009a).
Somit lieBe sich Uber eine Inkubationszeit nach der Behandlung mit
Niederdruckplasmen ggf. ein Optimalwert der Oberflachenenergie erreichen.

Natlrlich muss, fernab der oben aufgefiihrten Erklarung fir das Ausbleiben einer
verbesserten zelluldren Kolonisierung des Fremdmaterials, auch kritisch hinterfragt
werden, ob die in der Arbeit genutzten Methoden Uberhaupt in der Lage sind
signifikante Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Proben
aufzudecken. Ein Hinweis, der dagegen spricht, ist, dass in nahezu allen
Untersuchungen eine gleichartige Tendenz zu besseren Ergebnissen bei behandelten
Prifkdrpern  nachweisbar ist, wahrend eine tendenziell bessere zelluldre
Kontaktaufnahme bei unbehandelten Proben nur einmalig ermittelt werden kann. Auch
werden die in der Kalkulation des Stichprobenumfangs zu Grunde gelegten Werte der
Standardabweichung in den Versuchen teilweise deutlich Uberschritten. In
Ubereinstimmung damit zeigt eine VergroRerung des Stichprobenumfangs durch
probatorische Zusammenlegung der Einzelergebnisse aller drei Metalle einen
signifikant besseren zelluldaren Bewuchs auf plasmabehandelten Proben.

Zuletzt ist ferner aufféallig, dass die qualitative rasterelektronenmikroskopische
Untersuchung eine durchaus eindeutige, verbesserte zelluldre Kontaktaufnahme nach
Plasmabehandlung aufzeigen kann, wéhrend dies mittels der quantitativen Methoden,
also der Fluoreszenzmikroskopie und der Fluoreszenzphotometrie nicht gelingt.
Andererseits muss an dieser Stelle auf die Resultate der Versuchsreihe V2 verwiesen
werden, denn mit der gleichen Methodik, vergleichbarem Stichprobenumfang und
analoger Fragestellung kénnen hier signifikante Unterschiede bei der Besiedlung der

Implantate nachgewiesen werden. Dies ist sogar gelungen, obwohl der mehrfache
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Vergleich von Resultaten aus einem Datensatz eine Korrektur nach Bonferroni
erforderlich macht.

Unabhédngig von einer Steigerung der Biokompatibilitdt sollen die Ergebnisse der
Oberflachenaktivierung hier noch unter einem anderen Gesichtspunkt diskutiert werden.
Unter den Anwendungsmoglichkeiten der Niederdruckplasmabehandlung in der
Medizintechnik nimmt die Plasmasterilisation eine Vorreiterrolle ein. Hierbei werden
die nach Energieeinkopplung entstehenden reaktiven Partikel und die freigesetzte
elektromagnetische Strahlung des Plasmas dazu genutzt Mikroorganismen abzutdten
(Benedikt et al., 2008). Insgesamt kdnnen mit den in dieser Arbeit verwendeten
Einstellungen der Plasmaparameter in anderen Studien sehr gute Ergebnisse beziiglich
der Keimreduktion erreicht werden (Hauser et al., 2008). Vorteile gegenuber anderen
Sterilisationsverfahren ergeben sich aus der schon mehrfach angefuhrten Schonung des
Kernmaterials (Ratner, 1993). So ist die Plasmasterilisation beispielsweise auch fur
hitzeempfindliche Materialien gut geeignet (Hauser et al.,, 2008). Bevor ein
Sterilisationsverfahren jedoch eine breite klinische Anwendung erfahren kann, ist neben
dem Nachweis der Tauglichkeit der Ausschluss einer Gesundheitsgefahrdung durch das
Verfahren obligat (Wintermantel and Ha, 1998). Insbesondere ist fur
Sterilisationsverfahren ~ zu  belegen, dass die entsprechend behandelten
Implantatmaterialien keine Schadigung des Empfangerorganismus herbeifuhren. Hier
kdnnen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Hilfestellung leisten. Wenn auch eine
positive Wirkung der Plasmabehandlung auf die zelluldre Besiedlung von Implantaten
nicht sicher belegen werden kann, so kann andersherum auch nicht gezeigt werden, dass
unbehandelte Proben den plasmabehandelten hinsichtlich der Biokompatibilitét
Uberlegen sind. Somit muss anhand der hier vorliegenden Ergebnisse davon
ausgegangen werden, dass die Sterilisation mittels Niederdruckplasma keine
nachteiligen Effekte auf den Empfangerorganismus hat.

AbschlieBend sei noch auf das Potential der Oberflachenbeschichtung fur
nichtmetallische Werkstoffe hingewiesen. Keramiken, Polymere und Biomolekile
werden in dieser Arbeit weitgehend ausgeklammert. Dies dient dem Erhalt einer
gewissen Ubersichtlichkeit und scheint besonders deshalb gerechtfertigt, weil die
Effekte der Plasmabehandlung auf molekularer Ebene sich zwischen den
Werkstoffgruppen zum Teil deutlich unterscheiden. Zwar fihrt beispielsweise die
Plasmabehandlung von Polymeren auch zu einer Erhohung der freien

Oberflachenenergie. Dies kommt hier aber vor allem durch das Einfligen neuer
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funktioneller Gruppen in die obersten Atomlagen zustande (Wang and He, 2006).
Dementsprechend sind die Veradnderungen der Oberflache dann auch gar nicht, nicht so
schnell oder nicht volistandig reversibel (Ren et al., 2008). Dennoch kann auch fir
keramische Werkstoffe (Dos Santos et al., 2008) und Polymere (Jansen et al., 1991)
gezeigt werden, dass eine moderate Erhéhung der Freien Oberflachenenergie zu
gesteigerter Proteinadsorption, vermehrtem zellularem Bewuchs und letztlich zu einer
besseren Gewebeintegration fihrt.

Zuletzt haben neuere Studien in vivo nachgewiesen, dass eine Oberflachenaktivierung
durch Niederdruckplasmabehandlung sogar bei biologischen Implantatmaterialien zu
einem besseren Einwachsverhalten fiihrt. In Versuchsreihen an Mé&usen ist fur eine
Matrix aus Kollagen und Elastin mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie und
histologischer Aufarbeitung eine gesteigerte Vaskularisierung und eine bessere
Gewebeintegration der plasmabehandelten Proben im Vergleich zu unbehandelten
Proben belegt werden (Ring et al., 2010). Ahnliche Ergebnisse konnen mit gleicher
Methodik auch fiir allogenes, demineralisiertes Knochenmaterial nachgewiesen werden
(Ring et al., 2011). Dabei spielt neben der Beseitigung von oberflachlichen
Verunreinigungen durch die Plasmabehandlung und dem Einfligen neuer funktioneller
Gruppen bei biologischen Implantatmaterialien wohl vor allem die Quervernetzung der

Oberflachenmolekiile eine entscheidende Rolle (Hauser et al., 2009b).

5.2.2 Beschichtung nach Oberflachenaktivierung

Derzeit stellt die Oberflachenbeschichtung von Implantmaterialien eines der zentralen
Forschungsgebiete in den Biomaterialwissenschaften dar (Wintermantel and Ha, 2009).
Unter den zur Beschichtung bereitstehenden Materialien wird in der Gruppe der
kdrpereignen, biogenen Substrate Kollagen das grolte Potential zur Optimierung der
Biokompatibilitdt von Implantaten eingerdumt (Park et al., 2005). Es kann uber
Integrine und andere spezifische, zelluldre Oberflachenrezeptoren direkt mit den zur
Besiedlung bereitstehenden Zellen in Kontakt treten und letztlich dariiber Adhasion,
Migration, Wachstum und Differenzierung der Zellen beeinflussen (Zhao et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit kann durch Niederdruckplasmabehandlung eine suffiziente
und stabile Kollagenschicht auf Probekdrpern etabliert werden, wahrend auf
unbehandelten Proben nach Einbringen in die Kollagenlosung eine qualitativ

minderwertige Beschichtung entsteht. Dies deckt sich mit den Beobachtungen in
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anderen Studien. Hier sind, bei einer zehnfach geringeren Konzentration der
Kollagenldsung und deutlich kiirzerer Inkubationszeit, aber sonst gleicher Methodik, die
Unterschiede zwischen plasmabehandelten und unbehandelten Proben sogar noch
deutlicher (Hauser et al., 2009a).

Fur eine akzeptable Beschichtung von Titanoberflachen ohne eine vorherige
Plasmabehandlung oder sonstige Konditionierung der Materialoberflichen missen
Kollagenlésungen genutzt werden, die um den Faktor 1000 starker konzentriert sind als
die hier verwendete (Geissler et al., 2000). Somit stellt die Beschichtung durch einfache
physikalische Adsorption zwar ein schonendes Verfahren dar (Wolf-Brandstetter,
2004), doch die Vorteile der Plasmabehandlung zur Steigerung der Effizienz liegen auf
der Hand.

Alternativ kann eine Beschichtung durch Haftvermittler erreicht werden. Formaldehyd,
Glutaraldehyd und verschiedene Karbodiimid-Derivate etablieren durch kovalente
Anbindung und Quervernetzung der Biomolekile stabile Coatings und finden daher
breite Anwendung in der Medizintechnik (Mdller et al., 2005). Doch einerseits sind die
genannten Substanzen aus toxikologischer Sicht nicht ganz unbedenklich (Wagner
1992), andererseits sind diese chemischen Methoden zur Oberflachenbeschichtung
vergleichsweise kompliziert und zeitaufwendig (Abke, 2003). Letzteres gilt in
besonderem Male auch fir die Silane, die hdufig als Grundlage komplexer
biomolekularer Beschichtungen dienen (Nanci et al., 1998).

Ein weiteres etabliertes Verfahren zur Materialbeschichtung ist das Plasma-Spraying. In
der Medizintechnik findet es beispielsweise zur Beschichtung von Implantaten mit
Hydroxylapatit HA Anwendung (Liu et al., 2005). Allerdings sind die entstehenden
HA-Schichten héaufig sehr dick und uneben (Toth et al., 2002). Dazu verbieten die
Prozesstemperaturen von bis zu 2000°C eine Anwendung bei hitzesensitiven
Materialien, also auch bei Proteinen wie Kollagen (Hauser et al., 2009b).

Unabhéngig von der zur Beschichtung angewandten Technologie kann aber sowohl fr
Versuche in Zellkultur (Geissler et al., 2000) als auch bei Untersuchungen in vivo
(Hauser et al., 2009b) gezeigt werden, dass ein kollagenbeschichtetes Fremdmaterial zur
besseren Gewebeintegration neigt. Diese Ergebnisse werden durch die vorliegende
Arbeit gestltzt. Insbesondere fiir den verwendeten rostfreien Stahl zeigt sich,
unabhangig von der Methode der Auswertung, eine signifikant bessere Adhé&sion und
Proliferation von plasmabehandelten und kollagenbeschichteten Implantaten verglichen

mit unbehandelten Exemplaren. Beim Titan hingegen kann nur in der
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Fluoreszenzmikroskopie mit Calcein-AM nach 72h Inkubation eine signifikante
Uberlegenheit der plasmagestiitzten Kollagenbeschichtung demonstriert werden,
wahrend die anderen Methoden lediglich eine Tendenz in diese Richtung nachweisen
konnen. Dabei lassen sich die Unterschiede zwischen Titanlegierung und Stahl
beziglich der Eindeutigkeit der Ergebnisse am ehesten dahingehend interpretieren, dass
beim Titan, das per se als besser biokompatibel gilt (Bronzino, 2006), eine Steigerung
der Biokompatibilitdt wahrscheinlich schwieriger zu erreichen ist als beim weniger
biokompatiblem Stahl, wo die positiven Effekte des Kollagens eindeutiger zum Tragen
kommen konnen.

Aber die medizintechnischen Bemihungen zur biomolekularen Beschichtung von
Implantatmaterial beschréanken sich nicht auf das Kollagen. Die oben geschilderte
Interaktion des Kollagen mit Integrinen und anderen spezifischen, zelluléren
Oberflachenrezeptoren erfolgt Uber besondere Zellbindungsdomanen, in denen der
Aminoséduresequenz  Arginin-Glycin-Asparaginsaure,  abgekurzt RGD, eine
Schlisselrolle  zukommt (Zhao et al.,, 2006). Deshalb ist es naheliegend
Implantatmaterialien mit dieser relativ einfachen Aminoséuresequenz zu beschichten,
und in den diesbezuglich durchgefiihrten Studien in vivo kdnnen tatsachlich positive
Auswirkungen einer RGD-Beschichtung auf die Integration von Implantatmaterialien
nachgewiesen werden (Ferris et al., 1999). Dabei scheinen Unterschiede zwischen
zirkuldarem RGD, bei dem die Aminosauren an Anfang und Ende des Oligopeptids
ringformig zusammengefiigt werden, und linearem RGD ohne entsprechenden
Ringschluss zu bestehen, denn zumindest in-vitro-Versuche mit Endothelzellen zeigen
flr ersteres bessere Ergebnisse (Kdmmerer et al., 2011).

Ein anderes zur Beschichtung geeignetes Strukturprotein ist das Fibronektin, das
physiologisch eine entscheidende Rolle bei Prozessen wie Adhésion und Wachstum von
Zellen spielt (Loffler and Petrides, 2003). Hier haben jedoch Vergleiche mit Kollagen
anhand von Versuchen in Zellkultur eine Uberlegenheit des letzteren aufgezeigt (Park et
al., 2005).

Bei den Bone Morphogenetic Proteins handelt es sich hingegen nicht um
Strukturproteine, sondern um eine Gruppe von Zytokinen, die Wachstum und
Differenzierung von Geweben regulieren (Chen et al., 2004). Aus dieser Gruppe wird
insbesondere das BMP-2 aufgrund seiner Bedeutung bei der Knochenbildung zur
Beschichtung von am Knochen eingesetzten Implantaten genutzt (Thorey et al., 2011).

Im Bereich der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie haben Beschichtungen mit BMPs
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bereits gute Ergebnisse erzielt (Avila et al., 2009). Aber auch fir den Bereich der
Orthopadie und Unfallchirurgie konnten Versuche an Kaninchen CT-radiologisch eine
gesteigerte Knochendichte um BMP-beschichtete Implantate nachweisen, wenn auch
anschlieBend durchgefiihrte Pull-out-Tests keine signifikanten Unterschiede zwischen
behandelten und unbehandelten Proben herausarbeiten konnten (Thorey et al., 2011).
Unter den korperfremden Materialien spielt biodegradierbares Polylactid eine wichtige
Rolle. PDLLA-Beschichtungen zeichnen sich durch hohe mechanische Stabilitat aus.
Eine Beeinflussung des Immunsystems durch die korperfremde Substanz kann nicht
nachgewiesen werden (Gollwitzer, 2005). Interessant ist die Madglichkeit zur
Ankopplung von Medikamenten an die Polylactid-Schicht. Hier ist besonders die
Applikation von Antibiotika oder Antiseptika interessant (Kalicke et al., 2006). In
Studien konnen fiir PDLLA-Beschichtungen, die Gentamycin freisetzen, gute
Ergebnisse beziiglich Infektkontrolle und Integritat der Implantate erreicht werden
(Vester et al., 2010). Uber das gleichfalls gut biodegradierbare Polylactid-co-Glycolid
PLGA, das auch als chirurgisches Nahtmaterial genutzt wird, kann Dexamethason an
Implantate aus Titan gekoppelt werden, die so modifizierten Proben bewirken in vivo
eine bessere Differenzierung mesenchymaler Stammzellen (Son et al., 2013). Auch
Chitosan kann als Grundlage fir eine lokale Medikamentenapplikation gewahlt werden.
Hier zeigt eine Kopplung mit Chlorhexidin und vor allem mit Tetrazyklin eine
zuverlassige antibakterielle Wirksamkeit (Norowski et al., 2011).

Fur alle genannten Substrate bestehen bereits unterschiedliche, mehr oder weniger
etablierte Beschichtungsverfahren. Das Aufbringen von RGD (K&mmerer et al., 2011)
und Chitosan (Norowski et al., 2011) erfolgt beispielsweise Uber Silane. Die PDLLA-
Beschichtung basiert auf einfacher Adsorption (Gollwitzer et al., 2005). BMPs wurden
in einer vergleichenden Studie entweder durch einfache, physikalische Adsorption oder
mittels eines Copolymers, dem p-VBP-co-GMA, aufgebracht (Thorey et al., 2011).
Dabei zeigt sich, dass bezuglich des Beschichtungsverfahrens noch Bedarf zur
Optimierung besteht. In der zuletzt zitierten Studie konnten die mittels Copolymer
aufgebrachten BMPs nicht die gleichen, oben genannten, positiven Ergebnisse erzielen
wie das durch einfache Adsorption aufgebrachte Zytokin, was von den Autoren auf eine
prozessbedingt zu geringe Konzentration der verwendeten BMPs in der Copolymer-
Beschichtung zuriickgefihrt wurde.

Da sich die bisher aufgefuhrten Untersuchungen stets auf Metalle bezogen haben, und

hierbei vornehmlich auf das Titan mit seinen Legierungen, sei abschlieBend erwéhnt,
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dass die selektive, Plasmagestiutzte Beschichtung, ebenso wie die reine
Oberflachenaktivierung, prinzipiell auch fir nichtmetallische Implantatmaterialien gut
mdoglich ist. In einer der vorliegenden Arbeit vergleichbaren Versuchsreihe kann
beispielsweise fur polymeres Silikon eine deutliche Steigerung der zellularen Adhérenz
und Proliferation von fibroblastendhnlichen Zellen durch Plasmabehandlung

nachgewiesen werden (Hauser et al., 2009c¢).

5.3 Ausblick

Bei der Verwendung von Niederdruckplasmen in der Medizintechnik konzentrierte man
sich zundchst darauf ein alternatives Sterilisationsverfahren zu etablieren. Dabei
konnten insgesamt sehr vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich Reduktion von
Keimzahl und Schonung des Sterilgutes erzielt werden (Hauser et al., 2008). Die
Zulassung eines Sterilisationsverfahrens zur breiten klinischen Anwendung setzt jedoch
zusatzlich einen Nachweis der Unschadlichkeit des Verfahrens voraus (Wintermantel
and Ha, 1998). Die hier erhobenen Daten ergeben diesbeziiglich keine Hinweise auf
eine negative Beeinflussung der zelluldren Besiedlung von Implantatmaterialien durch
eine sterilisationsanaloge Plasmabehandlung. Es sind jedoch weitere Untersuchungen,
besonders auch in vivo zur Bestatigung erforderlich.
Ein  weiteres  Anwendungsgebiet der  Niederdruckplasmatechnik  ist  die
Oberflachenmodifikation von Implantatmaterialien, zunéchst als alleinige Aktivierung
ohne sekundare Beschichtung. Hier kann die vorliegenden Arbeit fir die getesteten
Implantatmaterialien keine signifikante Verbesserung der zellularen Kolonisation
nachweisen. Bevor jedoch die reine Oberflaichenaktivierung ohne sekundare
Beschichtung als Verfahren zur Steigerung der Biokompatibilitat ganzlich aufgegeben
wird, sollten die bereits erwahnten, moglichen Ursachen des ungunstigen Abschneidens
naher untersucht werden, insbesondere weil andere Untersuchungen, gerade auch in
vivo, eine deutlich bessere Gewebeintegration bei Implantaten mit gesteigerter Freier
Oberflachenenergie nachweisen konnen (Baier et al., 1984).
Ein erster Ansatzpunkt lasst sich hierbei sicherlich auf methodischer Ebene ausmachen.
Auf die Effekte der Zusammenfligung der Einzelergebnisse mit konsekutiver Erhéhung
des Stichprobenumfangs ist weiter oben bereits ausfiihrlich eingegangen worden.
Bezlglich des vermuteten relativen Proteinmangels unter den vorherrschenden
Versuchsbedingungen in dieser Arbeit sollten etwa zundchst analoge Zellkulturversuche
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mit zusétzlicher Substitution von Ankerproteinen erfolgen. Damit kdnnte nicht nur die
vorstehende Hypothese des relativen Mangels evaluiert werden. Die Etablierung eines
Defizit-Modells kdnnte im Weiteren auch bei der Suche nach neuen, ggf.
zellspezifischen Reagenzien zur Beschichtung von Implantaten hilfreich sein.
Hinsichtlich der wahrscheinlich Gberhdhten Freien Oberflachenenergien nach
Plasmabehandlung sei nochmals auf das konstante Abklingverhalten der
Oberflachenergie nach Beendigung der Plasmabehandlung mit Halbwertszeiten im
Bereich mehrerer Stunden hingewiesen (Hauser et al., 2009a). Hier konnten in
entsprechenden  Zellkulturversuchen  Implantate mit  unterschiedlich  langen
Inkubationszeiten nach einer Niederdruckplasmabehandlung hinsichtlich ihrer
zelluléren Besiedlung miteinander verglichen werden, um so zelltypspezifische Optima
der Oberflachenenergie zu bestimmen. Diese Ergebnisse konnten dann als Grundlage
fur das Design von gewebeadaptierten Implantatoberflachen dienen. Besonders
interessant in diesem Zusammenhang ist, dass mittels Lagerung in wassriger Losung
aus Salz und Stickstoff eine bestimmten SFE konserviert werden kann (Schwarz et al.,
2007b), so dass die Dauer der Inkubationszeit nach Plasmabehandlung auch exakt
festgesetzt werden kann. So wéren die Versuche auch weniger zeitkritisch.

Insgesamt zeigt sich jedoch die plasmagestiitzte Beschichtung durch Aktivierung von
Implantatoberflachen mit anschliefender Inkubation in entsprechenden Ldsungen der
alleinigen  Oberflachenaktivierung  Uberlegen. Hier kdnnen  zwischenzeitlich
durchgefiihrte  Studien in vivo bereits Vorteile von  plasmagestiitzt
kollagenbeschichteten Implantaten gegeniiber unbehandelten Proben nachweisen
(Hauser et al., 2009b). Zukunftig geht es darum die Effektivitat der Plasmabehandlung
flr die Beschichtung mit weiteren Biomaterialien, etwa RGD oder BMPs zu validieren.
Auch die plasmagestiitzte Beschichtung mit anderen sensitiven Fremdmolekilen wie
PDLLA oder verschiedenen Medikamenten erscheint mdglich. Je nach Zielgewebe und
gewiinschter Funktion des Implantates konnten dann Implantatoberflachen spezifisch
optimiert werden.

Sowohl die plasmagestiitzte Beschichtung als auch die alleinige Oberflachenaktivierung
sind dabei nicht auf metallische Werkstoffe beschrénkt, auch fiir Keramik, Polymere
und sogar biomolekulare Materialien sind die VVorziige der Plasmabehandlung nutzbar.
AbschlieRend sei noch ein weiterer Bereich der Biomaterialwissenschaften angerissen.
Implantatmaterialien kommen nicht nur mit demjenigen Gewebe in Kontakt fur das sie

konzipiert worden sind, sondern sind in hohem Male einer Kontamination durch
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Mikroorganismen ausgesetzt. Zwischen den Zellen und Geweben, die das
Implantmaterial besiedeln sollen und diesen Mikroorganismen kommt es zu einem
sogenannten Race for the surface (Wirth and Mutschler, 2009). Demnach missen
Implantatmaterialien nicht nur eine positive Interaktion mit dem Zielgewebe
ermoglichen, sondern sollten gleichzeitig einer Kolonisation durch unerwunschte
Mikroorganismen abtréglich sein. Auch vor diesem Hintergrund erscheint die
Behandlung mit Niederdruckplasmen sehr interessant. Zum einen werden
Niederdruckplasmen  wie  bereits ausgeflihrt  ohnehin  antimikrobiell ~ zu
Sterilisationszwecken eingesetzt, zum anderen kann gezeigt werden, dass insbesondere
Oberflacheneigenschaften wie die oberflachliche Materialzusammensetzung, die
Rauheit und auch die Surface Free Energy entscheidend fir die Adhésion an und
Kolonisation von Implantatmaterialien durch Bakterien sind (Yeo et al., 2012). Eine
Modifikation dieser Eigenschaften durch die Niederdruckplasmatechnologie ermdglicht
somit eine Optimierung von Implantatoberflaéchen auch aus mikrobiologischer Sicht.
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6 Zusammenfassung

Bei Niederdruckplasmen handelt es sich um gasférmige Gemische aus positiven und
negativen Ladungstragern mit einem Neutralgasdruck von weniger als Imbar. Aufgrund
der geringen Teilchendichte und seltenen Stossprozessen kommt es nach
Energieeinkopplung trotz hoher Elektronenenergien, die in der Lage sind Atome und
Molekiile zu ionisieren bzw. dissoziieren, zu keinem wesentlichen Anstieg der
Neutralgastemperatur (Chapman, 1980). Dieses thermische Non-Equilibrium liefert die
Grundlage fir eine selektive Oberflachenbehandlung von Werkstoffen unter Schonung
des Kernmaterials (Ratner, 1993).

In der Medizintechnik kann die Plasmabehandlung auf unterschiedliche Weise genutzt
werden, ein erstes Anwendungsgebiet ist die Sterilisation von Implantatmaterialien
(Benedikt et al., 2008). Die Eigenschaften der Plasmabehandlung konnen aulRerdem
dazu genutzt werden, die Biokompatibilitdt von medizinischen Werkstoffen zu steigern.
Niederdruckplasmen fiihren zu einer Oberflachenaktivierung von Implantaten mit
Steigerung der Benetzbarkeit und ermdglichen so eine verdnderte Interaktion mit
biologischen Systemen (Hauser et al., 2009a).

Die konkreten Auswirkungen einer Niederdruckplasmabehandlung auf die Adhérenz
und Proliferation von osteoblastendhnlichen Zellen sollen in dieser Arbeit fiir gdngige
metallische Implantatmaterialien anhand von Versuchen in Zellkultur untersucht

werden.

Es werden in einer ersten Versuchsreihe Probekdrper der Titanlegierungen Ti6AlI4V
und Ti6AI7Nb und des rostfreien Stahls X2CrNiMo18-15-3 nach Plasmabehandlung
(Ar:H2 100:5sccm; p=10Pa; P=1000W; t=120s) mit SAOS-2-Zellen unter
Zellkulturbedingungen bei 37°C in wassergeséattigter, 5%iger CO2-Atmosphére
inkubiert. In einer zweiten Versuchsreihe erfolgt zwischen der Plasmabehandlung und
dem Einbringen in Zellkultur das zusatzliche Einbringen in Kollagenlésung (0,5mg
Kollagen/ml) oder kollagenfreie Referenzlgsung fur 24h mit anschlieRender Trocknung
der Proben. Als Kontrollen dienen in beiden Versuchsreihen nicht plasmabehandelte
Prufkorper.

Die Auswertung erfolgt nach 24h respektive 72h in Zellkultur durch Anfarbung mit
dem Vitalfarbstoff Calcein-AM und anschlieBender fluoreszenzmikroskopischer

Bestimmung der bewachsenen Implantatoberflache. Zudem wird nach 72h Bebriitung
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die Stoffwechselaktivitat der Zellen fluoreszenzphotometrisch mit dem alamarBlue-
Assay bestimmt. In der ersten Versuchsreihe erfolgt die erganzende
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung, um qualitative Unterschiede der
Kolonisierung nachzuweisen. Zum Nachweis der Kollagenablagerung in der zweiten

Versuchsreihe erfolgt die exemplarische Anfarbung mit Fuchsinrot.

Dabei zeigen plasmabehandelte Proben in der ersten Versuchsreihe, unabhangig vom
Implantatmaterial, eine Tendenz zu starkerem Bewuchs mit SAQS-2-Zellen.
Signifikante Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Proben kdnnen in
der Einzelauswertung mit den quantitativen Methoden aber fir keinen Werkstoff
herausgearbeitet werden. Demgegeniber zeigt sich in der statistischen Aufarbeitung mit
Zusammenfliigen der Einzelergebnisse und entsprechender Erhohung des
Stichprobenumfanges eine signifikant gesteigerte Kolonisation bei plasmabehandelten
Prifkorpern. Gleichsam l&sst sich in der feinstrukturellen Betrachtung mittels REM auf
den plasmabehandelten Oberflachen eine ausgepragte Ausbildung von Pseudopodien
und eine abgeflachte Zellmorphologie als Ausdruck einer qualitativ besseren Adhésion
nachweisen.

In der zweiten Versuchsreihe kann gezeigt werden, dass die Plasmabehandlung eine
suffiziente und dauerhafte Beschichtung mit Kollagen Typ | ermdglicht, was mittels
Fuchsinfarbung dokumentiert wird. Flr plasmagesttitzt kollagenbeschichtete Prifkdrper
kann dann ein signifikant gesteigerter zellularer Bewuchs gegeniliber unbehandelten
Proben nachgewiesen werden. Dabei sind besonders die Ergebnisse fur rostfreien Stahl
eindeutig. Aber auch flir Ti6AI7Nb kann ein signifikant starkerer zelluldrer Bewuchs
bei plasmabehandelten Proben nach 72h in Zellkultur mittels Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen werden. Zudem kann fir die Titanlegierung Ti6AI7Nb nach 24h in
Zellkultur eine Uberlegenheit der plasmagestiitzten Aufbringung von Kollagen
gegenuber der Kollagenbeschichtung ohne vorherige Plasmabehandlung belegt werden.

Bei Betrachtung dieser Ergebnisse lasst sich der fehlende Nachweis einer Uberlegenheit
der plasmabehandelten Proben fiir die einzelnen Metalle in der ersten Versuchsreihe
trotz der in anderen Arbeiten nachgewiesenen Steigerung von Oberflachenenergie und
Benetzbarkeit (Hauser et al., 2009a) aul3er durch den geringen Stichprobenumfang am
ehesten mit einem relativen Mangel an Ankerproteinen unter den gewdhlten

Versuchsbedingungen erkldren. Auch ist der Anstieg der SFE nach Plasmabehandlung
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zu hoch fur die Bedirfnisse der Zellen (Jansen et al., 1991). Als Lésungsansatz ist hier
eine Verlangerung der Inkubationszeit nach Plasmabehandlung zu diskutieren.
Zumindest konnen mit Blick auf die Eignung der Plasmabehandlung als
Sterilisationsverfahren keine nachteiligen Effekte der Behandlung auf die zellulére
Besiedlung nachgewiesen werden.

In der zweiten Versuchsreihe erweist sich die Plasmabehandlung als geeignetes
Verfahren zur Kollagenbeschichtung. Verglichen mit alternativen Prozessen zur
Kollagenbeschichtung (Abke, 2003) ist die Plasmabehandlung schonend und einfach
durchfuhrbar. Erwartungsgem&lR zeigen die mittels Plasmabehandlung suffizient
kollagenbeschichteten Implantate dann eine gesteigerte zelluldare Besiedlung.
Zwischenzeitlich durchgefuhrte in-vivo-Studien zur plasmagestitzten
Kollagenbeschichtung von Implantaten kénnen die positiven Ergebnisse hinsichtlich
verbesserter Biokompatibilitat bestatigen (Hauser et al., 2009Db).

Hier deutet sich das grofl3e Potential dieser Methode an, dabei ist die Plasmabehandlung
nicht auf das Aufbringen von Kollagen beschrankt. Es bestehen vielfaltige
Madglichkeiten zur Steigerung der Biokompatibilitdt und ggf. Funktionalisierung von
Implantaten durch die Anwendung der Niederdruckplasmen zur
Oberflachenaktivierung.

82



7 Literaturverzeichnis

Abke, J. (2003). Verbesserung der Biokompatibilitdt metallischer Implantate durch
kovalente Anbindung einer quervernetzten Kollagenschicht. Dissertationsschrift
Universitat Regensburg, Regensburg, 5-32

Arens, S., Hansis, M. (1995). Implantate in der Unfallchirurgie: Osteosynthese mit
Titan. Deutsches Arzteblatt 24, 1516-1518

Aronsson, B.O., Lausmaa, J., Kasemo, B. (1997). Glow discharge plasma treatment for
surface cleaning and modification of metallic biomaterials. J Biomed Mater Res 35, 49-
73

Avila, G., Misch, K., Galindo-Moreno, P., Wang, H.L. (2009). Implant surface
treatment using biomimetic agents. Implant Dent 18, 17-26

Baier, R.E., Dutton, R.C. (1969). Initial events in interactions of blood with a foreign
surface. J Biomed Mater Res 3, 191-206

Baier, R.E., Meyer, A.E., Natiella, J.R., Natiella, R.R., Carter, J.M. (1984). Surface
properties determine bioadhesive outcomes: methods and results. J Biomed Mater Res
18, 337-355

Balazic, M., Kopac, J. (2007). Review: titanium and titanium alloy applications in
medicine. Int J Nano Biomater 1, 3-34

Balla, V.K., Banerjee, S., Bose, S., Bandyopadhyay, A. (2010). Direct laser processing
of a tantalum coating on titanium for bone replacement structures. Acta Biomater 6,
2329-2334

Benedikt, J., Raballand, V., Halfmann, H., Awakowicz, P., von Keudell, A., Kylian, O.,
Hasiwa, M., Rossi, F., Muranyi, P., Wunderlich, J., Comoy, E., Schell, J., Deslys, J.P.
(2008). BIODECON - European project on plasma inactivation of bacteria and
biomolecules. GMS Krankenhaushyg Interdiszip 3, Doc 04

Bharti, A.C., Takada, Y., Shishodia, S., Aggarwal, B.B. (2004). Evidence that receptor
activator of nuclear factor (NF)-kappaB ligand can supress cell proliferation and induce
apoptosis through activation of a NF-kappaB-independent and TRAF6-dependent
mechanism. J Biol Chem 13, 6065-6076

Bloomfield, P. (2002). Choice of heart valve prothesis. Heart 87, 583-589

Bogdanski, D. (2005). Untersuchungen zur Biokompatibilitdt und Biofunktionalitit von
Implantatmaterialien am Beispiel von Nickel-Titan-Formged&chtnislegierungen.
Dissertationsschrift Ruhr-Universitat Bochum, Bochum, 1-42

Boyan, B.D., Sylvia, V.L. Liu, Y., Sagun, R., Cochran, D.L., Lohmann, H., Dean, D.D.,

Schwartz, Z. (1999). Surface roughness mediates its effects on osteoblasts via protein
kinase A and phospholipase A2. Biomater 20, 2305-2310

83



Breme, J. (1988). Titanium and titanium alloys, biomaterials of preference. In Sixth
World Conference on Titanium. Les Editions de Physique, Les Ulis Cedex, Frankreich,
165

Bronzino, J.D. (2006). Biomedical Engineering Fundamentals. CRC Press, Boca Raton,
FL, USA, 38-71

Brunette, D.M., Tengvall, P., Textor, M., Thomsen, P. (2001). Titanium in medicine.
Material science, surface science, engineering, biological responses and medical
applications. Springer Verlag, Berlin Heidelberg, 1-1019

Buser, D., Broggini, N., Wieland, M., Schenk, R.K., Denzer, A.J., Cochran, D.L.,
Hoffmann, B., Lussi, A., Steinemann, S.G. (2004). Enhanced bone apposition to a
chemically modified SLA titanium surface. J Dent Res 83, 529-533

Chapman, B. (1980). Glow discharge processes. Wiley and sons, New York, NY, USA,
1-406

Chen, D., Zhao, M., Mundy, G.R. (2004). Bone morphogenetic proteins. Growth Fact
22, 233-241

Dos Santos, E.A., Farina, M., Soares, G.A., Anselme, K. (2008). Surface energy of
hydroxylapatite and beta-tricalcium phosphate ceramics driving serum protein
adsorption and osteoblast adhesion. J Mater Sci Mater Med 19, 2307-2316

Fandridis, J., Papadopoulos, T. (2008). Surface Characterization of Three Titanium
Dental Implants. Implant Dent 17, 91-99

Fassina, L., Saino, E., Visai, L., Magenes, G. (2008). Electromagnetically enhanced
coating of a sintered titanium grid with human Saos-2 osteoblasts and extracellular
matrix. Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc 2008, 3582-3585

Feng, L., Andrade, J.D. (1993). Surface atomic and domain structures of biomedical
carbons observed by scanning tunneling microscopy (STM). J Biomed Mater Res 27,
177-182

Ferris, D.M., Moodie, G.D., Dimond, P.M., Giorani, C.W.D., Ehrlich, M.G., Valentini,
R.F. (1999). RGD-coated titanium implants stimulate increased bone formation in vivo.
Biomater 20, 2323-2331

Fields, R.D., Lancaster, M.V. (1993). Dual attribute continious monitoring of cell
proliferation/cytotoxicity. Am Biotechnol Lab 11, 48-50

Fogh, J., Fogh, J.M., Orfeo, T. (1977). One hundred and twenty-seven cultured human
tumor cell lines producing tumors in nude mice. J Natl Cancer Inst 59, 221-226

Frosch, K.H., Stuermer, K. (2006). Metallic Biomaterials in Skeletal Repair. Europ J
Trauma 32, 149-159

84



Geissler, U., Hempel, U., Wolf, C., Scharnweber, D., Worch, H., Wenzel, K. (2000).
Collagen type I-coating of Ti6Al4V promotes adhesion of osteoblasts. J Biomed Mater
Res 51, 752-760

Giljean, S., Bigerelle, M., Anselme, K. (2012). Roughness statistical influence on cell
adhesion using profilometry and multiscale analysis. Scanning Epub Nov 15

Gollwitzer, H., Thomas, P., Diehl, P., Steinhauser, E., Summer, B., Barnstorf, S.,
Gerdemeyer, L., Mittelmeier, W., Stenberger, A. (2005). Biomechanical and
allergological characteristics of a biodegradable poly (D,L-lactic acid) coating for
orthopaedic implants. J Orthop Res 23, 802-809

Gradinger, R. (2006). Ossére Integration. Springer Verlag, Berlin Heidelberg, 16-82

Gumpel, P. (2001). Rostfreie Stahle - Grundwissen, Konstruktions- und
Verarbeitungshinweise. expert-Verlag, Renningen 38-100

Halfmann, H., Bibinov, N., Wunderlich, J., Awakowicz, P. (2007). A double
inductively coupled plasma for sterilization of medical devices. J Physics D: Appl
Physics 40, 4145-4154

Hamid, R., Rotshteyn, Y., Rabadi, L., Parikh, R., Bullock P. (2004). Comparison of
alamarBlue and MTT assays for high through-put screening. Toxicol In Vitro 18, 703-
710

Harrison, M.A., Rae, L.F. (1997). General techniques of cell culture. Cambridge
University Press, New York, NY, USA, 1-165

Hauser, J., Halfmann, H., Awakowicz, P., Kéller, M., Esenwein, S.A. (2008). A double
inductively coupled low-pressure plasma for sterilization of medical implant materials.
Biomed Tech 53, 199-203

Hauser, J., Kriger, C.D., Halfmann, H., Awakowicz, P., Kéller, M., Esenwein, S.A.
(2009a).  Oberflachenmodifikation ~ metallischer  Implantatmaterialien  durch
Niederdruckplasmabehandlung. Biomed Tech 54, 98-106

Hauser, J., Ring, A., Schaffran, A., Henrich, L., Esenwein, S.A., Steinau, H.U., Stricker,
I., Langer, S. (2009b). In vivo Analysis of Tissue Response to Plasma-treated Collagen-
I-coated Titanium Alloys. Eur Sur Res 43, 262-268

Hauser, J., Zietlow, J., Kdller, M., Esenwein, S.A., Halfmann, H., Awakowicz, P.,
Steinau, H.U. (2009c). Enhanced cell adhesion to silicone implant material through
plasma surface modification. J Mater Sci Mater Med 20, 2541-2548

Hausser, H.J., Brenner, S.E. (2005). Phenotypic instability of SAOS-2 cells in long-term
culture. Biochem Biophys Res Commun 333, 216-222

Haynes, C.A., Norde, W. (1994). Globular proteins at solid/liquid interfaces. Coll
Surfaces B: Biointerfaces 2, 517-566

85



Head, W.C., Emerson, R.H. (1995). Titanium as the material of choice for cementless
femoral components in total hip arthroplasty. In Brighton, C.T. (ed.). Clinical
Orthopaedics and Related Research. JB Lippincott Company, Philadelphia, PA, USA
85-90

Hench, L.L., Ethridge, E.C. (1982). Biomaterials - An interfacial approach. Academic
Press, New York, NY, USA, 1-385

Jansen, J.A., van der Waerden, J.P.C.M., de Groot, K. (1991). Fibroblast and epithelial
cell interactions with surface-treated implant materials. Biomater 12, 25-31

Jennissen, H.P. (2000). Vertréaglichkeit grol3 geschrieben. Essener Unikate 13, 79-93

Kélicke, T., Schierholz, J., Schlegel, U., Frangen, T.M., Koller, M., Printzen, G,
Seybold, D., Kléckner, S., Muhr, G., Arens, S. (2006). Effect of infection resistance of a
local antiseptic and antibiotic coating on osteosynthesis implants: an in vivo and in vitro
study. J Orthop Res 24, 1622-1640

Ké&mmerer, P.W., Heller, M., Brieger, J., Klein, M.O., Al-Nawas, B., Gabriel, M.
(2011). Immobilisation of linear and cyclic RGD-peptides on titanium surfaces and their
impact on endothelial cell adhesion and proliferation. Eur Cell Mater 21, 364-372

Keller, J., Stanford, C., Wightman, J., Draughn, R., Zaharias, R. (1994).
Characterization of titanium implant surfaces. J Biomed Mater Res 28, 939-946

Klages, C.P. (1999). Modification and coating of biomaterial surfaces by glow-
discharge processes. A review. Materwiss Werksttech 30, 767-774

Knothe, U., Knothe Tate, M.L., Perren, S.M. (2000). 300 Years of Intramedullary
Fixation — From Aztec Practice to Standard Treatment Modality. Europ J Trauma 26,
217-225

Krischak, G.D., Gebhard, F., Mohr, W., Krivan, V., Ignatius, A., Beck, A., Wachter,
N.J., Reuter, P., Arand, M., Kinzl, L., Claes, L.E. (2004). Difference in metallic wear
distribution released from commercially pure titanium compared with stainless steel
plates. Arch Ortho Trauma Surg 124, 104-113

Kriiger, C.D. (2009). Experimentelle Untersuchungen zur Oberflachenverédnderung
metallischer Implantate durch Plasmabehandlung. Dissertationsschrift Ruhr-Universitat
Bochum, Bochum, 4-81

Lee, J.H., Khang, G., Lee, JW., Lee, H.B. (1998). Interaction of Different Types of
Cells on Polymer Surfaces with Wettability Gradient. J Coll Interface Sci 205, 323-330

Le Guillon-Bufello, D., Bareille, R., Lindre, M., Sewing, A., Langier, P., Amedee, J.
(2008). Additive effect of RGD coating to functionalized titanium surfaces on human
progenitor cell adhesion and spreading. Tissue Eng Part A 14, 1445-1455

Lerouge, S., Wertheimer, M.R., Marchand, R., Tabrizian, M., Yahia, L. (2000). Effect
of gas composition on spore mortality and etching during low-pressure plasma
sterilization. J Biomed Mater Res 51, 128-135

86



Li, X., Feng, Y.F., Wang, C.T., Li, G.C., Lei, W., Zhang, Z.Y., Wang, L. (2012).
Evaluation of biological properties of electron beam melted Ti6AlI4V implant with
biomimetic coating in vitro and in vivo. PLoS One 7, €52049

Liu, X., Chu P.K., Ding, C. (2004). Surface modification of titanium, titanium alloys,
and related materials for biomedical applications. Mater Sci Engin: R: Reports 47, 49-
121

Liu, X., Xhi, Y., Ding, C., Chu, P.K. (2005). Early apatite deposition and osteoblast
growth on plasma-sprayed dicalcium silicate coating. J Biomed Mater Res 74, 356-365

Loffler, G., Petrides, P.E. (ed.) (2003). Biochemie und Pathobiochemie. Springer
Verlag, Berlin Heidelberg, 753-788

Mantel, M., Wightman, J. (1994). Influence of the surface chemistry on the wettability
of stainless steel. Surf Interface Anal 21, 595-605

McQuillan, D.J., Richardson, M.D., Bateman, J.F. (1995). Matrix deposition by a
calcifying human osteogenic sarcoma cell line (SAOS-2). Bone 95, 415-426

Mittal, K. (1979). Surface Contamination: Genesis, Detection and Control. Plenum
Press, New York, NY, USA, 1, 45-71

Moisan, M., Barbeau, J., Moreau, S., Pelletier, J., Tabrizian, M., Yahia, L. (2001). Low-
temperature sterilization using gas plasmas: a review of the experiments and an analysis
of the inactivation mechanisms. Int J Pharmaceutics 226, 1-21

Muiller, R., Abke, J., Schnell, E., Macionczyk, F., Gbureck, U., Mehrl, R., Ruszczak, Z.,
Kujat, R., Englert, C., Nerlich, M., Angele, P. (2005). Surface engineering of stainless
steel materials by covalent collagen immobilization to improve implant
biocompatibility. Biomater 26, 6962-6972

Munro-Ashman, D., Miller, A. (1976). Rejection of metal to metal prothesis and skin
sensitivity to cobalt. Contact dermatitis 2, 65-67

Nanci, A., Wuest, J.D., Peru, L., Brunet, P., SharmaV., Zalzal, S., McKee, M.D. (1998).
Chemical modification of titanium surfaces for covalent attachment of biological
molecules. J Biomed Mater Res 40, 324-335

Niinomi, M. (2002). Recent Metallic Materials for Biomedical Applications. Metal
Mater Transactions 33, 477-486

Norowski, P.A., Courtney, H.S., Babu, J., Haggard, W.O., Bumgardner, J.D. (2011).
Chitosan coatings deliver antimicrobials from titanium implants: a preliminary study.
Implant Dent 20, 56-67

Papula, L. (2008). Mathematik flr Ingenieure und Naturwissenschaftler. Vieweg und
Teubner Verlag, Wiesbaden, 1, 1-834

Park, B.S., Heo, S.J., Kim, C.S., Oh, J.E., Kim, J.M., Lee, G., Park, W.H., Chung, C.P.,
Min, B.M. (2005). Effects of adhesion molecules on the behaviour of osteoblast-like

87



cells and normal human fibroblasts on different titanium surfaces. J Biomed Mater Res
74, 640-651

Rabenseifner, L. (1984). Tantal und Niob als Implantatwerkstoff. Habilitationsschrift
Universitat Wirzburg, Wirzburg, 3-21

Ratner, B.D. (1993). New ideas in biomaterials science - a path to engineered
biomaterials. J Biomed Mater Res 27, 837-850

Ren, Y., Wang, C., Qiu, Y. (2008). Aging of surface properties of ultra high modulus
polyethylene fibres treated with He:02 atmospheric pressure plasma jet. Surf Coat
Technol 202, 2670-2676

Riede, U.N., Werner, M., Schaefer, H.E. (ed.) (2004). Allgemeine und spezielle
Pathologie. Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 198-234

Ring, A., Langer, S., Schaffran, A., Stricker, I., Awakowicz, P., Steinau, H.U., Hauser,
J. (2010). Enhanced neovascularization of dermis substitutes via low-pressure plasma-
mediated surface activation. Burns 36, 1222-1227

Ring, A., Tilkorn, D.J., Goertz, O., Langer, S., Schaffran, A., Awakowicz, P., Hauser, J.
(2011). Surface modification by glow discharge gas plasma treatment improves
vascularization of allogenic bone implants. J Orthop Res 29, 1237-44

Roach, P., Eglin, D., Rohde, K., Perry, C.C. (2007). Modern biomaterials: a review -
bulk properties and implications of surface modifications. J Mater Sci Mater Med 18,
1263-1277

Rodan, S.B., Imai, Y., Thiede, M.A., Wesolowski, G., Thompson D., Bar-Shavit, Z.,
Shull, S., Mann, K., Rodan, G.A. (1987). Characterization of a human osteosarcoma
cell-line (SAOS-2) with osteoblastic properties. Cancer Res 47, 4961-4966

Schiebler, T.H., Schmidt, W. (ed.) (2002). Anatomie: Zytologie, Histologie,
Entwicklungsgeschichte, makroskopische und mikroskopische Anatomie des
Menschen. Springer Verlag, Berlin Heidelberg, 9-98

Schumann, H. (ed.) (2004). Metallografie. Wiley VCH, Weinheim, 777-788

Schwartz, Z., Raz, P., Zhao, G., Barak, Y., Tauber, M., Yao, H., Boyan, B.D. (2008).
Effect of micrometer-scale roughness on the surface of Ti6Al4V pedicle screws in vitro
and in vivo. J Bone Joint Surg Am 90, 2485-98

Schwarz, F., Ferrari, D., Herten, M., Mihatovic, 1., Wieland, M., Sager, M., Becker, J.
(2007a). Effects of surface hydrophilicity and microtopography on early stages of soft
and hard tissue integration at non-submerged titanium implants: an immunhistochemical
study in dogs. J Periodontol 78, 2171-2184

Schwarz, F., Herten, M., Wieland, M., Dard, M., Becker, J. (2007b). Chemically

modified, ultra-hydrophylic titanium implant surfaces. Mund Kiefer Gesichtschir 11,
11-17

88



Scotchford, C.A., Gilmore, C.P., Cooper, E., Leggett, G.J., Downes, S. (2002). Protein
adsorption and human osteoblast-like cell attachement and growth on alkylthiol on gold
self-assembled monolayers. J Biomed Mater Res 59, 84-99

Semlitsch, M., Willert, H.G. (1981). Korrosions- und Festigkeitseigenschaften
metallischer 1SO-5832 Implantatwerkstoffe auf Eisen-, Kobalt- und Titanbasis flr
kinstliche Huftgelenke. In Rettig, H., Weber, U.. Symposion (ber Biomaterialien 5,
Gentner Verlag, Stuttgart, 54-65

Serro, A.P., Fernandes, A.C., Saramago, B., Lima, J., Barbosa, M.A. (1997). Apatite
deposition on titanium surfaces - the role of aloumin adsorption. Biomater 18, 963-968

Shard, A.G., Tomlins, P.E. (2006). Biocompatibility and the efficiency of medical
implants. Regen Med 1, 789-800

Sigler, M., Handt, S., Seghaye, M.C., von Bernuth, G., Grabitz, R.G. (2000). Evaluation
of in vivo biocompatibility of different devices for interventional closure of the patent
ductus arteriosus in an animal model. Heart 83, 570-573

Son, J.S., Choi, Y.A,, Park, E.K., Kwon, T.Y., Kim, K.H., Lee, K.B. (2013). Drug
delivery from hydroxylapatite-coated titanium surfaces using biodegradable particle
carriers. J Biomed Mater Res 101, 247-257

Thorey, F., Menzel, H., Lorenz, C., Gross, G., Hoffmann, A., Windhagen, H. (2011).
Osteointegration by bone morphogenetic protein-2 and transforming growth factor beta-
2 coated titanium implants in femora of New Zealand white rabbits. Indian J Orthop 45,
57-62

Tomizawa, Y., Hanawa, T., Kuroda, D., Nishida, H., Endo, M. (2006). Corrosion of
stainless steel sternal wire after long term implantation. J Artif Organs 9, 61-66

Toth, C., Szabo, G., Kovacs, L., Vargha, K., Barabas, J., Nemeth, Z. (2002). Titanium
implants with oxidized surfaces. The background and long-term results. Smart Mater
Struct 11, 813-818

Underwood, P., Bennett, F. (1989). A comparison of the biological activities of the cell-
adhesive proteins vitronectin and fibronectin. J Cell Sci 93, 641-649

Vester, H., Wildemann, B., Schmidmaier, G., Stockle, U., Lucke, M. (2010).
Gentamycin delivered from a PDLLA coating of metallic implants: in vivo and in vitro
characterisation for local prophylaxis of implant-related osteomyelitis. Injury 41, 1053-
1059

Voytik-Harbin, S.L., Brightman, A.D., Waisner, B., Lamar, L.H., Badylak, S.F. (1998).
Application and evaluation of the alamarBlue assay for cell growth and survival of
fibroblasts. In Vitro Cell Dev Biol Anim 34, 239-246

Wagner, W.C. (1992). A brief introduction to advanced surface modification
technologies. J Oral Implantol 18, 231-235

89



Wang, C., He, X. (2006). Polypropylene surface modification model in atmospheric
pressure dielectric barrier discharge. Surf Coat Technol 201, 3377-3384

Wang, X.M., Terasaki, P.l., Rankin, G.W., Chia, P., Zhong, H.P., Hardy, S. (1993). A
new microcellular cytotoxicity test based on calcein AM release. H Immunol 37, 264-
270

Williams, R.L., Williams, D.F. (1988). Albumin adsorption on metal surfaces. Biomater
9, 206-212

Wintermantel, E., Ha, S.W. (1998). Medizintechnik mit biokompatiblen Werkstoffen
und Verfahren. Springer Verlang, Berlin Heidelberg, 5-54

Wintermantel, E., Ha, S.W. (2009). Medizintechnik. Springer Verlag, Berlin
Heidelberg, 63-128

Wolf-Brandstetter, C. (2004). Adsorptive Immobilisierung von Kollagen Typ | an
Titanoberflachen. Dissertationsschrift TU Dresden, Dresden, 3-38

Wirth, C.J., Mutschler, W. (ed.) (2009). Praxis der Orthopadie und Unfallchirurgie.
Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 170-182

Yeo, I.S., Kim, H.Y., Lim, K.S., Han, J.S. (2012). Implant surface factors and bacterial
adhesion: a review of the literature. Int J Artif Organs 35, 762-772

Yoshinari, M., Hayakawa, T., Matsuzaka, K., Inoue, T., Oda, Y., Shimono, M., Ide, T.,
Tanaka, T. (2006). Oxygen plasma surface modification enhances immobilization of
simvastatin acid. Biomed Res 27, 29-36

Zhu, X, Chian, K.S., Chan-Park, M.B.E., Lee, S.T. (2005). Effect of argon plasma
treatment on proliferation of human-skin-derived fibroblast on chitosan membrane in
vitro. J Biomed Mater Res A 73, 264-274

Zweymiller, K.A., Lintner, F.K., Semlitsch, M.F. (1988). Biologic fixation of a press-
fit titanium hip joint endoprothesis. Clin Orthop Rel Res 235, 195-206

90



Danksagung

Hiermit mochte ich mich bei all denen bedanken, die am Zustandekommen der
vorliegenden Dissertation beteiligt gewesen sind.

Zuerst trifft dies auf meinen Doktorvater, Prof. Dr. med. S.A. Esenwein, und meinen
Betreuer, PD Dr. med. J. Hauser, zu. Ihnen danke ich fiir die Uberlassung eines
interessanten und vielseitigen Themas sowie fir die ausgezeichnete Betreuung in allen
Phasen meines Promotionsvorhabens.

Besonders positiv habe ich den interdisziplindren Aspekt meiner Arbeit
wahrgenommen. Die Mitarbeiter des Instituts fur Allgemeine Elektrotechnik und
Plasmatechnik an der Ruhr-Universitdt Bochum haben mich ebenso gut unterstitzt wie
die Mitarbeiter der Abteilung flr Chirurgische Forschung am BG Universitatsklinikum
Bergmannsheil Bochum.

Von den Mitarbeitern der erstgenannten Forschungseinrichtung, dem Institut fur
Allgemeine Elektrotechnik und Plasmatechnik, danke ich besonders Prof. Dr.-Ing. P.
Awakowicz, Dipl.-Ing. H. Halfmann, Dipl.-Ing. M. Deilmann und Dipl.-Ing. B. Denis.
Sie haben mir inshesondere dabei geholfen den ingenieurswissenschaftlich-technischen
Teil der Arbeit zu bewaltigen.

Unter den Mitarbeitern der zweitgenannten Forschungseinrichtung maéchte ich Prof. Dr.
rer. nat. M. Koller, Dipl.-Biol. T. Habijan, Dipl.-Biol. C. Greulich, Dr. rer. nat. D.
Bogdanski, E. Peter und allen MTAs meinen Dank aussprechen. Sie sind mir eine
unverzichtbare Hilfe bei Planung, Durchfuhrung und Auswertung der Zellkultur-
Experimente gewesen.

Dr. rer. nat. Neuser danke ich fur die hervorragenden Bilder, die am Zentralen
Rasterelektronenmikroskop der Ruhr-Universitat Bochum gemacht worden sind.

Ferner danke ich C.D. Kriger und J. Zietlow, den weiteren Mitgliedern unserer
Arbeitsgruppe, fur die gute Zusammenarbeit und gegenseitige Unterstitzung.

Zuletzt danke ich meiner Familie und meinen Freunden. Allen voran gilt dabei der
Dank meinen Eltern, Joachim und Joanna Bensch, und meinem Bruder Matthias
Bensch. Ohne ihren Rickhalt wére diese Arbeit wohl niemals in der vorliegenden Form

entstanden.



Lebenslauf

Personliche Daten:

Name:

Geburtsdatum:

Geburtsort:

Schulausbildung:

1989 bis 1993

1993 bis 2002

Studium:

2002 bis 2008

Weiterbildung:

seit 01/2009

Publikationen:

Sebastian Bensch
21.05.1983

Solingen

Grundschule Norbertschule Lette
Thomas-Morus-Gymnasium Oelde;
Abitur 06/2002 (Leistungskurse: Physik und Biologie)

Medizinstudium Ruhr-Universitat Bochum;

Arztliche Vorpriifung 09/2004

Praktisches Jahr BG Universitatsklinikum Bergmannsheil
Bochum 2007/2008 (Wahlfach: Plastische Chirurgie);
Arztliche Prifung 12/2008

Assistenzarzt Chirurgische Klinik und Poliklinik,

BG Universitatsklinikum Bergmannsheil Bochum

Hauser J., Koeller M., Bensch S., Halfmann H., Awakowicz P., Steinau H.U.,

Esenwein, S.A. (2010). Plasma mediated collagen-I-coating of metal implant materials

to improve biocompatibility. J Biomed Mater Res A 94, 19-26



