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Zusammenfassung 
 

Für die erfolgreiche Integration und Verträglichkeit eines Implantates im Körper spielen 

die Oberflächeneigenschaften der eingesetzten Werkstoffe eine große Rolle. Unmittelbar 

nach Implantation findet eine Entzündungsreaktion zwischen Werkstoffoberfläche und 

dem umgebenden Gewebe statt, die wesentlich das Ausmaß der Akzeptanz im Körper 

bestimmt. Die Modifikation von Implantatoberflächen bietet eine Chance, diese Erst-

reaktion im Körper positiver zu beeinflussen. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wird ein in vitro Untersuchungskonzept zur Bio-

kompatibilitätsprüfung von oberflächenmodifizierten Implantaten aus einer TiAl6V4-

Legierung vorgestellt. Dazu werden verschiedene humane Zellkulturmodelle entwickelt 

und hinsichtlich ihrer Aussagekraft auf die Entzündungsinitialisierung untersucht. Das 

Prüfmodell wird sowohl an unbeschichteten, als auch protein- und hydroxyl-

apatitbeschichteten Proben erfolgreich angewandt und erweitert damit gängige in vitro 

Biokompatibilitätsuntersuchungen. 

 

Zur Erfassung der Entzündungsantwort wird ein umfangreiches Repertoire an biologischen 

Parametern untersucht. Dabei erwies sich das Zytokinverhältnis IL-1β/IL-1ra als aussage-

kräftig bezüglich der Einschätzung des Entzündungspotentials verschieden modifizierter 

Implantatoberflächen.  

 

Es wird des Weiteren ein neuer Ansatz zur Ermittlung der Oberflächenkompatibilität vor-

gestellt, der auf der Annahme besteht, dass bestimmte Rauheitsdimensionen der Implantat-

oberflächen die Zellreaktion beeinflussen. Diese oberflächenanalytischen Ergebnisse 

werden vorgestellt und in vitro Versuchen gegenübergestellt. Dabei erwies sich 

insbesondere die Methode der konfokalen Weißlichtmikroskopie als besonders geeignet 

zur Bestimmung von funktionsrelevanten Oberflächenkenngrößen und liefert damit die 

Voraussetzung für ein erweitertes Verständnis von Entzündungsprozessen an den Grenz-

flächen oberflächenstrukturierter Implantate. 



 III

Danksagung 
 
Mein großer Dank richtet sich an all diejenigen, die mich während der Arbeit an meiner 

Dissertation tatkräftig unterstützt und motiviert haben. 

 

Namentlich gilt dieser Dank in erster Linie Herrn Professor Dr. med. Dr.-Ing. habil. Erich 

Wintermantel für die Überlassung des Themas und die jederzeit gewährten Hilfe-

stellungen. Herrn Professor Dr. Horst Kessler gebührt mein Dank für die Bereitschaft, das 

Manuskript als Zweitgutachter wissenschaftlich zu beurteilen. 

 

Großer Dank geht ebenfalls an Herrn Dr. Joachim Aigner für die großzügigen 

Hilfestellungen bei allen biologischen Belangen. Durch die Gewährung meines eigenen 

Freiraumes war es mir möglich, Schwerpunkte zu setzen und entwickeln zu können. Mein 

Dank gilt auch allen Kolleginnen und Kollegen, sowie Studenten und Hilfskräften, die 

mich in meiner Arbeit tatkräftig unterstützt haben. Insbesondere geht dieser Dank an Frau 

Ursula Hopfner, Frau Susanne Schnell-Witteczek, Frau Dr. Michaela Kosmann, Herrn 

Dipl.-Ing. Robert Metzke und Herrn Michael Vogel. 

 

Ferner bin ich der Deutschen Forschungsstiftung DFG für die finanzielle Unterstützung 

des teilweise begleiteten Forschungsvorhabens zu Dank verpflichtet. Zum Gelingen dieser 

Arbeit trug auch wesentlich die intensive interdisziplinäre Zusammenarbeit zwischen den 

Bereichen der Werkstoffwissenschaft, der Physik und der Feinmesstechnik bei.  

 

Der Arbeitsgruppe Biomaterialien, insbesondere Frau Dr. Susanne Bierbaum und Herrn 

Dr. Thomas Hanke aus dem Institut für Werkstoffwissenschaft der TU Dresden und dem 

Max-Bergmann-Zentrum für Biomaterialien in Dresden verdanke ich die rasterelektronen- 

und atomkraftmikroskopischen Aufnahmen der biologisierten TiAl6V4-Oberflächen. Mein 

herzlicher Dank geht besonders an Herrn PD Dr. Dieter Scharnweber, der diesen Kontakt 

ermöglichte, mir jederzeit Hilfestellungen und zahlreiche Anregungen gab. 

 

Frau Dr. Susanne Guder, Lehrstuhl für Werkstoffkunde und Werkstoffmechanik der TU 

München, verdanke ich die Präparation und die Querschnittsaufnahme der gestrahlten 

TiAl6V4-Probe am Rasterelektronenmikroskop. 



 IV

Die Elastische Rückstoß Detektions Analyse wurde durch die Unterstützung von Herrn PD 

Dr. Walter Assmann am 15 MV Tandembeschleuniger, einer gemeinsamen Einrichtung 

der beiden Münchener Universitäten, ermöglicht. Die Messungen und Auswertungen 

führte Herr Dr. Andreas Bergmeier durch. 

 

Die kristallographischen Untersuchungen mittels Diffraktometer erfolgten am Lehrstuhl 

für Experimentalphysik IV der Universität Augsburg durch Herrn Dipl.-Phys. Timo Körner 

und Herrn Dr. Andreas Heinrich. 

 

Für statistische Fragen konnte ich auf die Beratung von Frau Dipl.-Stat. Regine Hollweck, 

Institut für Medizinische Statistik und Epidemiologie der TU München, zurückgreifen. 

 

Die Messungen am konfokalen Weißlichtmikroskop µSurf® wurden freundlicherweise von 

Herrn Dr. Rainer Brodmann (NanoFocus AG, Ettlingen, Deutschland) durchgeführt. Diese 

Messwerte waren die Grundlage für die Berechnungen von funktionellen Kenngrößen, die 

dankenswerterweise in mehreren „Nachtschichten“ von Herrn Dipl.-Ing. Rene Pleul, der 

Firma TEQ GmbH in Chemnitz durchgeführt wurden.  

 

Ich möchte mich auch noch einmal ausdrücklich für die zahlreichen informativen Ge-

spräche bezüglich der Oberflächenanalytik bei Herrn Dr. Christian Beck und Herrn Rene 

Pleul (TEQ GmbH, Chemnitz, Deutschland), sowie Herrn Dipl.-Ing. Uwe Popp (Lehrstuhl 

für Fertigungstechnologie, Universität Erlangen-Nürnberg) bedanken.  

 

Nicht vergessen möchte ich meine Familie und Freunde, die mich die ganze Zeit begleitet 

und unterstützt haben. Vielen Dank. 

 



Inhaltsverzeichnis 

 1

Inhaltsverzeichnis 
 

1 EINLEITUNG UND KENNTNISSTAND .......................................................... 3 

1.1 Biokompatibilität ...................................................................................................... 3 

1.2 Modifikation von Implantatoberflächen .................................................................... 5 

1.3 Titan und die TiAl6V4-Legierung ............................................................................. 8 

1.4 Die Entzündungsphase im Verlauf der Wundheilung .............................................. 9 

1.5 Zytokine ................................................................................................................. 12 

1.6 Die Rolle von Entzündungsparametern im Zuge der Wundheilung....................... 14 

 

2 MOTIVATION UND ZIEL DER STUDIE........................................................ 17 
 

3 WERKSTOFF UND UNTERSUCHUNGSMETHODEN................................. 18 

3.1 Experimentelle Vorgehensweise ........................................................................... 18 

3.2 Herstellung modifizierter TiAl6V4-Oberflächen ..................................................... 18 

3.3 Charakterisierung der Oberflächenbeschaffenheit ................................................ 24 

3.4 Zellkulturversuche ................................................................................................. 30 

3.5 Auswahl funktionsrelevanter Oberflächenkenngrößen.......................................... 34 

 

4 ERGEBNISSE ............................................................................................... 37 

4.1 Strukturierte TiAl6V4-Oberflächen......................................................................... 37 

4.2 Biologisierte TiAl6V4-Oberflächen......................................................................... 55 

4.3 Spenderabhängiges Verhalten der Monozyten/Makrophagen .............................. 64 

 



Inhaltsverzeichnis 

 2

5 BEWERTUNG DER ERGEBNISSE .............................................................. 67 

5.1 Bewertung der Ergebnisse oberflächenstrukturierter TiAl6V4-Proben.................. 67 

5.2 Bewertung der Ergebnisse biologisierter TiAl6V4-Proben .................................... 73 

 

6 DISKUSSION ................................................................................................ 78 

6.1 Strukturierte TiAl6V4-Oberflächen......................................................................... 78 

6.2 Geometrische Oberflächenanalyse ....................................................................... 80 

6.3 Biologisierte Oberflächen ...................................................................................... 83 

6.4 Positivkontrollen .................................................................................................... 88 

6.5 Entzündungspotential ............................................................................................ 89 

 

7 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK .................................................. 91 
 

8 LITERATURVERZEICHNIS .......................................................................... 94 
 

9 ANHANG..................................................................................................... 106 

9.1 Biologische Nachweisverfahren .......................................................................... 106 

9.2 Statistische Verfahren ......................................................................................... 109 

9.3 Tabellen und Abbildungen................................................................................... 110 

 

10 LEBENSLAUF ............................................................................................ 116 

 
 



Einleitung und Kenntnisstand 

 3

1 Einleitung und Kenntnisstand 
 

1.1 Biokompatibilität 
 
Der Einsatz von Biomaterialien ist heute in der Medizin Bestandteil der alltäglichen 

klinischen Praxis. Der Begriff Biomaterial lässt sich folgendermaßen definieren: „ A non-

viable material, used in an medical device, intended to interact with biological systems“ 

[1]. Biomaterialien bzw. Biowerkstoffe, natürlichen oder synthetischen Ursprungs, dienen 

demzufolge als Ersatzstoffe, aus denen biologische Ersatzteile hergestellt werden können 

[2]. Sie finden als Bauteile von Implantaten und Prothesen in der Medizin seit langer Zeit 

Verwendung und die meisten Menschen kommen mit ihnen bewusst oder unbewusst in 

Kontakt (Abbildung 1-1).  
 

 
Abbildung 1-1 Die Einsatzmöglichkeiten von Biomaterialien (Mona Lisa von Leonardo 

da Vinci). 
 

Knochenbrüche werden heute meist mit metallischen Drähten, Nägeln, Schrauben und 

Platten behandelt, degenerierte Gelenke werden durch Endoprothesen ersetzt und verlorene 

Zähne können durch metallische Implantate ersetzt werden, um nur einige Beispiele zu 

nennen. 

 

Neben Langzeit-Implantaten wie Hüftgelenke und Zahnprothesen kommen auch Bio-

materialien mit kürzerer Kontaktzeit, wie z.B. chirurgisches Nahtmaterial oder diagnos-
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tische Instrumente zum Einsatz. Ein weiteres, zunehmend an Bedeutung gewinnendes 

Anwendungsgebiet stellen die Systeme mit kontrollierter Wirkstoffabgabe (Drug-Release-

Systeme) dar [3]. 

 

Neben der Funktionalität des Werkstoffs muss die Verträglichkeit mit dem umgebenden 

Gewebe sichergestellt werden. Die entwickelten Biomaterialien müssen biokompatibel 

sein, d.h. für den Körper verträglich. Bioverträglich sind sie dann, wenn sie keine Immun- 

und Entzündungsreaktionen auslösen. Biokompatibilität kann folgendermaßen definiert 

werden: “The abililty of a material to perform with an appropriate host response in a 

specific application” [1]. Der sehr komplexe Begriff Biokompatibilität umfasst somit zahl-

reiche Aspekte, wie z.B. Zytotoxizität, Entzündungspotential und Kanzerogenität. Ent-

scheidend für die Gewebeverträglichkeit eines Implantates sind Struktur- und Oberflächen-

kompatibilität. Das heißt Implantatstruktur und Implantatoberfläche sollte an das 

Empfängergewebe angepasst werden, also ein Werkstoff-Mimikry muss angestrebt werden 

[3].  

 

Neben der Grundeigenschaft des Biomaterials besitzen vor allem die Oberflächen, durch 

ihre chemischen und topographischen Eigenschaften [4,5] für die Funktionalität eines 

Implantates entscheidende Bedeutung, da nach der Implantation der erste Kontakt im 

Körper über die Werkstoffoberfläche erfolgt. Die sich dabei ausbildenden Grenzflächen 

sind für die anfänglichen Reaktionen, wie z. B. die Fremdkörperreaktion ausschlaggebend. 

In Abhängigkeit vom verwendeten Biomaterial und der Art und dem Ort der Applikation 

folgt neben dem Kontakt mit Wasser und Ionen eine Proteinadsorption [6,7]. Entscheidend 

für die Proteinkonformation (natürliche Faltung, nativ oder denaturiert) sind die 

physikalisch-chemischen Oberflächeneigenschaften des Implantates. Erst danach treten 

Zellen (Leukozyten) mit dieser gebildeten Protein-Implantat-Grenzschicht in Wechsel-

wirkung, wobei gleichzeitig komplexe Adsorptionsprozesse ablaufen. Die Zusammen-

setzung des Biofilms und der Zustand der gebundenen Proteine werden von den Zellen, die 

das Fremdmaterial umgeben, erkannt und steuern die Zelladhäsion am Substrat sowie 

deren Differenzierung und Vitalität. Wünschenswert sind daher geeignete Bearbeitungs-

verfahren, die die Implantatoberflächen so modifizieren, dass das Verhalten von Zellen in 

eine erwünschte Richtung gesteuert werden kann. Voraussetzung dafür sind jedoch 

Arbeiten zur Charakterisierung der stofflichen und geometrischen Oberflächenbe-

schaffenheit technischer Oberflächen. 
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Ein wichtiges Verfahren zum Studium der Biokompatibilität ist die Untersuchung auf der 

Ebene von Zellkulturen. Die in vitro Testung kann komplexe Prozesse, wie die der Wund-

heilung und Entzündungsreaktion vereinfachen und erlaubt einem eine Schritt für Schritt 

Beobachtung der Interaktion zwischen Zellen und Implantatoberflächen. Die Zellen 

fungieren dabei als Biosensoren. 

 

Biokompatibilität als Messgröße lässt sich jedoch nicht allein durch in vitro Unter-

suchungen quantifizieren. Gründe hierfür liegen in der Komplexität des Sachverhaltes und 

der unterschiedlichen Bewertungs- und Betrachtungsweisen. Je nach späterem Einsatzort 

eines Implantates wird der Begriff Biokompatibilität unterschiedlich definiert. Während 

man in der Orthopädie bei den Endoprothesen ein maximales Anwachsen von Knochen-

zellen fördern will [8], möchte man z. B. bei Stents (Gefäßimplantat zur Aufdehnung von 

Herzkranzgefäßen) die Zelladhäsion möglichst unterdrücken [9]. Diese Beispiele 

verdeutlichen, dass die erwünschten Wechselwirkungen zwischen Implantat und umgeben-

den Gewebe vom jeweiligen Einsatzgebiet des Biomaterials abhängig sind.  

 

1.2 Modifikation von Implantatoberflächen 
 

Das Ziel der Veränderung von Biomaterialoberflächen liegt in der optimalen Anpassung 

der Oberflächeneigenschaften von Werkstoffen an die spezifischen Anforderungs-

bedingungen. Dies kann auf verschiedenen Wegen erreicht werden: durch physikalisch-

chemische Veränderung von Implantatoberflächen und durch Beschichtung mit bio-

logischen Komponenten.  

 

1.2.1 Strukturierung 
 

1.2.1.1 Strukturierung mittels physikalisch-chemischer Methoden 
 
Das Zellverhalten, wie Anhaftung, Proliferation und Differenzierung wird maßgeblich 

durch die Oberflächeneigenschaften eines Implantates beeinflusst [4,10]. Zu den ent-

scheidenden Oberflächeneigenschaften zählen typische Charakteristika, wie Benetzbarkeit 

und Textur, aber auch die Oberflächengeometrie und Rauhigkeit [11].  

 

Die Strukturierungsmöglichkeit von Biomaterialien reicht von Millimetern bis in den 

Nanometerbereich. Eine Oberflächenstrukturierung kann durch auftragende (Titan-Plasma-
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Spraying) oder abtragende Verfahren erreicht werden. Derzeit gängige abtragende 

industrielle Verfahren stellen das mechanische Aufrauen durch Strahl-Partikel (Strahl-

verfahren) oder die chemische Behandlung mit Ätzlösungen dar. Aber auch die Ober-

flächenbehandlung mit Lasern [12-15] und lithographische Verfahren [16] gewinnen 

immer mehr an Bedeutung.  

 

Die Aufrauung richtet sich vorwiegend auf die Verbesserung des Einwachsens von Hart-

gewebe. Zahlreiche Autoren zeigten im Tierversuch, dass bestimmte strukturierte Ober-

flächen sich günstig auf das Einheilverhalten im Knochen auswirkten [17-21]. Im Ver-

gleich zu maschinell bearbeiteten glatten Implantatoberflächen wiesen aufgeraute Ober-

flächen eine dichtere Knochenanlagerung mit signifikant erhöhten Ausdrehkräften in 

einem Removal Torque Test auf, was für eine erhöhte Osseointegration spricht [22-24]. 

Derartig behandelte Implantate werden vor allem im dentalen Bereich, aber auch für Endo-

prothesen eingesetzt. Die optimale Morphologie und der genaue Grad der Rauhigkeit für 

ein steuerbares Einwachsen von Zellen sind jedoch noch weitgehend unbekannt. 

 

1.2.2 Biologisierung 
 

1.2.2.1 Biologisierung mit anorganischen Substanzen 
 

Bekanntestes und schon länger praktiziertes Beispiel für die Beschichtung von Implantaten 

ist der Einsatz von Hydroxylapatit als aktive biologische Beschichtung auf chirurgischen 

und zahnmedizinischen Implantaten [25-29]. Calciumphosphate stellen eine der wesent-

lichsten anorganischen Komponenten in physiologischen Hartgeweben, wie Knochen und 

Zähne, dar. Strukturell handelt es sich hauptsächlich um niedrig kristalline nicht stöchio-

metrische Apatitphasen [Ca5(PO4)3(F, Cl, OH)], die auch Anteile von Natrium, Magnesium 

und Karbonat enthalten können. Zur Bezeichnung der Calciumphosphate wurden 

Abkürzungen eingeführt. Entscheidende Parameter sind dabei das molare Ca:P-Verhältnis 

und die Löslichkeit in Wasser. Beispiele hierfür sind die gelegentlich dem Knochen-

zement zugesetzten Calciumphoshate: Dicalciumphosphat-Dihydrat DCPD [CaHPO4 2H20 

= Brushit], β-Tricalciumphosphat β-TCP [Ca3(PO4)2] und das amorphe Calciumphoshat 

ACP [30]. Stöchiometrisch reines Hydroxylapatit HA [Ca5(PO4)3(OH)] kommt in bio-

logischen Systemen nicht vor, wird jedoch häufig als biologisch aktive Beschichtung 

verwendet, da es dem „biologischen Apatit“ sehr nahe kommt. Das wahre Knochenmineral 
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stellt chemisch ein Calcium-defizitäres Hydroxylapatit CDHA dar, der durch Einbau von 

Fremdionen und Kristallwasser gekennzeichnet ist [31].  

 

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchen die Biomineralisierungsprozesse auch hinsichtlich 

des Einsatzes von verschiedenen Calciumphoshat-Phasen in der Medizintechnik [32,33]. 

Zur Apatitbeschichtung werden derzeit zwei Verfahren praktiziert: das Aufbringen von ge-

schmolzenem Phosphat durch Hochtemperatur-Plasmaspritzen [34] und die Abscheidung 

aus übersättigten Calciumphosphatlösungen [33,35]. Insbesondere die elektrochemisch ge-

stützte Abscheidung von HA und dessen Kopplung mit Knochenproteinen zur Herstellung 

biomimetischer Knochenersatzmaterialien besitzt ein großes Potential für die Medizin-

technik und wird derzeit intensiv untersucht [36]. 

 

1.2.2.2 Biologisierung mit organischen Substanzen 
 

Die Immobilisierung von biologischen Elementen des lokalen Umgebungsgewebes, wie 

der extrazellulären Matrix (EZM), als biologische Komponenten auf Implantatoberflächen, 

stellt gegenüber dem Einsatz von Hydroxylapatitbeschichtungen ein erst in den letzten 

Jahren bearbeitetes Forschungsgebiet dar. 

 

Die Entwicklung von Zellen, wie z.B. die Proliferation und Differenzierung in einem 

Gewebe, wird durch die Wechselwirkungen der Zellen mit ihrer Umgebung, der extra-

zellulären Matrix (EZM), beeinflusst. 

 

Die EZM stellt ein komplexes Maschenwerk aus Proteinen und Polysacchariden dar 

(Abbildung 1-2). Wesentliche Proteinkomponenten sind die hoch viskösen Proteoglykane 

(Hyaluronsäure), die Faserproteine der verschiedenen Kollagene und die löslichen 

Matrixmoleküle (z.B. Fibronektin) [37]. Das Netzwerk umgibt die Zellen, wird von ihnen 

sezerniert und dient der Kommunikation zwischen Zellen, als Reservoir für zahlreiche 

Hormone sowie zur räumlichen Trennung der Gewebe [38]. Den verschiedenen 

Bestandteilen der EZM kommt eine zentrale Bedeutung hinsichtlich der Zellregulation zu. 

Die EZM ist damit indirekt an einer Induktion oder Inhibition von Signalübertragungs-

prozessen beteiligt. Die Kenntnis dieser Prozesse ist von großer Wichtigkeit für das Ver-

ständnis der Grenzflächenprozesse. Durch eine Beschichtung von Implantaten mit 
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derartigen Komponenten kann die natürliche Grenzflächenumgebung imitiert und das 

Zellverhalten gesteuert werden [39,40]. 
 

 
Abbildung 1-2 Die schematische Darstellung der Extrazellulären Matrix (EZM). 
 

Neben dem Beschichten von vollständigen Matrixproteinen, wie Kollagen und dem 

Adhäsionsprotein Fibronektin [41-44] werden, begünstigt durch die Fortschritte der 

Molekularbiologie, auch synthetische Peptidsequenzen zur spezifischen Bioaktivierung 

von Implantaten verwendet [45-48]. 

 

1.3 Titan und die TiAl6V4-Legierung 
 

Werkstoffkundlich lassen sich vier Hauptklassen von Biomaterialien unterscheiden: 

metallische, keramische, polymerchemische und biomolekulare Werkstoffe. Die 

hauptsächlich in der Orthopädie und  Dentaltechnik eingesetzten Biowerkstoffe sind 

Keramiken und Metalle. Unter den Metallen kommen vor allem reines Titan (Ti) und 

Titanbasislegierungen als chirurgisches Implantatmaterial zum Einsatz. Sie dominieren 

aufgrund ihrer hohen Korrosionsbeständigkeit [49] und der günstigen Elastizität und 

Wechsellastfestigkeit im Bereich mechanisch belasteter Implantate [50].  

 

Die gute Verträglichkeit und die Korrosionsfestigkeit von Titanimplantaten gründet auf der 

Bildung von Oxidschichten, die sich spontan bilden, geringe Löslichkeitsprodukte 

aufweisen und damit passivierend im Körper wirken [49,51,52]. Diese Passivschicht 

besteht hauptsächlich aus Titanoxiden und beträgt anfänglich nur wenige Nanometer (5-10 

nm) [53,54]. Sie kann durch elektrochemische anodische Oxidation bis auf 200 nm 

verdickt werden [55]. 
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Vom chemisch-biologischen Gesichtspunkt aus stellt die Passivschicht eine funktionelle 

Keramik dar. Es konnte verschiedentlich gezeigt werden, dass die Zusammensetzung, der 

Kristallzustand und die Dicke der Oxidschicht Einfluss auf die biologische Reaktion 

nehmen [19,56-58]. 
 

Eigenschaft TiAl6V4 
Dichte 4,42 g/cm3 
Elastizitätsmodul 110-114 GPa 
Dauerfestigkeit 440-690 MPa 
Zugfestigkeit 850-1120 MPa 

 
Tabelle 1-1 Die Eigenschaften der Legierung TiAl6V4 (modifiziert nach [50]). 
 

Durch Zusetzen von Elementen können die mechanischen Eigenschaften von Reintitan 

erheblich verändert werden. Die TiAl6V4-Legierung zählt neben TiAl6Nb7 zu den Le-

gierungen, die sich im klinischen Einsatz bewährt haben. Bei der TiAl6V4-Legierung 

handelt es sich um eine Alpha-Beta Phasen Legierung. Einige wichtige Eigenschaften, die 

diese Legierung als Knochenersatzmaterial attraktiv machen, sind in Tabelle 1-1 auf-

gelistet. Für weitergehende Detailinformationen wird auf Spezialliteratur verwiesen [50]. 

 

1.4 Die Entzündungsphase im Verlauf der Wundheilung 
 

Alle Implantatmaterialien lösen je nach Art des Werkstoffes und der Lokalisation im 

Körper Entzündungsreaktionen unterschiedlichen Grades aus [59]. Dabei wirkt das 

mechanisch-chirurgische Einbringen der Fremdwerkstoffe ursächlich mit.  

 

Die Entzündungsreaktion stellt eine Phase im komplexen Verlauf der Wundheilung dar 

(Abbildung 1-3). Nach der Implantatinsertion sind mehrere biologische Systeme, wie z.B. 

die Blutgerinnungskaskade, das Komplement- und das Immunsystem beteiligt [60]. 

Anfänglich kommt es zur Exsudation und zum Abbau von zerstörtem Gewebe. Nach-

folgend wird die Reparatur mittels Bindegewebszellen eingeleitet und soweit möglich die 

ursprüngliche Gewebssituation wiederhergestellt. Daran beteiligt sind auch Prozesse wie 

die Neubildung von Blutkapillaren, die Vermehrung von Bindegewebs- und Epithelzellen 

und die Bildung kollagener Fasern [61]. Insbesondere die Angiogenese, die Bildung neuer 

Blutgefäße aus vorbestehenden Gefäßen [62], ist für eine ungestörte Wundheilung und 

damit letztendlich für den Implantaterfolg entscheidend. 
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Abbildung 1-3 Der schematische Verlauf der Wundheilung (modifiziert nach [60]). 
 

Die Entzündungsreaktion, als ein Teil der Wundheilung, kann auch als Abwehrreaktion 

des Organismus gegen fremde Reize wie z.B. durch Fremdkörper, Mikroorganismen und 

chemische Noxen verstanden werden. Dem Entzündungsprozess folgen verschiedene 

lokale Prozesse wie z.B. Durchblutungsstörungen und allgemeine Abwehrreaktionen wie 

z.B. Fieber und Immunreaktionen des Körpers. Die Entzündungsreaktion hat die 

Beseitigung des Reizes, dessen Auswirkungen und die Wiederherstellung des Ausgangs-

zustandes zum Ziel (Abbildung 1-4). Symptome einer entzündlichen Reaktion stellen 

Rötung, Schwellung, Erwärmung und Schmerz dar. 
 

 
Abbildung 1-4 Der schematische Verlauf einer Entzündungsreaktion. 
 

Im Zuge dieser Reaktion des Körpers werden Leukozyten an den Ort der Entzündung an-

gelockt [37]. Dabei verursacht eine Vielzahl von Molekülen (wie z.B. Serotinin, Histamin 

etc.) eine Erhöhung der Gefäßpermeabilität und Vasodilatation. Infolge dessen können 



Einleitung und Kenntnisstand 

 11

weiße Blutzellen, wie neutrophile Granulozyten und Monozyten aus den Blutgefäßen in 

das Gewebe austreten (Abbildung 1-5).  
 

 
Abbildung 1-5 Die zellulären Reaktionen von Leukozyten und deren zeitliches Auftreten 

im Zuge einer Entzündungsreaktion (modifiziert nach [63]). 
 

Die Wanderung zum Ort des Reizes erfolgt mittels Lockstoffen entlang eines chemischen 

Gradienten. Im betroffenen Gewebe kommen dann die Granulozyten und Monozyten ihrer 

Hauptaufgabe, der Phagozytose nach, d.h. dem Beseitigen von Mikroorganismen, Partikeln 

oder Zelltrümmern. Die Phagozyten besitzen deshalb auf ihrer Oberfläche ein ganzes 

Spektrum spezialisierter Rezeptoren, deren Funktion an den Phagozytose-Apparat gekop-

pelt ist. 

 

Erreichen die Blutzellen, insbesondere die Zellen des phagozytierenden Systems, nicht die 

vollständige Entfernung des geschädigten Gewebes, bzw. des Fremdkörpers, kommt es zur 

chronischen Entzündung. Im Falle des implantiertenen Fremdkörpers wird dieser vom 

übrigen Organismus fibrös abgekapselt, im Sinne einer Exterritorialisierung [64]. Dabei 

können die aus Monozyten differenzierten adhärenten Makrophagen unter verschiedenen 

Einflüssen zu mehrkernigen Fremdkörper-Riesenzellen fusionieren [65,66]. 

 

Im Gegensatz zur akuten Entzündungsphase, die meist heftiger als die chronische verläuft, 

kann die chronische Entzündungsreaktion bis zu mehreren Monaten oder sogar Jahren an-

dauern.  
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1.5 Zytokine 
 

Der komplexe Entzündungsmechanismus der Leukozyten umfasst nach der Implantation 

von Ersatzmaterialien Transmigrationsprozesse aus dem Blut und Adhäsionsvorgänge an 

der Werkstoffseite [67,68]. Im Verlauf dieser Vorgänge werden von mononukleären 

Zellen, insbesondere den Monozyten/Makrophagen, eine Vielzahl von Signalstoffen, so 

genannte Zytokine, produziert [69]. 

 

Zytokine sind hormonähnliche körpereigene Botenstoffe, die als niedermolekulare 

Eiweißstoffe mit einem Molekulargewicht < 5 kDa der Kommunikation und Signalgebung 

der Zellen dienen [70,71]. Ihr Wirkungsspektrum liegt im pico- bis femtomolaren Konzen-

trationsbereich. Dasselbe Zytokin kann von mehren Zelltypen gebildet werden (Pleio-

tropismus). Die Botenstoffe können redundant sein, d.h. sich in ihrem Wirkungsspektrum 

überlappen. Die Mediatoren sind multifunktionell, sie können mit anderen Mediatoren 

kooperieren (Synergie) oder sich sogar gegensätzlich verhalten (Antagonismus). Zytokine 

können auf die produzierende Zelle selbst wirken (autokrin), auf einen anderen Zelltyp in 

der unmittelbaren Umgebung (parakrin) oder in der weiteren Umgebung (endokrin).  

 

Unter dem Begriff Zytokin werden Interleukine, Interferone und Wachstumsfaktoren zu-

sammengefasst. Die Namensgebung und Einteilung ist aus historischen Gründen nicht 

einheitlich und wechselt zwischen einfacher Numerierung, wie z.B. beim Interleukin-10 

(IL-10) oder der auslösenden Wirkung, wie beim Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-α). 

Die Polypeptidmediatoren können auch nach ihrer entzündlichen Wirkung eingeteilt 

werden. So unterscheidet man zwischen entzündungshemmend (antiinflammatorisch) und 

entzündungsfördernden (proinflammatorisch) Zytokinen.  

 

Zytokine wirken entzündlich, wenn sie z.B. Signale an das Knochenmark zur verstärkten 

Bildung von Leukozyten und deren Freisetzung im Blutstrom liefern, auf das Skelett-

system einwirken [72] oder die Fibrio- und Angiogenese beeinflussen [69]. Der Tumor-

Nekrose-Faktor-alpha (TNF-α) und Interleukin-1beta (IL-1β) stehen als „early respone 

cytokines“ [73] am Anfang der inflammatorischen Kaskade und werden hauptsächlich von 

Monozyten/Makrophagen gebildet. Ebenfalls proinflammatorischen Charakter weisen 

Interleukin-6 (IL-6) und Interferon-alpha (IFN-α) auf. Ihnen ist mehr oder weniger 

gemeinsam, dass diese Botenstoffe neben weiteren Monozyten/Makrophagen auch weitere 
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Zelltypen (Fibroblasten, Epithelzellen) aktivieren, die ihrerseits wieder inflammatorische 

Zytokine produzieren (Tabelle 9-1) und damit die inflammatorische Kaskade vorantreiben 

[70].  

 

Die Zytokine wirken über einen membranständigen Rezeptor mit dem zytoplasmatischen 

Anteil. Nach der Bindung eines Zytokins an den Rezeptor werden verschiedene intra-

zelluläre Reaktionen ausgelöst (Abbildung 1-6).  
 

 
Abbildung 1-6 Das Prinzip der Signalauslösung durch Zytokine (Zeichenerklärung 

rechts oben). 
 

Neben den Zytokinen, die bestimmte Signale (proinflammtorisch/antiinflammatorisch) in 

der Zelle auslösen können, gibt es auch Inhibitoren, die als Antagonisten zwar am 

Rezeptor anbinden können, aber kein Signal auslösen [74-76] (Abbildung 1-6). So wird 

beispielsweise die Wirkung von Interleukin-1beta (IL-1β) natürlicherweise durch den IL-1 

Rezeptorantagonisten (IL-1ra) reguliert. Beide konkurrieren um die Bindung an den 

Rezeptor der Zielzellmembran. Je höher die Konzentration IL-1ra ist, desto weniger IL-1β 

Moleküle können an den Rezeptor binden und umgekehrt. Demzufolge besitzt der 

Interleukin-1 Rezeptorantagonist entzündungshemmende Wirkung. Das Verhältnis IL-1β/ 

IL-1ra liefert damit Hinweise auf die Balance zwischen proinflammatorischen und 

antiinflammatorischen Mediatoren [77,78]. 

 

Das Verhältnis zwischen Interleukin und seinem Antagonisten kann bei verschiedenen 

Krankheitsbildern gestört sein. Die therapeutische Anwendung von Zytokinen hat in den 

letzten Jahren deutlich zugenommen [79,80]. Durch Verabreichung von spezifischen 

Zytokinen wird versucht, die bestehende Zytokin-Disbalance, die zu einem Krankheitsbild 

führt, auszugleichen und damit die Krankheit zu therapieren [81,82]. Auch für den Verlauf 



Einleitung und Kenntnisstand 

 14

einer Entzündung ist das Gleichgewicht zwischen proinflammatorischer und antiinflam-

matorischer Wirkung ausschlaggebend (Abbildung 1-7). 
 

 
Abbildung 1-7 Eine ausgeglichene Zytokinproduktion ist für den positiven Verlauf einer 

Entzündung während der Wundheilung entscheidend. 
 

 

1.6 Die Rolle von Entzündungsparametern im Zuge der 
Wundheilung 

 
Nach Einbringen eines Implantates entstehen infolge des chirurgischen Eingriffes Gewebs-

verletzungen, die im Implantationslager eine Wundheilung auslösen. Die Einheilung des 

Implantates wird durch eine Reparaturphase eingeleitet, die die Gewebe der Implantat-

umgebung erneuern, reorganisieren und umstrukturieren. Blutergüsse und Nekrosen 

werden entfernt und aus undifferenziertem Bindegewebe differenziert sich neues Gewebe. 

Auch die Prozesse der Angiogenese, d.h. die Neubildung von Blutgefäßen aus bestehenden 

Gefäßen spielen bei der Wundheilung um implantierte Prothesen eine entscheidende Rolle 

[62].  

 

Eine Störung im Laufe der Wundheilung kann sowohl durch stoffliche, wie durch 

Korrosion freigesetzte Metallionen, als auch durch geometrische Eigenschaften der 

Implantatoberflächen ausgelöst werden. Insbesondere die Akkumulation und Aktivierung 

von Monozyten/Makrophagen im Bereich der Wunde, besonders auch im Zusammenhang 

mit Abriebpartikeln von Implantaten, hat ungünstige osteolytische Effekte zur Folge, die 

zum frühzeitigen Versagen von Implantaten führen können [83].  
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Die Abbildung 1-8 zeigt zur Veranschaulichung eine Röntgenaufnahme einer Hüfte mit 

einer aseptischen Lockerung der Titanprothese auf der linken Seite. Das Implantat sitzt 

nicht fest im Knochen, muß wieder entfernt und durch eines mit einem größeren Durch-

messer ersetzt werden. 
 

 
Abbildung 1-8 Das Röntgenbild einer männlichen Hüfte mit aseptischer Lockerung der 

Hüftprothese auf der linken Seite. Die Osteolysen (Pfeile) sind haupt-
sächlich am Prothesenschaft zu sehen (Aufnahme mit freundlicher Ge-
nehmigung von Dr. H. Anetzberger, TU München). 

 

Untersuchungen des Umgebungsgewebes gelockerter Implantate und immunhisto-

chemische Analysen aus dem Interfacebereich offenbaren die Anwesenheit von 

Makrophagen und Fremdkörperriesenzellen und demonstrieren die Anwesenheit 

verschiedener proinflammatorischer Zytokinmediatoren [84-87].  

 

Insbesondere bei der aseptischen Lockerung von Implantaten spielt die Sekretion der 

Zytokine IL-1β, TNF-α und IL-6 eine große Rolle [88]. Diese Entzündungsstoffe können 

auch die Bildung von Osteoklasten, den knochenabbauenden Zellen, die ebenfalls den de-

struktiven Vorgang am Knochen weiter vorantreiben können, fördern [89,90]. Die für den 

integrativen Erfolg eines Implantates wesentliche Gefäßneubildung wird ebenfalls durch 

Zytokine beeinflusst. Beim angiogenen Schritt der Wundheilung exprimieren Endothel-

zellen proinflammatorische Signalstoffe wie IL-1β und IL-6 [91]. 

 

Auf der Grundlage dieser beobachteten in vivo Befunde sind verschiedentlich Zell-

kulturversuche hinsichtlich der Aktivierung von monozytären Zellen und ihrem Zytokin-

spektrum durchgeführt wurden, jedoch hauptsächlich im Zusammenhang mit Abrieb-

partikeln [92-99]. 
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Den Einfluss der Oberflächengeometrie verschieden strukturierter Silizium-Germanium-

proben auf das Entzündungsverhalten untersuchte erstmalig Riedel et al. [78] mit einer 

monozytären Zelllinie (U937). Die Experimente lassen vermuten, dass es eine Korrelation 

zwischen einer definierten Siliziumpyramidendichte und dem inflammatorischen Ver-

haltens der U937 Zelllinie gibt. Auch die im Jahre 2004 erschienenen Untersuchungen von 

Refai et al. mit einer murinen Makrophagenzelllinie (RAW 264.7) legen einen Zusammen-

hang zwischen der Mediatorensekretion und der Oberflächentopographie nahe [100].  

 

Da in Bezug auf implantierte Biomaterialien die Art und das Ausmaß der optimalen 

initialen Entzündungsreaktionen unklar sind, um eine langfristige Akzeptanz des 

Implantats im Biosystem zu gewährleisten, soll im Folgenden ein Zellkulturmodell zur in 

vitro Testung des Entzündungspotentials von unbeschichteten und beschichteten TiAl6V4-

Implantaten entwickelt werden. 
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2 Motivation und Ziel der Studie 
 

Mit allen Implantaten wird eine rasche und dauerhafte Gewebsintegration angestrebt. Der 

Erstkontakt des Körpers zum implantierten Biomaterial geschieht über die Oberfläche des 

Werkstoffes. Die Eigenschaften der sich dabei ausbildenden Grenzflächen sind ent-

scheidend für die anfänglichen Reaktionen des Körpers. Nach der Implantation findet im 

Grenzflächenbereich ein unmittelbarer Kontakt zwischen dem Werkstoff und dem 

umgebenden durchbluteten Gewebe statt, der das Ausmaß der Fremdkörperreaktion und 

die Akzeptanz im Heilungsprozess wesentlich bestimmt. Weitgehend unklar sind dabei die 

Art und das Ausmaß der optimalen initialen Entzündungsreaktionen von Implantaten. 
 

Gegenstand der Untersuchungen ist das Zellverhalten von Monozyten/Makrophagen im 

direkten Kontakt mit verschieden oberflächenmodifizierten TiAl6V4-Legierungen. Diese 

Leukozyten (weiße Blutkörperchen) spielen als klassische Entzündungszellen eine zentrale 

Rolle und können bei der aseptischen Lockerung von Implantaten zu einem frühzeitigen 

Versagen von Endoprothesen führen. Um diese Entzündungsmechanismen besser ver-

stehen zu können, müssen werkstoffabhängige Einflussgrößen analysiert werden. Eine 

wichtige Voraussetzung hierfür ist die umfassende Charakterisierung der verwendeten 

TiAl6V4-Oberflächen.  
 

Im Vordergrund dieser Arbeiten steht die Aufgabe, ein vereinfachtes in vitro Modell der 

beginnenden Entzündungskaskade und der anschließenden Wundheilung nach der 

Implantation von Biomaterialien zu entwickeln. Dazu ist ein Zellkultursystem zu 

etablieren, mit dem sich prüfen lässt, ob sich verschiedene Implantatoberflächen, hin-

sichtlich der Entzündungsinitialisierung als günstig erweisen. Insbesondere sind dazu ober-

flächenstrukturierte und beschichtete Implantate zu untersuchen. 
 

Neben der Entwicklung eines in vitro Untersuchungsverfahren ist zu klären, welche bio-

logischen Mediatoren die Entzündungsantwort sensitiv erfassen und quantifizieren und ob 

das entwickelte in vitro Zellkulturmodell gängige Biokompatibilitätstests erweitert und 

dem Screening neuer Implantatbeschichtungen dient. Zu prüfen ist auch, ob eine geeignete 

Oberflächenanalyse neue Ansätze zur Charakterisierung von Implantatoberflächen liefern 

kann. Darüberhinaus soll analysiert werden, ob sich aus der Implantattopographie Ober-

flächenkennwerte ermitteln lassen, die die biologische Funktion widerspiegeln. 
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3 Werkstoff und Untersuchungsmethoden 
 

3.1 Experimentelle Vorgehensweise  
 
Die Abbildung 3-1 zeigt im vereinfachten Schema die wesentlichen Schritte und Verfahren 

zur Herstellung und Charakterisierung der verschiedenen modifizierten Oberflächen bis 

zum Einsatz im Zellkulturlabor. Nach der Herstellung der Ausgangsproben aus einer 

TiAl6V4-Legierung wurden die Oberflächen entsprechend modifiziert, charakterisiert und 

im Zellkulturlabor auf ihr Entzündungsverhalten geprüft. 
 

 
Abbildung 3-1 Die schematische Übersicht der einzelnen durchgeführten Arbeits-

schritte. 
 

3.2 Herstellung modifizierter TiAl6V4-Oberflächen 
 

3.2.1 Basiswerkstoff: TiAl6V4-Legierung 
 
Als Ausgangswerkstoff für die Versuche wurde ausschließlich die Legierung TiAl6V4 

(ELI = Extra Low Interstitial ASTM 136) verwendet (siehe Anhang Tabelle 9.1-1). Es 

wurden dazu 250 runde Probenscheiben mit einem Durchmesser von 10 mm und einer 

Dicke von 2 mm auf einer Drehbank gefertigt [101]. Die Abdrehgeschwindigkeit an der 

Drehbank betrug 1500 Umdrehungen/Minute. Es wurde mit wasserlöslichem Schmier-
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mittel gekühlt, um Änderungen im Gefüge zu vermeiden. Am unteren Rand der Probe 

wurde zur Orientierung eine Fase angebracht (Abbildung 3-2). 
 

 
Abbildung 3-2 Eine abgedrehte TiAl6V4-Probe nach Einbringen der Fase am unteren 

Rand der Proben. 
 

3.2.2 TiAl6V4-Proben: Strukturierung 
 
Vor der Oberflächenbehandlung wurden alle Proben an der Poliermaschine RotoForce-3 

und RotoPol-31 (Struers, Willich, Deutschland) mit der Diamant Schleifauflage MD-Piano 

unter Einsatz von Wasser plan geschliffen. Zur Befestigung auf dem Probenteller der 

Schleifvorrichtung wurden alle TiAl6V4-Plättchen mit Siegelwachs befestigt. Nach dem 

Schleifen wurden die Metallproben je 30 Minuten mit Aceton und Reinstwasser im 

Ultraschallbad gereinigt. Nach vollständiger Trocknung bei 40°C wurden die Proben bis 

zur Weiterverarbeitung staubfrei aufbewahrt. Nach erfolgreicher Strukturierung und vor 

der Sterilisation (poliert, geätzt und gestrahlt) wurde der Reinigungsprozess wiederholt. 

Pro Oberflächenmodifikation wurden 50 Stück hergestellt. 
 

3.2.2.1 Polierte Oberflächen 
 
Die Polierschritte erfolgten in Anlehnung an die Herstellerempfehlungen (Fa. Struers), wie 

sie in der nachfolgenden Tabelle 3-1 wiedergegeben sind. 
 

 Feinschleifen Polieren 
Schleifauflage Kompositmatte (MD-Largo) Poliermatte (MD-Chem) 
Schleifmittel 
Poliermittel 

Diamantsuspension 
(DiaPro) 

Polierlösung: 260 mL OP-S 
(Herstellerbezeichnung), 40 
mL H2O2 (30%), 1 mL HNO3 
(65%), 0,5 mL HF (48%) 

Korngröße [µm] 9  0,04  
Umdrehungen 
[rpm] 

150 150 

Druck [N] 30 30 
Zeit [min] 5 30 

 
Tabelle 3-1 Die Rahmenbedingungen der einzelnen Polierschritte an der Struers-

Poliermaschine. 
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3.2.2.2 Geätzte Oberflächen 
 
Nach dem Feinschleifen wurden die Proben bei Raumtemperatur in einem Säurebad fünf 

Minuten geätzt. Das Säuregemisch wurde auf dem Magnetrührer konstant bewegt. Die Zu-

sammensetzung der Ätzlösung ist in der Tabelle 3-2 angegeben. 

 

Ätzlösung Anteile für 100 mL 
Ätzgemisch 

65% HNO3 35 mL 
48% HF 5 mL 
Reinstwasser 60 mL 

 
Tabelle 3-2 Die Zusammensetzung des Säurebades zur Herstellung der geätzten 

Oberflächen. 
 

3.2.2.3 Sandgestrahlte Oberflächen 
 

Zur Herstellung weiterer definierter Oberflächenstrukturen wurden Proben mit drei 

unterschiedlichen Korngrößen sandgestrahlt. Als Strahlmittel wurde Edelkorund (Al2O3) 

mit vieleckigen und scharfkantigen Einzelkörnern verwendet (Abbildung 3-3).  
 

 
Abbildung 3-3 Die Morphologie des Strahlmittels Edelkorund der Körnung 24 (EK24): 

a) unregelmäßig geformte Al2O3 Körner im Auflichtmikroskop und b) 
Al2O3 Korn mit scharfer Bruchkante im Rasterelektronenmikroskop. 

 

Die Tabelle 3-3 gibt die verschiedenen verwendeten Strahlmittelkorngrößen wieder.  

 
Strahlmittelangabe/Körnung Mittlerer Korndurchmesser 

[mm] 
Edelkorund 220   (EK220) 0,04 - 0,07 
Edelkorund 24     (EK24) 0,6 - 0,8 
Edelkorund 8       (EK8) 2,5 

 
Tabelle 3-3 Die verwendeten Strahlmittel zum Aufrauen der TiAl6V4-Proben. 
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Zum Strahlen wurde die Sandstrahlmaschine SANDMASTER Type 100 S (HaFra Hasen-

fratz, Aßling, Deutschland) verwendet. Die Proben wurden dazu auf speziell angefertigten 

Probentellern mit doppelseitigem Klebeband fixiert und in die Anlagenkammer einge-

bracht (Abbildung 3-4).  
 

 
Abbildung 3-4 Auf einer Metallplatte fixierte TiAl6V4-Proben vor dem Bestrahlen in 

der Sandstrahlkammer. 
 

Der Strahldruck lag bei 6 bar. Der Abstand der Strahldüse zur Probenoberfläche betrug    

50 mm. Der Winkel des auftreffenden Strahlmittels zur Probenoberfläche wies 90 Grad 

auf. Jede Probe wurde für 10 Sekunden gestrahlt. Für die Charakterisierung und 

Sterilisation mit Gammastrahlen wurden die fertig strukturierten Proben staubfrei 

aufbewahrt und verpackt. Für die nachfolgenden Untersuchungen wurden fünf verschieden 

strukturierten Oberflächenzustände eingesetzt (Abbildung 3-5): poliert, geätzt, EK220, 

EK24 und EK8. 
 

 
Abbildung 3-5 Strukturierte Proben nach Fertigstellung. Poliert, geätzt, EK220, EK24, 

EK8. 
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3.2.3 Sterilisation der strukturierten Proben 
 

Alle für den Einsatz im Zellkulturlabor benötigten Oberflächenproben wurden γ-sterilisiert 

(Isotron, Allershausen, Deutschland). Als Strahlungsquelle wurde Co60 verwendet bei einer 

Dosis von 40 kGy. Bis zur Verwendung im Zellkulturlabor wurden die Proben steril auf-

bewahrt (Abbildung 3-6). 
 

 
Abbildung 3-6 Steril verpackte modifizierte Oberflächenproben vor dem Einsatz im 

Zellkulturlabor. 
 

3.2.4 TiAl6V4-Proben: Biologisierungen 
 

Die Herstellung der TiAl6V4-Proben und deren Beschichtungen erfolgte am Institut für 

Werkstoffwissenschaften der TU Dresden. Dazu wurden analog den Vorarbeiten für die 

strukturierten Oberflächen Metallplättchen aus TiAl6V4-Stangenmaterial (ASTM 136, 

Durchmesser 10 mm, Dicke 2 mm) hergestellt. Für die Versuche mit der Zelllinie U937 

wurden alle Oberflächen poliert. Für die Versuche mit primären Monozyten (Serie-II) 

wurden alle Probenzustände mit Al2O3 gestrahlt. Nach der Strahlbehandlung wurden 

folgende Rautiefen ermittelt: Ra = 4,4 µm und Rz = 37,6 µm. 

 

Als nachfolgende Reinigungsschritte wurden die Präparate mit Triton-X-100, Aceton und 

96% Ethanol im Ultraschallbad gereinigt und mit Reinstwasser gespült und luftgetrocknet.  

 

Die Beschichtung der Titanoberflächen mit Bestandteilen der extrazellulären Matrix, wie 

Kollagen-I, Kollagen-III und Fibronektin (Koll-I, Koll-III, Koll-IFibo) erfolgte nach dem 

Adhäsionsverfahren von Geißler et al. [40] und Bierbaum et al. [102]. Zum Einsatz kamen 
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bovines säurelösliches Haut-Kollagen-I (Fluka, Deisenhofen, Deutschland), Kollagen-III 

aus humaner Plazenta (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) sowie Fibronektin aus bovinem 

Serum (Sigma, Deisenhofen, Deutschland). 

 

Die anodische Oxidation (AnodOx) erfolgte bei einem pH-Wert von 7,3 in einem 0,133 M 

Phosphatpuffer. Die Passivierungsschicht der TiAl6V4-Probenkörper wurde dabei ver-

größert.  

 

Anodisch gestützte Kollagenschichten (AnodKoll-I) wurden in einem 2-Schritt-Prozess 

hergestellt. Der anodischen Vergrößerung der Oxidschicht folgte die adsorptive Immo-

bilisierung von bovinem Kollagen-I (Fluka) [33]. 

 

Zur Erzeugung der hydroxylapatithaltigen Oberflächen, die kommerziell als Bonemaster® 

(BM) vertrieben werden (Namos GmbH, Dresden, Deutschland), wurde das von Rößler et 

al. [103] entwickelte elektrochemische Verfahren angewendet. Dabei wurde an der 

Kathode durch pH-Wert-Anhebung Hydroxylapatit (HA) abgelagert. Durch Adsorption 

von bovinem Kollagen-I (Fluka) in einem weiteren Verfahrensschritt wurde die als 

BMKoll-I bezeichnete Oberflächenbeschichtung hergestellt. Die Auskristallisation 

amorphen Calciumphosphats (ACP) zum karbonathaltigen Hydroxylapatit (HA) erfolgte 

an den Kollagenfasern, so dass dieser Beschichtungszustand die knochenähnlichste 

Modifikation darstellt. Zu weiteren Details wird an das von Rößler beschriebene und 

entwickelte elektrochemische Verfahren verwiesen [103]. 

 

Als Referenz wurden jeweils Probenkörper ohne Beschichtung eingesetzt. 

 

Die Sterilisation aller Proben für die Zellkulturversuche erfolgte mit Ethylenoxid bei 42°C 

für 12 Stunden. Damit wurde eine zuverlässige Sterilisation der wärmeempfindlichen Be-

schichtungen erreicht. 

 

Eine Übersicht aller für die Zellkulturversuche verwendeten modifizierten TiAl6V4-Ober-

flächen und der verwendeten Abkürzungen finden sich in der Tabelle 3-4. 
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Modifizierte TiAl6V4-Beschichtungen Abkürzungen 

Referenz (TiAl6V4 ohne Beschichtung) Referenz 
Anodische Oxidation in 0,133 M Phosphatpuffer 
bei pH 7,4 

AnodOx 

Anodisch gestützte Immobilisierung von 
Kollagen-I 

AnodKoll-I 

Elektrochemisch gestützte 
Hydroxylapatitbeschichtung (Bonemaster®) 

BM 

Elektrochemisch gestützte 
Hydroxylapatitbeschichtung (Bonemaster) mit 
Kollagen-I 

BMKoll-I 

Adsorptionsbeschichtung mit Kollagen-I und 
Fibronektin 

Koll-IFibro 

Adsorptionsbeschichtung mit Kollagen-III Koll-III 
Adsorptionsbeschichtung mit Kollagen-I Koll-I 

 
Tabelle 3-4 Hergestellte Oberflächenbeschichtungen mit den dazugehörigen Ver-

fahren und verwendeten Abkürzungen. 
 

3.3 Charakterisierung der Oberflächenbeschaffenheit 
 

Zur Beschreibung von technischen Oberflächen werden geometrische von stofflichen, wie 

physikalischen und chemischen Eigenschaften unterschieden. Um die konkreten 

stofflichen Eigenschaften der Proben zu erfassen, wurden die Techniken der 

Energiedispersen Röntgenmikroanalyse (EDX), die Elastische Rückstoß Detektions 

Analyse (ERDA), und die Röntgendiffraktometrie (XRD) verwendet. Zur 

Charakterisierung der geometrischen Oberflächeneigenschaft wurden die qualitativen 

Methoden der Lichtmikroskopie und der Rasterelektronenmikroskopie, sowie die 

quantitativen Techniken wie das Tastschnittverfahren, die konfokale Lichtmikroskopie und 

die Atomkraftmikroskopie herangezogen. Die Benetzbarkeit von Oberflächen wurde mit 

der Methode der Kontaktwinkelmessung bestimmt. Sie wird durch geometrische, als auch 

physikalisch-chemische Eigenschaften beeinflusst. 

 

3.3.1 Stoffliche Eigenschaften 
 

3.3.1.1 Elastische Rückstoß Detektions Analyse 
 
Die Elastic Recoil Detection Analysis (ERDA) stellt eine kernphysikalische Methode dar, 

die tiefenaufgelöst die Elementzusammensetzung mit einer lateralen Auflösung von etwa 
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5-10 mm2 untersucht [104]. Dabei schlägt ein hochenergetischer Ionenstrahl Atome aus 

den oberflächennahen Schichten (1 µm) der zu untersuchenden Probe heraus. Diese 

werden hinsichtlich ihrer Kernladungszahl und Energie in einem speziellen Detektor nach-

gewiesen. Dabei besteht eine eindeutige Beziehung zwischen Energie- und Tiefenskala der 

verschiedenen Elemente. Das Verfahren ist außerordentlich empfindlich gegenüber 

leichten Elementen. Die Messungen erfolgten am 15 MV Tandembeschleuniger in Gar-

ching, einer gemeinsamen Einrichtung der beiden Münchener Universitäten.  

 

3.3.1.2 Energiedisperse Röntgenmikroanalyse  
 
Zur qualitativen und quantitativen Elementbestimmung der oberflächennahen TiAl6V4-

Proben wurden EDX Analysen am Rasterelektronenmikroskop SEM S-3500 N mit dem 

integrierten EDAX-Mikroanalysesystem Falcon (AMETEK, Taunusstein, Deutschland) 

durchgeführt. Dazu mussten die Metallproben zur besseren Leitfähigkeit mit Kohlenstoff 

(Kohlengarn-Verdampfungszusatz CEA 035 der Firma BalTec) am Sputtercoater be-

schichtet werden. Pro Probe wurde an zwei verschiedenen Stellen EDX-Analysen durch-

geführt.  

 

3.3.1.3 Röntgendiffraktometrie 
 
Auskünfte über die Kristallinität der oberflächennahen TiAl6V4-Schichten ermöglichte die 

Methode der Röntgendiffraktometrie [105]. Die Beugungsanalyse arbeitet mit Röntgen-

strahlen (X-Ray Diffraction = XRD). Anhand des austretenden Winkels der Röntgen-

strahlung lassen sich Aussagen zur Struktur von Festkörperkristallen erzielen. Die 

strukturierten Proben wurden mit Hilfe des Diffraktometers D 5000 (Siemens, Erlangen, 

Deutschland) am Lehrstuhl für Experimentalphysik IV (Prof. Dr. B. Stritzker) der 

Universität Augsburg analysiert. 

 

3.3.2 Geometrische Oberflächenbeschaffenheit 
 

3.3.2.1 Qualitative Beschreibung 
 

Lichtmikroskopie  

Für präparative Arbeiten wurde das Stereolupenmikroskop Stemi 2000-C (Zeiss, 

Göttingen, Deutschland) mit Vergrößerungen 6,5–50x verwendet. Zur mikroskopischen 

Feinanalyse der TiAl6V4-Oberflächen wurde im Auflichtverfahren unter Benutzung ver-
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schiedener Objektive das Mikroskop AxioskopMat (Zeiss, Göttingen, Deutschland) 

verwendet. Für die Betrachtung der Zellen im Phasenkontrast stand das Mikroskop 

AxioVert 200 (Zeiss, Göttingen, Deutschland) zur Verfügung. Beide Mikroskope ver-

fügten auch über eine fluoreszenzoptische Betrachtungsmöglichkeit.  

 

Rasterelektronenmikroskopie  

Zur Beurteilung der Oberflächentopographie wurden die nativen oder besiedelten Metall-

proben im Rasterelektronenmikroskop SEM S-3500 N (Hitachi, Tokio, Japan) bei unter-

schiedlichen Beschleunigungsspannungen und verschiedenen Vergrößerungen im SE-

Modus (Sekundärelektronenmodus) begutachtet. Für reine Materialkontraste wurde der 

BSE-Modus (Rückstrahlmodus) benutzt. 

 

Atomkraftmikroskopie  

Bei der Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy = AFM), die eine Auflösung 

bis in den Nanometerbereich ermöglicht, wird die Probenoberfläche mit einer feinen 

Siliziumspitze, die auf einem biegsamen Federarm (Cantilever) sitzt, mechanisch ab-

getastet. Beim verwendeten Tapping Modus wurde eine Fläche von 60 x 60 µm gescannt 

und dabei die Auslenkung der Federspitze und folglich die Auflagekraft der Spitze auf die 

Probe konstant gehalten. Aus der z-Position ergab sich die topographische Abbildung der 

abgerasterten Probe. Zum Einsatz kam das Rasterkraftmikroskop JSPM-5200 (JEOL, 

Eching, Deutschland).  
 

3.3.2.2 Quantitative Beschreibung  
 
Die quantitative Beschreibung geometrischer Gestalteigenschaften technischer Ober-

flächen erfolgt auf der Grundlage der mit einem Messverfahren erfassten Oberflächen-

mikrostruktur. Als Ergebnis der Messung werden Höhenwerte über ein ortsdiskretes x-y-

Raster ermittelt (Abbildung 3-7).Um geometrische Eigenschaften der Gestaltelemente, wie 

z.B. Anstiege, Höhe und laterale Abstände sowie Krümmungen quantitativ auszudrücken, 

werden Kennfunktionen und Kenngrößen definiert, die jeweils relevante Gestaltaspekte 

repräsentieren. 

 

Es steht eine große Vielfalt von Oberflächenkenngrößen zu Verfügung, um geometrische 

Eigenschaften aus einer messtechnisch erfassten Oberfläche zu extrahieren. Für zwei-

dimensionale Oberflächenmessungen werden im internationalen GPS-Normensystem 
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(Geometrical Product-Specification) Messung, Auswertung und die Bestimmung von 

Oberflächenkenngrößen festgelegt. Für die dreidimensionale geometrische Oberflächen-

charakterisierung werden entweder Kenngrößen aus der 2D-Charakterisierung übertragen, 

teilweise weiterentwickelt oder neue Kenngrößen definiert.  

 

 
Abbildung 3-7 Das Messverfahren zur Quantifizierung geometrischer Gestalteigen-

schaften. Die Höhenwerte werden über ein ortsdiskretes x-y-Raster er-
mittelt (mit freundlicher Genehmigung von Dr. Christian Beck, TEQ 
GmbH, Chemnitz). 

 

Die TiAl6V4-Probenoberflächen wurden anhand von 2D-Tastschnittmessungen nach DIN 

EN ISO 4287 und 4288 sowie durch 3D–Oberflächenmessungen charakterisiert.  

 

3.3.2.2.1 Mechanisches Tastschnittverfahren 
 
Die Messung der Oberflächenrauheiten der verschieden strukturierten Oberflächen wurde 

mit dem Perthometer M2 (Mahr, Deutschland) vorgenommen. Das Tastschnittverfahren ist 

eine taktile Methode zur zweidimensionalen Erfassung der Oberflächen (ISO 3274). Dabei 

bewegte sich eine Vorschubeinrichtung ein Tastsystem (Diamantnadel) mit konstanter 

Geschwindigkeit horizontal über die Oberfläche. 

 

Aus dem abgetasteten Oberflächenprofil wurden zwei genormte Kenngrößen, Ra und Rz 

ermittelt (Anhang Tabelle 9-2). Die Wahl der Grenzwellenlänge (Cutt off) erfolgte nach 

ISO 4288. Es wurden jeweils fünf Werte an verschiedenen Stellen der Oberfläche pro 

Metallmodifikation gemessen und anschließend der Mittelwert und die Standardab-

weichung errechnet. 
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3.3.2.2.2 Konfokale Weißlichtmikroskopie  
 

Zur geometrischen Oberflächenerfassung wurde in Zusammenarbeit mit der Firma 

NanoFocus AG (Ettlingen, Deutschland) das Gerät NanoFocus µSurf® verwendet. Die 

konfokale Weißlichtmikroskopie stellt ein optisches dreidimensionales Messverfahren auf 

der Basis der von NanoFocus entwickelten Multi-Pinhole-Technik dar [106].  

 

Zur simultanen tiefendiskriminierenden Vermessung von Flächen wird eine mit vielen 

Pinholes (Raumfilter) versehene Nipkowscheibe (spiralförmig angeordnete Lochblenden) 

verwendet. Mit Hilfe eines sehr präzisen Mikroskop-Objektives werden aus einer sehr 

kleinen Umgebung der Schärfeebene die genauen x/y/z Koordinaten eines Oberflächen-

punktes ermittelt. Über die Intensität eines vom Messobjekt reflektierten Lichtstrahls 

werden Höheninformationen gewonnen. Durch vertikales Verschieben der Optik wird die 

Oberfläche schichtweise abgebildet. Nachgeschaltete Softwareprogramme µSoft® oder wie 

das vom Lehrstuhl für Fertigungstechnologie der Universität Erlangen Nürnberg 

entwickelte Programm WinSAM 2.6® oder Mountains Map® (DigitalSurf, Les Ulis, Frank-

reich) erlauben verschiedene Darstellungen und Auswertungen der gewonnenen Topo-

graphien. 

 

Zur quantitativen Charakterisierung der Oberflächengestalt der Proben wurde ein großes 

Spektrum von 3D-Oberflächenkenngrößen verwendet, die teilweise direkt aus den 3D 

Messergebnissen sowie auch durch die Bildung von Kennfunktionen wie die Material-

anteilkurve, den Verlauf des Leerflächenanteils sowie geschlossenen Leerflächenanteils 

sowie der 3D-Autokorrelationsfunktion ermittelt wurden [107,108] (Anhang Tabelle 9-3).  

Die genormten Kenngrößen Ra und Rz sind Parameter, die direkt auf 3D-Messungen 

übertragen werden können. Durch den Buchstaben S für „surface“ werden sie als 3D-

Parameter Sa gekennzeichnet. 

 

Ausgehend von dem in der Blechumformung üblichen mechanisch-rheologischen Modell 

[109-111] werden drei Traganteile, wie die Materialfläche, das geschlossene und offene 

Leervolumen zur Ermittlung der Kenngrößen herangezogen, aus der sich die bekannte 

Materialtraganteilkurve (Abbot-Kurve) ergibt (Abbildung 3-8). Als Durchdringung c wird 

der Abstand der Schnittebene vom höchsten zum niedrigsten Punkt verstanden. Der Anteil 

der offenen Leerflächen beträgt am höchsten Punkt der Topographie 100% und fällt mit 
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zunehmender Schnitttiefe auf 0% ab. Geschlossene Leerflächen entstehen erst ab einer be-

stimmten Schnitttiefe. Der Maximalwert wird als Maximum der geschlossenen Leer-

flächenanteile αclm bezeichnet. Durch Integration der Kurve der geschlossenen Leer-

flächenanteile über der Durchdringung c erhält man das geschlossene Leervolumen Vcl. 

Die wahren Fläche Aw berücksichtigt die wahre geometrische Oberfläche und dient zum 

Berechnen des Oberflächenfaktors αw der die Arealvergrößerung als Verhältnis: wahre 

Fläche/scheinbare Fläche angibt.  
 

 
Abbildung 3-8 Die optische Oberflächenanalyse erlaubt die Ermittlung neuer 3D-

Kenngrößen (modifiziert aus [109,110]). 
 

Es wurden die Proben mit einem 20-fach vergrößernden Objektiv an fünf verschiedenen 

Stellen vermessen. Die Auswertefläche betrug 0,770 x 0,798 mm2 (Messfeldgröße = 

0,6145 mm2). Die Schrittweite betrug 100 nm. Es wurden verschiedene 3D-Oberflächen-

kenngrößen zur Auswertung herangezogen.  

 

Die Ermittlung der Oberflächenkenngrößen erfolgte mit der Software WinSAM 2.6® und 

Mountains Map®. Die Messpunkte wurden vor der Auswertung einer Anpassung an ein 

Polynom 2. Ordnung der Kenngröße unterzogen. 

 

3.3.3 Kontaktwinkelbestimmung 
 
Die Adsorptionseigenschaften von Oberflächen für z.B. Proteine hängen neben der 

Rauhigkeit auch von der Benetzbarkeit ab. Die Benetzung eines Festkörpers lässt sich 
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durch den Kontaktwinkel Ф, den die Flüssigkeit mit der Oberfläche bildet, beschreiben. 

Dabei bedeutet ein kleiner Kontaktwinkel gute und ein großer schlechte Benetzung. Je 

größer der Kontaktwinkel, desto schlechter ist die Benetzung (Abbildung 3-9). 

 

 
Abbildung 3-9 Das Prinzip der Kontaktwinkelmessung zur Bestimmung des Be-

netzungsgrades von Oberflächen mit Hilfe der Methode des liegenden 
Tropfens. 

 

Die Kontaktwinkelmessungen erfolgten am OCA 20 (DataPhysics Instruments, Filderstadt, 

Deutschland). Zur Auswertung wurde die Software zur Messung des statischen Kontakt-

winkels nach der „sessile drop“- Methode (liegender Tropfen) unter Berücksichtigung der 

Young-Laplace Methode verwendet. Als Testflüssigkeit wurde Reinstwasser verwendet.  

 

Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Es wurden jeweils fünf Werte 

an verschiedenen Stellen der Oberfläche pro Metallmodifikation gemessen und an-

schließend der Mittelwert und die Standardabweichung errechnet. 

 

3.4 Zellkulturversuche 
 

3.4.1 Kultivierung der Zelllinie U937  
 
Zur Testung wurde die Zelllinie U937 (ATCC, Manassas, VA, USA) ausgewählt. Die 

kommerzielle Zelllinie stellt eine etablierte humane monoblastoide Zelllinie mit mono-

zytärem Charakter dar.  

 

Die Tumorzelllinie U937 wurde bei 37°C, 5% CO2 – Atmosphäre mit 10% FCS- haltigen 

(Biochrom, Berlin, Deutschland) RPMI 1640 Medium (Biochrom, Berlin, Deutschland) 

unter Zusatz von 1% Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland) und 1% 

Amphothericin (Biochrom, Berlin, Deutschland) in Kultur gehalten. Zum Einsatz kamen 

die Passagen 10 bis 70.  
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Zur Induktion der Reifung wurde dem Medium 0,05 µg/mL 12-O-Tetradecanoyl Phorbol-

13-Acetate (TPA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) für zwei Tage zugesetzt [112]. Zur 

eindeutigen Zuordnung wird die Zelllinie nach der TPA-Stimulation folgend als dU937 

(differenzierte U937) bezeichnet. 

 

3.4.2 Isolation und Kultivierung primärer humaner Monozyten  
 
Aus tagfrischen Buffy coats (angereichertes Leukozytenkonzentrat) gesunder Spender 

(Deutsches Rotes Kreuz, Ulm, Deutschland) wurden periphere Monozyten isoliert. Da 

mononukleäre Zellen (Lymphozyten, Monozyten) eine etwas niedrigere Dichte als 

Granulozyten und Erythrozyten aufweisen, konnten sie bei Verwendung von Percoll 

(Biochrom, Berlin, Deutschland) durch Zentrifugation als Dichtegradient gewonnen 

werden.  

 

Zur Separation humaner Monozyten diente Percoll mit einer Dichte von 1,077 g/mL. Die 

nach der Zentrifugation den Erythrozyten als „weiße Schicht“ aufliegenden Monozyten 

und Lymphozyten wurden mehrmals mit EDTA-PBS gewaschen, um Percollreste und 

noch vorhandene Thrombozyten (Blutplättchen) zu entfernen. Für die endgültige 

Isolierung der humanen Monozyten wurde der Monozytenisolationskit I und II (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) verwendet. Die Trennung zwischen Lympho-

zyten und Monozyten erfolgte mittels „Magnetic Cell Sorting“ (MACS) [113].  

 

Das Trennverfahren beruht auf der negativen Selektion von Zellen, d.h. die Anreicherung 

von Monozyten, die nicht mit Magnetobeads (mit Antikörpern gecoatete magnetische 

Partikel) gebunden sind. Die unmarkierten Monozyten können das Magnetfeld ungehindert 

passieren und somit angereichert werden. Die MACS-Isolation erfolgte nach Hersteller-

protokoll. Die Abbildung 3-10 zeigt die wesentlichsten Schritte der Gewinnung von 

Monozyten in der Übersicht  auf.  

 

Die Reinheit der Zellpopulation wurde mittels CD14 Färbung und anhand von May 

Grünwald gefärbten Zellausstrichen kontrolliert (Abbildung 3-11). Sie lag bei über 90%. 

Die Kultivierung der Monozyten erfolgte in 10% hitzeinaktiviertem humanem Serum 

(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) haltigen RPMI 1640 Medium (Sigma, Deisenhofen, 
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Deutschland und Biochrom, Berlin, Deutschland) unter Verwendung von 1% 

Penicillin/Streptomycin, Partricin und Gentamycin (Biochrom, Berlin, Deutschland).  

 

 
Abbildung 3-10 Die Isolierung von Blutmonozyten. a) Buffy coats dienen als Ausgangs-

material zur Gewinnung von Monozyten. b) Nach der Zentrifugation des 
Blut-Percoll-Gemisches befinden sich vorwiegend mononukleäre Zellen 
in einer Schicht (Pfeil). c) Die endgültige Trennung der Monozyten von 
den Lymphozyten erfolgt mittels Magnetic Cell Sorting (MACS). 

 

 
Abbildung 3-11 Der Nachweis von Monozyten nach der Isolation mittels Magnetic Cell 

Sorting. a) Nach der CD14 Markierung fluoresziert die Zellmembran 
grün und der Zellkern blau. b) Der Zellausstrich nach Anfärbung mit 
May Grünwald zeigt klassischen Phänotyp eines Monozyten mit lappen-
förmigem Kern und vakuolisiertem Zytoplasma. 

 

3.4.3 Zellkulturversuche mit der Zelllinie dU937 
 
Mit der Zelllinie dU937 wurden sechs verschiedene Oberflächenbeschichtungen aus-

getestet: Referenz, Koll-I, AnodOx, BM, BMKoll-I und AnodKoll-I. 

 

Pro Oberflächenmodifikation wurden 2,5 x 105 dU937 Zellen ausgesät. Für das entwickelte 

Zellkulturmodell wurden die verschiedenen modifizierten TiAl6V4-Proben in speziell zu-

geschnittenen biokompatiblen Tygon-Silikonschläuchen (Ismatec, Wertheim-Mondfeld, 

Deutschland) fixiert, um direkten Kontakt der Zellen mit den Oberflächenbeschichtungen 

zu gewährleisten.  
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Nach vier Tagen wurden verschiedene Zellanalysen (Vitalität und Stoffwechselaktivität) 

durchgeführt. Exemplarisch wurden einige besiedelte Oberflächen für die rasterelektronen-

mikroskopische Begutachtung aufbereitet. Für die Zytokinbestimmung wurde der Zell-

kulturüberstand abpipettiert, zellfrei zentrifugiert und bei –20°C portioniert eingefroren. 

Pro Versuchsansatz (n = 4) wurden vier bis fünf Titanplättchen analysiert, so dass bis zu 

zwanzig Titanproben pro Oberflächenbeschichtung zur Auswertung herangezogen werden 

konnten. 

 

Als Positivkontrolle (LPS-Kontrolle) wurde der Zellsuspension aus 2,5 x 105 dU937 

Zellen/mL ein Mikrogramm Lipopolysaccharid als exogener Stimulus zugesetzt (LPS, 

Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Für die Negativkontrollen (TCC-Kontrolle) wurden die 

2,5 x 105 Zellen ohne weitere Stimulanzien auf 24 x Tissue Zellkultur Wellplatten (TPP, 

Trasadingen, Schweiz) für vier Tage kultiviert. 

 

3.4.4 Zellkulturversuche mit primären humanen Monozyten 
 

3.4.4.1 Monozyten auf strukturierten TiAl6V4-Oberflächen (Serie-I) 
 
Die Besiedlung der fünf verschieden strukturierten Probengruppen erfolgte mit jeweils 2 x 

105 Monozyten (Serie-I) pro Metallplättchen in 1 mL. Zur Testung wurden folgende ober-

flächenstrukturierte Proben verwendet: poliert, geätzt, EK220, EK24 und EK8. Auch hier 

wurde der direkte Kontakt der Zellen mit den modifizierten Oberflächen durch die 

Verwendung von biokompatiblen Silikonschläuchen (Ismatec, Wertheim-Mondfeld, 

Deutschland) gewährleistet. 

 

Nach drei und sechs Tagen wurden die Zellüberstände für die Zytokinanalyse abge-

nommen, zentrifugiert und bei –20°C portioniert eingefroren. Im Anschluss wurde die 

Stoffwechselaktivität der Zellen getestet (WST-1-Test). Pro Versuchsansatz (n = 5) 

wurden drei Titanplättchen analysiert, so dass 15 Titanproben pro Oberflächenmodi-

fikation ausgetestet wurden. Nach sechs Tagen wurden abschließend weitere Vitalitätstests 

(Live/Dead-Färbung und Annexin-V-Fluos-Färbung) durchgeführt. Ebenfalls nach sechs 

Tagen wurde die Besiedlungsdichte bestimmt. Nach drei und sechs Tagen wurden die 

Proben zur rasterelektronischen Untersuchung vorbereitet. 
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Als LPS-Positivkontrolle wurden 2 x 105 Monozyten in 1 mL mit 1 µg LPS (Lipopoly-

saccharid, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) versetzt. Als weitere Positivkontrolle (TPA-

Ko) wurden 2 x 105 Zellen in 1 mL Medium mit 1 µg TPA stimuliert (TPA, Sigma, 

Deisen-hofen, Deutschland). Für die Negativkontrollen (TCC-Kontrolle) wurde kein 

Stimulus ver-wendet. Die Kontrollen wurden gleichzeitig auf den 24 x Wellplatten (TPP, 

Trasadingen, Schweiz) mitgeführt, wie die Testproben. 

 

3.4.4.2  Monozyten auf biologisierten TiAl6V4-Oberflächen (Serie-II) 
 
Die Besiedelung der biologisierten TiAl6V4-Oberflächen erfolgte mit jeweils 1 x 105 

Monozyten (Serie-II) pro Metallplättchen in 1 mL RPMI 1640 Medium in 24 x Zellkultur-

platten (TPP, Trasadingen, Schweiz). Getestet wurden sechs verschieden beschichtete 

Oberflächen: Referenz, BM, BMKoll-I, Koll-I+Fibro, Koll-III und Koll-I. 

 

Die Kultivierungsdauer betrug drei Tage, danach wurde der zellfreie Überstand für die 

Mediatorenanalyse portioniert (bei – 20°C). Im direkten Anschluss wurde die Stoff-

wechselaktivität bestimmt (WST-1 Test). Nach den Analysen wurden die besiedelten 

Oberflächen für die rasterelektronenmikroskopische Betrachtung aufbereitet. 

 

Insgesamt wurden sechs unabhängige Versuche (n = 6) durchgeführt, jeweils im Dreifach-

Ansatz, so dass insgesamt 18 Titanplättchen pro Modifikation zur Testung kamen.  

In parallelen Versuchsansätzen wurden Negativ- und Positivkontrollen mitgeführt. Als 

Positivkontrolle (LPS-Ko) wurde 1 x 105 Zellen in 1mL Medium 1 µg Lipopolysaccharid 

zugesetzt. Den Negativkontrollen (TCC-Ko) wurde kein LPS zugegeben.  

 

Die verwendeten biologischen Nachweisverfahren sind im Anhang beschrieben. 

 

3.5 Auswahl funktionsrelevanter Oberflächenkenngrößen 
 
Um festzustellen, welche Eigenschaften der Oberflächengeometrie sich günstig oder 

ungünstig auf die Zytokinauschüttung der Monozyten auswirken, können die beobachteten 

biologischen Reaktionen der Zellen mit den Oberflächenkenngrößen in Zusammenhang 

gebracht werden. Es ist dabei schwierig aus der Vielzahl der Oberflächenkenngrößen 

diejenigen auszuwählen, die die funktionalen Gestalteigenschaften der Oberfläche be-
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schreiben, da sich die verschiedenen Kenngrößen teilweise überlagern und teilweise unter-

scheiden.  

 

Das Ziel bei der Bewertung des Einflusses der Oberflächengeometrie auf das Ent-

zündungspotential besteht deshalb darin, diejenigen Oberflächenkenngrößen zu ermitteln, 

anhand derer das unterschiedliche Entzündungsverhalten der Monozyten auf den Proben-

oberflächen aus geometrischer Sicht am besten aufgeklärt werden kann. 

 

Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit ein Verfahren zur Berechnung funktionsrelevanter 

Oberflächenkenngrößen verwendet, das von Beck und Pleul entwickelt wurde [114]. Es 

beruht darauf, dass das Funktionsverhalten von vorliegenden Oberflächen erfasst und in 

einem Merkmalsraum der Funktionseigenschaften klassifiziert wird. Im Ergebnis entstehen 

Gruppen sich funktional unterscheidender Oberflächen. In dem darauffolgenden Schritt 

wird die Oberflächengestalt messtechnisch mit Hilfe der konfokalen Weißlichtmikroskopie 

erfasst und verschiedene Oberflächenkenngrößen ermittelt. Diese bilden einen 

geometrischen Merkmalsraum, innerhalb dem alle funktional klassifizierten Oberflächen-

proben dargestellt werden können. Aufgrund der Lage der Oberflächen im Kenngrößen-

raum sind geometrische Ähnlichkeitsbeziehungen zwischen den Oberflächen, z.B. be-

trachtet anhand von Distanzen im Merkmalsraum, beschreibbar.  

 

Durch eine Merkmalsanalyse werden diejenigen Oberflächenkenngrößen bestimmt, anhand 

derer die Ähnlichkeitsstruktur der funktionalen Klassifikation der Oberflächen im Ober-

flächen-Kenngrößenraum bestmöglich nachvollzogen werden kann. Die so gefunden Ober-

flächenkenngrößen werden als funktionsrelevant betrachtet.  

 

Im Anschluss an die Ermittlung der Oberflächenkenngrößen, die die funktionalen 

Unterschiede zwischen den Oberflächen beschreiben, können in Abhängigkeit vom 

verwendeten Ähnlichkeitsmaß Grenzwerte für die Oberflächenkenngrößen ermittelt 

werden. Durch eine Betrachtung des Aussageinhaltes der selektierten Oberflächen-

kenngrößen kann auch qualitativ auf günstige bzw. ungünstige Gestalteigenschaften der 

Oberflächengeometrie rückgeschlossen und entsprechende Schlussfolgerungen für die Her-

stellung funktionaler Oberflächen geschlossen werden. 
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Für die Untersuchung des Einflusses der Oberflächengeometrie auf das Entzündungs-

verhalten von Monozyten/Makrophagen wurde als Funktionsmerkmal die Zytokin-

expression nach drei Tagen herangezogen. Anhand der akquirierten Messwerte wurden 

Gruppen von Proben gebildet, bei dem innerhalb der Gruppen ähnliches und zwischen den 

Gruppen unterschiedliches Zellverhalten besteht. Im einfachsten Fall wurden die Proben 

mit hoher Zytokinausschüttung (hohes Entzündungspotential) denen mit niedriger Zytokin-

konzentration (niedriges Entzündungspotential) gegenübergestellt. 

 

Der geometrische Merkmalsraum, innerhalb dem die Ähnlichkeit des funktionalen 

Verhaltens nachvollzogen werden soll, wird durch 3D-Oberflächenkenngrößen gebildet. 

Aus dieser Vorauswahl herkömmlicher und moderner Oberflächenkenngrößen werden 

Gestaltmerkmale ermittelt, anhand derer die Proben mit niedrigem (und hohem) Ent-

zündungspotential untereinander nur geringfügig und die Proben mit unterschiedlichem 

Entzündungspotenzial sich stark voneinander unterschieden.  

 

Es wird davon ausgegangen, dass Unterschiede im Zellverhalten auf geometrische Eigen-

schaften zurückgeführt werden können, wenn eine Unterscheidung entzündlich unter-

schiedlicher Proben anhand von Oberflächenkenngrößen möglich ist. 

 

Die Berechnung der funktionellen Kenngrößen erfolgte ausschließlich mit den durch 

Mountains Map® ermittelten Oberflächenkenngrößen. Die Berechnungen wurden freund-

licherweise von Herrn Dipl- Ing. Rene Pleul (TEQ GmbH, Chemnitz, Deutschland) 

durchgeführt [114]. 
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Strukturierte TiAl6V4-Oberflächen 
 

4.1.1 Charakterisierung der Oberflächenbeschaffenheit 
 

4.1.1.1 Elastische Rückstoß Detektionsanalyse  
 

Aussagen zur vertikalen Elementzusammensetzung der TiAl6V4-Proben lieferten ERDA-

Messungen. Die Abbildung 4-1 zeigt exemplarisch für eine polierte Probe das 

zweidimensionale Energiespektrum, aus der die ermittelten Elemente mit den 

dazugehörigen Intensitäten (Farbskala rechts) hervorgehen. Der Hauptanteil besteht aus 

den Legierungsbestandteilen Titan (Ti), Aluminium (Al), und Vanadium (V). Es konnten 

aber auch Silizium (Si), Fluor (F), Sauerstoff (O), Stickstoff (N), Kohlenstoff (C), und 

Wasserstoff (H) nachgewiesen werden.  

 

 
Abbildung 4-1 Das zweidimensionale ERDA-Energiespektrum. Die Darstellung zeigt 

die nachgewiesenen Elemente mit zugehöriger Intensität bei einer 
polierten TiAl6V4-Probe. 

 

 

Die Abbildung 4-2 illustriert das dazugehörige Konzentrationstiefenprofil. Der 

oberflächige Kohlenstoffgehalt wurde auf etwa 1% quantifiziert, der mit zunehmender 

Tiefe abnahm. 
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Abbildung 4-2 Das Konzentrationstiefenprofil einer polierten Probe zeigt die nach-

gewiesenen Elemente in Abhängigkeit von der Probentiefe. 
 

4.1.1.2 Rasterelektronenmikroskopische- und energiedisperse 
Röntgenmikroanalysen  

 
Das zweiphasige Gefüge der Alpha-Beta-Legierung kommt nach dem Ätzprozess klar zum 

Vorschein (Abbildung 4-3, Probe geätzt). Die beiden Phasen reagieren unterschiedlich auf 

den chemischen Angriff, so dass die Korngrenzen nach dem Ätzprozess in Form von 

Stegen deutlich hervortreten. Die durch Aluminium stabilisierte α-Phase wird durch das 

Ätzmittel verstärkt angegriffen, so dass die vanadiumhaltige β-Phase in der Aufnahme 

heller hervortritt.  
 

Die sandgestrahlten Metallflächen der Proben EK 200, EK 24 und EK8 (Abbildung 4-3) 

zeigen eine stark zerklüftete, irreguläre Oberfläche, mit scharfen Kanten und Spitzen, 

Anrissen und Hohlräumen, die vor allem bei den Proben EK24 und EK8 noch mit Edel-

korundbruchstücken des Strahlmittels durchsetzt sind.  
 

Die Abbildung 4-4 verdeutlicht detaillierter, dass durch die Säureätzung eine spezifische 

Aufrauung entsteht und dabei die vanadiumhaltige β-Phase als helle Komponente im BSE-

Modus der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme deutlich hervortritt. Die Mikro-

analyse ermöglichte die qualitative und semiquantitative Bestimmung der 

Legierungselemente, wie Titan (Ti), Aluminium (Al), Vanadium (V), und Kohlenstoff (C) 

und Sauerstoff (O). Dabei zeigt sich im Spektrum der geätzten TiAl6V4-Probe, dass 
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Vanadium aufgrund des selektiven Gefügeangriffes zu Gunsten des α-Phase-stabili-

sierenden Aluminiums angereichert vorliegt. 
 

 
Abbildung 4-3 Die Oberflächentopographie aller strukturierten Proben unter dem 

Rasterelektronenmikroskop. Die polierten Metallproben besitzen eine 
spiegelglatte Oberfläche ohne Unregelmäßigkeiten. Durch Ätzen (Probe 
geätzt) und Sandstrahlen mit Edelkorund (Proben EK220-EK8) nehmen 
die Profilerhebungen und –vertiefungen zu. 

 

 
Abbildung 4-4 Die EDX-Analyse der geätzten TiAl6V4-Probe. a) Im BSE-Modus tritt 

die vanadiumhaltige β-Phase deutlich hervor. b) Die Mikroanalyse 
zeigt, dass Vanadium aufgrund des selektiven Gefügeangriffes, zu 
Gunsten des α-Phase-stabilisierenden Aluminiums angereichert vorliegt. 



Ergebnisse 

 40

Die Aufnahmen lassen auch erkennen, dass die sandgestrahlten TiAl6V4-Proben, trotz 

umfangreicher Reinigungsprozeduren, weiterhin mit Edelkorundpartikeln belegt sind.  

 

Das Strahlmittel besitzt auch nach dem Strahlvorgang eine keilförmige, scharfkantige 

Gestalt (Abbildung 4-5a) und ist zum Teil auf und unter dem Strahlgut fest verankert 

(Abbildung 4-5b). Beim Aufprall der Korundpartikel wird die Implantatoberfläche stark 

verformt. Die spröden Keramikpartikel zersplitterten dabei in kleinere Al2O3-Teilchen. 

Durch den eigenen Kontrast heben sich die Strahlmittelreste im BSE-Modus vom um-

gebenden Untergrund deutlich ab.  

 

 
Abbildung 4-5 Die Kontamination mit Edelkorund-Strahlmittelresten auf den sand-

gestrahlten Proben EK8 und EK220. a) Edelkorundpartikel (Pfeil) be-
finden sich auf der Probenoberfläche EK8 (im Auflichtmikroskop). b) 
Materialunterschiede (Pfeile) werden aufgrund des unterschiedlichen 
Kontrastverhaltens im BSE-Modus im Rasterelektronenmikroskop deut-
lich: Edelkorundpartikel haften auf und unter der Probenoberfläche 
EK220 (Querschnittspräparation). 

 

Die Edelkorundkontamination ließ sich, unabhängig von der Rauheit, auf allen gestrahlten 

Oberflächen EK220, EK24 und EK8 mittels EDX-Analyse nachweisen.  

 

4.1.1.3 Röntgendiffraktometrische Analysen 
 

Trotz Dünnschichtcharakterisierung mittels Röntgenbeugung sind die Titanoxide Rutil 

und/oder Anatas auf der Oberfläche polierter TiAl6V4-Proben nicht nachweisbar.  

 

Die Abbildung 4-6 zeigt beispielhaft für die polierte TiAl6V4-Oberfläche (benannt als 

Probe) das gemessene Diffraktogramm, im direkten Vergleich zu den kristallinen 

Modifikationen Rutil und Anatas, die als Standards mitgeführt wurden. Die Peaklagen 

können der hexagonalen α-Phase in TiAl6V4 zugeordnet werden.  
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Abbildung 4-6 Das Röntgendiffraktogramm der polierten TiAl6V4-Probe. Im Vergleich 

zu den Referenzmodifikationen Rutil und Anatas weist die polierte Probe 
(durchgezogene Linie) Peakpositionen und Intensitätsverhältnisse auf, 
die für α-Phase der Legierung TiAl6V4 sprechen.  

 

4.1.1.4 Auflichtmikroskopische Untersuchungen 
 

Zum visuellen Vergleich der Oberflächenmorphologie wurden von allen Oberflächen 

mikroskopische Detailaufnahmen am Auflichtmikroskop erstellt (Abbildung 4-7).  
 

 
Abbildung 4-7 Strukturierte Oberflächen unter dem Auflichtmikroskop im Hellfeld-

modus. In Abhängigkeit von der Rauhigkeit nimmt die Inhomogenität zu.  
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Die geringe Tiefenschärfe am Auflichtmikroskop ließ bei den rauen Proben EK24 und 

EK8 keine scharfen Abbildungen zu. Die Profilvertiefungen und –erhebungen 

verschwanden im Unschärfebereich. Eine detailliertere Beurteilung der Oberflächen-

strukturen war mit dem Auflichtmikroskop nicht möglich. Deshalb wurde die 

Oberflächentopographie mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops begutachtet. 

 

4.1.1.5 Atomkraftmikroskopische Analysen 
 
Zur Begutachtung konnten nur die polierte, geätzte und sandgestrahlte Probe EK 220 

herangezogen werden. Die EK24- und EK8-Proben waren aufgrund der starken Rauheit für 

nicht geeignet. Die Oberflächentopographie der polierten, geätzten und sandgestrahlten 

Probe EK220 zeigt die Abbildung 4-8.  
 

 
 

Abbildung 4-8 Die Oberflächentopographie verschiedener strukturierter Oberflächen 
mittels Atomkraftmikroskop im Tapping Modus. Die polierte Probe (a) 
weist eine nahezu spiegelglatte Oberfläche auf. Die geätzte Probe (b) 
und die sehr fein gestrahlte Probe EK220 (c) besitzen mehr oder 
weniger zerklüftete Oberflächen, die mit scharfen Kanten und Spitzen, 
sowie unterschiedlich großen Hohlräumen durchsetzt sind. 

 

Die Oberflächenprofile stellen sich in einer unterschiedlichen Abfolge von mehr oder 

weniger konvexen und konkaven Krümmungen dar. Die polierte Probe besitzt nach dem 

Herstellungsprozess eine nahezu spiegelglatte Oberfläche. Die kleinen Erhebungen liegen 
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im nm-Bereich und sind auf Verunreinigungen zurückzuführen. Die geätzten und sand-

gestrahlten Proben unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Rauheitsdimensionen und ihrer 

Abfolge konvexer und konkaver Krümmungen. 

 

4.1.1.6 Mechanisches Tastschnittverfahren 
 
Die Ergebnisse der Rautiefenmessung mittels Perthometer sind in der Tabelle 9-4 im 

Anhang zusammengefasst. Die Oberflächen unterscheiden sich deutlich hinsichtlich der 

Kenngrößen Ra und Rz. Die Rauheit nimmt von der polierten Probe in Richtung EK8 zu 

und erstreckt sich über mehrere Größenordnungen. Die Verwendung des gröbsten 

Strahlmittels ergibt erwartungsgemäß die größten Rautiefen, jedoch weisen diese Proben 

auch die größten Streubreiten auf. 

 

4.1.1.7 Konfokale Weißlichtmikroskopische Analysen  
 

Die Ergebnisse der aussagekräftigsten 3D-Oberflächenparameter sind in der Tabelle 9-5 im 

Anhang zusammengefasst. Infolge des Ätz- und Strahlprozesses nehmen die Oberflächen-

parameter arithmetische Rauheit Sa, geschlossenes Leervolumen Vcl und wahre geo-

metrische Fläche Aw kontinuierlich zu. Die Oberflächenvergrößerung im Vergleich der 

polierten zur rauesten Probe (EK8) beträgt 63 Prozent. Das Diagramm der Abbildung 4-9 

zeigt den Zusammenhang zwischen Oberflächenzunahme und der Rauheit. Es ergibt sich 

eine annähernd lineare Abhängigkeit zwischen beiden Kenngrößen. 
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Abbildung 4-9 Die wahre Probenoberfläche Aw in Abhängigkeit des Mittenrauwertes 

Sa (n = 5). Mit zunehmender Rauheit nimmt die wahre Fläche zu. 
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Auch das geschlossene Leervolumen Vcl steigt mit zunehmender Oberfläche Aw an-

nähernd linear an (Abbildung 4-10). Auch hier zeigt sich, dass mit zunehmender 

Rauhigkeit die Streuungsbreiten der Messdaten erheblich ansteigen. 
 

0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1
0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

EK8

EK24

EK220

poliert

ge
sc

hl
os

se
ne

s 
Le

er
vo

lu
m

en
 

Vc
l [

m
m

3 /m
2 ]

wahre Fläche Aw [mm2]

geätzt

 
Abbildung 4-10 Das geschlossene Leervolumen Vcl nimmt in Abhängigkeit von der 

wahren Fläche Aw annähernd linear zu (n = 5). 
 

Im Vergleich der Rauheitskenngrößen Ra zu Sa, d.h. zweier unterschiedlicher Mess-

verfahren zeigen sich gute Übereinstimmungen vor allem im unteren bis mittelrauen 

Bereich (bis EK220). Mit zunehmender Rauheit erhöhen sich die Streuungsbreiten beider 

Messmethoden (Abbildung 4-11). 
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Abbildung 4-11 Der Vergleich des Mittenrauwertes in Abhängigkeit vom verwendeten 

Messverfahren. Es zeigt sich eine gute Übereinstimmung des Rauheits-
kennwertes Ra bzw. Sa zwischen dem mechanischen Tastschnittver-
fahren mittels Perthometer und dem optischen Messverfahren mittels 
Weißlichtmikroskopie (n = 5). 
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Zur Berechnung funktionsrelevanter Oberflächenkenngrößen wurden verschiedene 3D-

Oberflächenparameter berechnet. Eine Auswahl der ermittelten Parameter zeigt die Tabelle 

9-6 im Anhang. 

 

4.1.1.8 Kontaktwinkelbestimmung 
 
Bei der Verwendung von Reinstwasser als Testmedium besitzen alle strukturierten Ober-

flächenzustände vor dem Einsatz im Zellkulturlabor einen Kontaktwinkel ф < 90 Grad 

(Anhang Tabelle 9-7).  

 

Der Benetzungsgrad für die polierten, geätzten und gestrahlten Proben lag in den 

Bereichen von 62° bis 78°. Bis zu Rauheiten von ca. Ra < 10 µm (poliert bis EK24) nimmt 

der Kontaktwinkel tendenziell ab, was einer zunehmenden Benetzbarkeit der Oberflächen 

entspricht und steigt mit zunehmender Rauhigkeit (EK8) wieder an (Abbildung 4-12).  
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Abbildung 4-12 Der Kontaktwinkel Ф in Abhängigkeit der Mittenrauheit Ra (n = 5). Mit 

zunehmender Rauheit (poliert bis EK24) nimmt der Kontaktwinkel 
tendenziell ab, steigt jedoch bei der rauesten Probe EK8 wieder deutlich 
an. 

 

Signifikante Unterschiede des Kontaktwinkels zwischen den einzelnen Oberflächen 

konnten nicht analysiert werden. Insgesamt weisen alle strukturierten Proben einen guten 

Benetzungsgrad auf. 

 



Ergebnisse 

 46

4.1.2 In vitro Versuche mit strukturierten Oberflächen 
 

4.1.2.1 Stoffwechselaktivität im Kontakt mit den strukturierten Oberflächen 
 

Die mitochondriale Zellaktivität wurde mittels WST-1 Tests nach drei und sechs Tagen der 

Zellbesiedelung direkt auf den modifizierten Oberflächen analysiert und ist in der 

Abbildung 4-13 dargestellt. Die Anzahl der stoffwechselaktiven Zellen nahm, außer bei 

der Probe EK8, im Laufe der Kultivierung von drei zu sechs Tagen ab. Die Proliferation 

der Zellen auf den TiAl6V4-Oberflächen äußert sich im Vergleich zu den Kontrollen mit 

erhöhten WST-1-Werten. Signifikante Unterschiede, hinsichtlich des Proliferationsver-

haltens konnten jedoch nicht analysiert werden.  
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Abbildung 4-13 Proliferationsverhalten der Monozyten/Makrophagen nach direkten 

Kontakt mit den verschieden strukturierten Oberflächen (n = 5). Zell-
kulturkontrollen: Positivkontrollen (LPS-Ko, TPA-Ko) und Negativ-
kontrolle (TCC-Ko) nach drei und sechs Tagen. Außer bei der Probe 
EK8 nahm die Anzahl der stoffwechselaktiven Zellen im Laufe der 
Kultivierung von drei zu sechs Tagen ab. 

 

4.1.2.2 Zelladhäsionsverhalten im Kontakt mit den strukturierten Oberflächen 
 
Zur Quantifizierung adhärenter Monozyten/Makrophagen auf allen Oberflächen wurde 

nach sechs Tagen mit DAPI angefärbt. Die Anzahl adhärenter Zellen beträgt in Richtung 

polierter zu immer rauer werdender Oberflächen EK8: 12, 41, 54, 82 und 90 adhärente 

Zellen/mm2. Durch die Vergrößerung der verfügbaren Oberfläche mit zunehmender 
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Rauheit nimmt die Anzahl der auf den Oberflächen haftenden Zellen kontinuierlich zu 

(Anhang Tabelle 9-8). Im Vergleich der polierten Oberfläche zur rauesten Probe EK8 hat 

die Anzahl der DAPI-positiven Zellen um das siebenfache zugenommen (Abbildung 4-14). 

Die Zellkontrollen in den konventionellen Zellkulturschalen zeigen ein ähnliches 

Adhärenzverhalten, wie die polierte TiAl6V4-Legierung.  
 

 
Abbildung 4-14 Die Besiedlungsdichte von Monozyten/Makrophagen auf den ver-

schieden strukturierten Oberflächen im Auflichtmikroskop. Mit zu-
nehmender Rauheit nimmt die Anzahl der auf den Oberflächen haften-
den Zellen kontinuierlich zu. 

 

4.1.2.3 Zellvitalitätsverhalten im Kontakt mit den strukturierten Oberflächen 
 

Die Abbildung 4-15 zeigt das Verhältnis lebender (grün) zu toten (rot) Zellen auf der 

Oberflächenprobe EK8. 

 

Ein direkter Einfluss der strukturierten Oberflächen auf das Verhältnis apoptotischer zu 

nekrotischen Zellen konnte nicht analysiert werden (Abbildung 4-16). Die Anzahl der 

vitalen Monozyten/Makrophagen liegt für alle Oberflächen bei über 68% nach sechs Tagen 

(Tabelle 9-9 im Anhang). Die sehr rauen Oberflächen EK24 und EK8 erreichen ähnliche 
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Werte wie die mitgeführte Zellkulturkontrolle (TCC-Ko). Die Zellkontrollen LPS-Ko und 

TPA-Ko besitzen erwartungsgemäß die niedrigste Vitalität.  
 

 
Abbildung 4-15 Der Live/Dead-Test auf der strukturierten TiAl6V-Probe EK8 nach 

sechs Tagen im Auflichtmikroskop. Vitale Zellen fluoreszieren grün, 
Zellkerne toter Zellen fluoreszieren rot. 
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Abbildung 4-16 Die Live/Dead-Färbung im Vergleich zur Annexin-V-Fluos-Färbung auf 

allen strukturierten Oberflächen nach sechs Tagen (n = 5). Die Anzahl 
der apoptotischen und nekrotischen Zellen wurde auf die Anzahl toter 
Zellen normiert. Ein Einfluss der Oberflächenbearbeitung auf das 
Sterbeverhalten der Zellen konnte nicht ermittelt werden. 

 

Die toten Monozyten/Makrophagen setzen sich gleichermaßen aus nekrotischen und 

apoptotischen Stadien zusammen. Einhergehend mit einer geringeren Vitalität bei den 

Positivkontrollen LPS-Ko und TPA war das Verhältnis toter Zellen zu Gunsten 

apoptotischer Zellen verschoben. 

 



Ergebnisse 

 49

Die Abbildung 4-17 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt für die Probe EK8 mit 

apoptotischen Zellen (grün), wie man sie nach sechs Tagen angefärbt unter dem 

Fluoreszenzauflichtmikroskop detektieren konnte. Bei der Probe EK24 sieht man einen 

Monozyten/Makrophagen im nekrotischen Stadium. 
 

 
Abbildung 4-17 Zur Diskriminierung zwischen Apoptose und Nekrose wurde die 

Annexin-V-Fluos-Färbung eingesetzt. Das apoptotisches Stadium 
fluoresziert dabei nur grün, nekrotische Stadien fluoreszieren rot oder 
rot und grün im Auflichtmikroskop. a) Probe EK8, b) EK24; 

 

4.1.2.4 Zytokinexpressionen im Kontakt mit den strukturierten Oberflächen 
 

Die Abbildung 4-18 bis Abbildung 4-21 veranschaulichen die Expressionswerte nach drei 

und sechs Tagen, die auf allen Oberflächen einschließlich der mitgeführten Zellkontrollen 

bestimmt werden konnten.  
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Abbildung 4-18 Der Einfluss der strukturierten Oberflächen auf die Expression von 

Interleukin-1beta (IL-1β) nach drei und sechs Tagen, einschließlich der 
Positivkontrollen (LPS-Ko, TPA-Ko) und der Negativkontrolle (TCC-
Ko). Die Oberflächen poliert und EK8 weisen nach drei Tagen deutlich 
höhere IL-1β Werte auf (n = 5). 
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Abbildung 4-19 Der Einfluss der strukturierten Oberflächen auf die Expression von 

Interleukin-1ra (IL-1ra) nach drei und sechs Tagen, einschließlich der 
Positivkontrollen (LPS-Ko, TPA-Ko) und der Negativkontrolle (TCC-
Ko). Die Oberflächen weisen deutlich messbare und unterschiedlich 
hohe IL-1ra Werte auf (n = 5). 
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Abbildung 4-20 Der Einfluss der strukturierten Oberflächen auf die Expression von 

Interleukin-6 (IL-6) nach drei und sechs Tagen, einschließlich der 
Positivkontrollen (LPS-Ko, TPA-Ko) und der Negativkontrolle (TCC-
Ko). Alle Oberflächen weisen nach drei Tagen unterschiedlich hohe IL-6 
Werte auf. Nach sechs Tagen konnte nur noch eine geringe Zytokinex-
pression nachgewiesen werden (n = 5). 
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Abbildung 4-21 Der Einfluss der strukturierten Oberflächen auf die Expression des 

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-α) nach drei und sechs Tagen, 
einschließlich der Positivkontrollen (LPS-Ko, TPA-Ko) und der 
Negativkontrolle (TCC-Ko). Die Oberflächen poliert und EK8 weisen 
nach drei Tagen hohe TNF-α Werte auf (n = 5). 

 

Im Vergleich der modifizierten Oberflächen untereinander tritt deutlich hervor, dass nach 

drei Tagen auf den Proben geätzt und EK8 die höchsten Werte analysiert wurden. Die 

geätzte Oberflächenprobe erreichte den 16-fachen IL-1β Wert im Vergleich zu den 

Modifikationen poliert, EK24 und EK220, beim Oberflächenzustand EK8 sogar das 34-

fache. Ein ähnliches Verhalten ist auch für die anderen Zytokine zu beobachten. Die 

geätzten und die rauesten Oberflächen (EK8) weisen nach drei Tagen im Vergleich zu den 

restlichen Oberflächenproben die höchsten Werte auf.  

 

Die Ausschüttungshöhe der LPS-Positivkontrolle (LPS-Ko) wurde von keiner Ober-

flächenmodifikation für die proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und TNF-α 

erreicht. Die Stimulation mit TPA führte lediglich beim TNF-α Assay zu Erhöhungen. 

Nach sechs Tagen Besiedlungsdauer der Zellen auf den verschiedenen Oberflächen bzw. 

den Kontrollen lagen die Zytokinausschüttungen z.T. unter dem Bereich der Nachweis-

grenze.  

 

Signifikante Unterschiede innerhalb der modifizierten Oberflächen konnten nach drei 

Tagen bei der Bestimmung von IL-6 und TNF-α für die Proben EK220 im Vergleich zu 

EK8 und EK24 im Vergleich zu EK8 bestimmt werden. Für TNF-α wurde darüber hinaus 

zwischen poliert und EK8 ein signifikanter Unterschied festgestellt.  
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4.1.2.5 Morphologische Zellanalysen im Kontakt mit den strukturierten 
Oberflächen 

 
Die Reifung und Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen geht mit 

Formveränderungen einher. Mit zunehmender Kultivierungsdauer vergrößern sich die 

Zellen und spreiten sich auf den verschiedenen Oberflächen aus (Abbildung 4-22). Mit 

Hilfe von Pseudopodien (Ausstülpungen der Zellmembran, Zellausläufer) haften sie am 

Untergrund. 
 

 
Abbildung 4-22 Die Differenzierung der Zellen auf der polierten TiAl6V4-Oberfläche 

äußert sich in einer Formveränderung und Größenzunahme im Laufe 
der Kultivierungsdauer unter dem Rasterelektronenmikroskop. a) kugel-
förmiger Monozyt/Makrophage nach drei Tagen, b) auf den glatten 
Untergrund anhaftender Monozyt/Makrophage mit sternförmigen Zell-
ausläufern nach sechs Tagen; 

 

Die Zellgestalt der Monozyten/Makrophagen auf den Metalloberflächen wurde zunächst 

mit Hilfe der May Grünwald Färbung im Auflichtmikroskop bewertet. Jedoch ließen sich 

auf Grund der zunehmenden Rauhigkeit und der geringen Tiefenschärfe mit diesem 

mikroskopischen Verfahren nur für sehr glatte Oberflächen (poliert und geätzt) auswert-

bare Ergebnis erzielen (Abbildung 4-23).  
 

 
Abbildung 4-23 Das unterschiedliche Wachstum von Monozyten/Makrophagen auf ver-

schiedenen oberflächenstrukturierten TiAl6V4-Proben. Adhärente Zellen 
May Grünwald gefärbt nach sechs Tagen a) auf polierter Probe und b) 
geätzter Probe im Auflichtmikroskop. 
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Auf der polierten Oberfläche spreizen sich die Zellen mehr oder weniger gleichmäßig rund 

auf dem planen Untergrund. Auf dem geätzten Untergrund wurden rund-gespreitete und 

spindelförmige Monozyten/Makrophagen beobachtet. 

 
Auf der Abbildung 4-24 sind die einzelnen Oberflächenzellbesiedlungen nach sechs Tagen 

einander gegenübergestellt.  
 

 
Abbildung 4-24 Die unterschiedliche Zellmorphologie der Monozyten/Makrophagen 

nach sechstägiger Besiedelung auf verschieden strukturierten TiAl6V4-
Oberflächen, einschließlich der mitgeführten Zellkulturkontrollen im 
Rasterelektronenemikroskop. Mit zunehmender Rauhigkeit können sich 
die Zellen auf den strukturierten Oberflächen nicht vollständig spreiten 
und nehmen einen kugelförmigen Phänotyp an. 
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Analog zur Abbildung der Auflichtmikroskopie spreizen sich die Monozyten auf den 

polierten Flächen rundum aus. Die einzelnen Zellausläufer sind dabei sternförmig aus-

gebildet. Die Anhaftung der Zellen an den Untergrund nimmt mit zunehmender Rauhigkeit 

ab. Die Zellen weisen in Richtung EK8 eine zunehmend kugelige Morphologie (un-

differenzierte) auf. Bei den Kontrollen lassen sich hinsichtlich der Zellgestalt zwischen 

TCC-Ko und LPS-Kontrolle keine markanten Unterschiede feststellen. Die Zell-Leiber 

sind vollständig am Untergrund ausgebreitet und recken sich z.T. wurmartige aus der 

Ebene heraus. Die TPA-Kontrolle zeichnet sich durch viele Zellbruchstücke und –reste 

auf. 
 

Unabhängig vom Spender wiesen die Mehrzahl der Monozyten/Makrophagen auf den ge-

ätzten Oberflächen spindelförmige gestreckte Zellleiber auf (Abbildung 4-25). 
 

 
Abbildung 4-25 Nach drei Tagen Wachstum auf den geätzen Oberflächen lassen sich 

mehrfach Monozyten/Makrophagen mit spindelförmig ausgebildeten 
Zellausläufern beobachten. 

 

Nur auf den polierten Proben wurden neben ursprünglich sessilen auch motile Stadien be-

obachtet (Abbildung 4-26). 
 

 
Abbildung 4-26 Das unterschiedliche Motilitätsverhalten von Monozyten/Makrophagen 

auf einer polierten TiAl6V4-Probe. a) Zeigt eine sessile Zelle mit 
typischer segelartiger gefalteter Leukozytenmembran und b) ein motiles 
Stadium mit pfeilförmigen Zellausläufern. 
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4.2 Biologisierte TiAl6V4-Oberflächen 
 

4.2.1 Bestimmung der Oberflächeneigenschaften 
 

4.2.1.1 Rasterelektronenmikroskopische Analysen vor Besiedelung mit Zellen 
 

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der anodisch gestützten Hydroxylapatit-

schichten Bonemaster® (BM) und Bonemaster-Kollagen-I (BMKoll-I) zeigt die Abbildung 

4-27 vor der Besiedelung mit Zellen.  

 

 
Abbildung 4-27 Hydroxylapatithaltige Oberflächenbeschichtungen vor dem Einsatz im 

Zellkulturlabor unter dem Rastereletronenmikroskop. a) Die Be-
schichtung mit Bonemaster® weist eine von Hydroxylapatitnadeln dicht 
besetzte Oberfläche auf. b) Die Bonemaster-Kollagen-I Beschichtung 
hat in das Maschenwerk aus Hydroxylapatitnadeln zusätzlich kollagene 
Fibrillen des Kollagentyps I eingebettet (Pfeile). 

 

Die ca. 5-10 µm starke Schicht [33] besteht aus nadelartigen Calciumphosphatkristallen, 

die netzartig angeordnet sind. In dieses Maschenwerk wurden bei der Oberflächenbe-

schichtung BonemasterKollagen-I (BMKoll-I) typische kollagene Fibrillen eingebaut. 

 

4.2.1.2 Atomkraftmikroskopische Analysen vor Besiedelung mit Zellen 
 

Die Abbildung 4-28 zeigt die beschichteten TiAl6V4-Oberflächen Koll-I (Kollagen-I) und 

Koll-III (Kollagen-III).  

 

Die Immobilisation mit Kollagenfibrillen war homogen und vollständig über die gesamte 

Substratoberfläche verteilt. Die erzielten Schichtdicken lagen im Bereich von ca. 100 nm 

[33]. 
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Abbildung 4-28 Die kollagenhaltigen Oberflächenbeschichtungen vor dem Einsatz im 

Zellkulturlabor unter dem Atomkraftmikroskop im Tapping Modus. a) 
Die Kollagen-I Beschichtung weist typische Kollagen-I Fibrillen auf. b) 
Die Kollagen-III Beschichtung besteht aus netzartig angeordneten 
Kollagen-III Fibrillen. 

 

 

4.2.2 In vitro Versuche der biologisierten Oberflächen mit der Zelllinie 
dU937 

 

4.2.2.1 Stoffwechselaktivität von dU937 Zellen im Kontakt mit den 
verschiedenen Oberflächenbeschichtungen 

 
Das Diagramm der Abbildung 4-29 veranschaulicht die gemessenen Extinktionen des 

WST-1 Tests, als Maß der mitochondrialen Aktivität der Zellen nach vier Tagen in 

direkten Kontakt mit den verschiedenen Beschichtungen.  

 

Die messbare optische Dichte (OD) liegt bei den Kontrollen deutlich niedriger als bei den 

Oberflächenbeschichtungen. Auf Grund einer vorangegangenen Proliferationsrate der 

TCC-Ko liegt die Anzahl metabolisch aktiver Zellen im Bereich der Positivkontrolle (LPS-

Ko). 

 

Innerhalb der einzelnen Oberflächenbeschichtungen gibt es jedoch keine signifikanten 

Unterschiede bezüglich der Proliferationsrate der dU937 Zellen in Abhängigkeit von der 

Beschichtung. 

 



Ergebnisse 

 57

Refe
ren

z
Koll-I

AnodOx BM

BMKoll-I

AnodKoll-I

TCC-K
o

LPS-K
o

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

 

W
ST

-1
 [O

D
45

0 
nm

]

 
Abbildung 4-29 Die verschiedenen Oberflächenbeschichtungen besitzen keinen signi-

fikanten Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Zelllinie dU937 
nach vier Tagen (n = 4). 

 

4.2.2.2 Zellvitalitätstest von dU937 Zellen im Kontakt mit den verschiedenen 
Oberflächenbeschichtungen 

 
Die Abbildung 4-30 zeigt die Erfassung vitaler dU937 Zellen nach vier Tagen in direktem 

Kontakt mit den Oberflächenbeschichtungen durch die Anfärbung mit Trypanblau.  
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Abbildung 4-30 Die verschiedenen Oberflächenbeschichtungen besitzen keinen signi-

fikanten Einfluss auf das Vitalitätsverhalten der Zelllinie dU937 nach 
vier Tagen (n = 4). 
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Für alle Probenzustände liegt die Anzahl vitaler Zellen über 65%. Die reine Zellkontrolle 

(TCC-Ko) unterscheidet sich nicht von der Positivkontrolle (LPS-Ko). Auf Grund einer 

vorangegangenen starken Proliferationsrate (Zellverdoppelung/Tag) liegt die Anzahl 

beider Kontrollen unter 40%.  

 

4.2.2.3 REM-Analysen der dU937 Zellen im Kontakt mit den verschiedenen 
Oberflächenbeschichtungen 

 
Die Abbildung 4-31 zeigt beispielhaft für die übrigen Oberflächenbeschichtungen eine 

dU937 Zelle nach vier Tagen auf einer mit Kollagen-I gecoateten TiAl6V4-Oberfläche. 

Die Zelle ist kugelig und besitzt keinen ausgeprägten Adhäsionssaum. 

 

 
Abbildung 4-31 Die rasterelektronenmikroskopische Analyse der Zellbesiedlung auf 

Kollagen-I beschichteten Proben zeigt nach vier Tagen vorwiegend 
kugelige dU937-Zellen, ohne ausgeprägten Adhärenzsaum. 

 
 
4.2.2.4 Zytokinexpressionen von dU937 Zellen im Kontakt mit den 

verschiedenen Oberflächenbeschichtungen 
 
Die Versuche ergaben, dass ohne vorherige Stimulation der Zellen mit Phorbolester (TPA) 

keine messbare Zytokinexpression erfolgt (Abbildung 4-32) und dass nur mit TPA 

vorstimulierte Zellen (dU937) in Abhängigkeit vom Entnahmezeitpunkt unterschiedlich 

messbare Zytokinausschüttungen zeigten.  

 

Dies gilt für die gezeigte TNF-α Zytokinexpression ebenso, wie für IL-1β. Für die 

nachfolgenden Versuche wurden deshalb nur vorstimulierte Zellen (dU937) verwendet. 

Als Ergebnis der Zytokinausschüttung im Verlauf der Zeit wurde der 4. Tag für die Ent-

nahme des Zellüberstandes zur Zytokinanalyse gewählt. 
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Abbildung 4-32 Die Expression von TNF-α ist abhängig von einer vorhergehenden 

Stimulation der Zelllinie. Das Diagramm veranschaulicht die unter-
schiedliche Zytokinausschüttung zu verschiedenen Zeitpunkten im 
Vergleich unstimulierter Zellen (U937) zu stimulierten Zellen (dU937). 
Ohne Stimulation erfolgt keine ausgeprägte Zytokinexpression. 

 

In der Abbildung 4-33 bis zur Abbildung 4-35 ist der Einfluss der verschiedenen Ober-

flächenbeschichtungen auf die Expression der proinflamatorischen Mediatoren IL-1β und 

TNF-α und auf den Antagonisten IL-1ra dargestellt.  
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Abbildung 4-33 Der Einfluss der Oberflächenbeschichtungen auf das Interleukin-1β (IL-

1β) Expressionsverhalten von dU937 Zellen nach vier Tagen Zell-
besiedlung (n = 4). Außer der kollagenbeschichteten Probe (Koll-I) 
besitzen die verschiedenen Oberflächen keinen deutlichen Einfluss auf 
die Ausschüttung des Zytokines auf die Zelllinie. 
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Abbildung 4-34 Der Einfluss der Beschichtungen auf das TNF-α Expressionsverhalten 

von dU937 Zellen nach vier Tagen (n=4). Die verschiedenen Ober-
flächenbeschichtungen besitzen keinen signifikanten Einfluss auf die 
Zytokinausschüttung. 
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Abbildung 4-35 Der Einfluss der Beschichtungen auf das IL-1ra Expressionsverhalten 

von dU937 Zellen nach vier Tagen (n=4). Außer der Probe Koll-I be-
sitzen die verschiedenen Oberflächen keinen unterschiedlichen Einfluss 
auf die Zytokinausschüttung. 

 

Innerhalb der biologisierten Proben konnten keine signifikanten Unterschiede analysiert 

werden. Die Expressionshöhe lag für die proinflammatorischen Zytokine im Bereich der 

Negativkontrolle (TCC-Ko). Die Positivkontrolle (LPS-Ko) weist die höchsten messbaren 

Werte auf. Die Diagramme lassen erkennen, dass die Zelllinie dU937 unter diesen in vitro 
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Bedingungen für diese Beschichtungen keine relevanten Aussagen hinsichtlich des 

Mediatorenspektrums zulässt. 

 

4.2.3 In vitro Versuche der biologisierten Oberflächen mit Blutmonozyten 
 

4.2.3.1 Stoffwechselaktivität von Blutmonozyten im Kontakt mit den 
verschiedenen Oberflächenbeschichtungen 

 
Die Abbildung 4-36 zeigt die Anzahl metabolisch aktiver Zellen nach drei Tagen 

Zellbesiedlung auf den verschiedenen Beschichtungen. Auch hier zeigt sich, dass keine 

signifikanten Unterschiede der optischen Dichte innerhalb der verschieden Beschichtungen 

und den Zellkulturkontrollen ermittelt werden konnten. 
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Abbildung 4-36 Der Einfluss der Oberflächenbeschichtungen auf die Anzahl stoff-

wechselaktiver Zellen nach drei Tagen (n = 6). Innerhalb der ver-
schiedenen Beschichtungen lassen sich keine signifikanten Unterschiede 
bezüglich der Stoffwechselaktivität nachweisen. 

 

 

4.2.3.2 Rasterelektronenmikroskopische Analysen von Blutmonozyten im 
Kontakt mit den Oberflächenbeschichtungen 

 
Zur Analyse der Zellmorphologie wurden rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen an-

gefertigt. Die Monozyten/Makrophagen lagen auf allen Oberflächen in vorwiegend 

kugeliger und ungespreiteter Form vor.  
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Auf den Oberflächen der Zustände BM (Bonemaster®) und BMKoll-I 

(BonemasterKollagen-I) konnte auch nach drei Tagen Inkubation noch immer die 

Hydroxylapatitschicht beobachtet werden. (Abbildung 4-37). Abweichend von den meist 

kugeligen Zellen konnten auf den hydroxylapatithaltigen Beschichtungen lang gestreckte 

Zellen mit kristallähnliche Strukturen auf der Zelloberfläche, ähnlich der daneben 

liegenden Hydroxylapatitschicht beobachtet werden (Abbildung 4-37). 
 

 
Abbildung 4-37 Nach drei Tagen Zellbesiedlung befinden sich auf der hydroxylapatit-

haltigen Oberflächenbeschichtung (BM) motile, langgestreckte Mono-
zyten/Makrophagen.  

 

4.2.3.3 Zytokinexpressionen von Blutmonozyten im Kontakt mit den 
Oberflächenbeschichtungen 

 
Die Sekretion der proinflammatorischen Mediatoren im direkten Kontakt mit den 

Oberbeschichtungen veranschaulichen die Abbildung 4-38 bis Abbildung 4-40.  
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Abbildung 4-38 Der Einfluss der Oberflächenbeschichtungen auf die IL-1β Expression 

von Monozyten/Makrophagen nach drei Tagen (n = 6).  
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Abbildung 4-39 Der Einfluss der Oberflächenbeschichtungen auf die IL-6 Expression 

von Monozyten/Makrophagen nach drei Tagen (n = 6). Die ver-
schiedenen Oberflächenbeschichtungen lösen unterschiedlich starke 
Zytokinausschüttungen aus. 
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Abbildung 4-40 Einfluss der Oberflächenbeschichtungen auf die TNF-α Expression von 

Monozyten/Makrophagen nach drei Tagen (n = 6). Innerhalb der Be-
schichtungen konnte kein signifikanter Einfluss auf die TNF-α Aus-
schüttung analysiert werden.  

 

Die unbeschichtete Referenzprobe lag bei allen Analysen im Bereich der Negativkontrolle 

(TCC-Ko), d.h. der unbeschichtete Zustand löst die geringsten Zytokinausschüttungen aus. 

Bei der Positivkontrolle (LPS-Kontrolle) ließen sich erwartungsgemäß hohe Expressionen 
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nachweisen, die jedoch im Falle von IL-1β und TNF-α von den hydroxylapatithaltigen 

Proben (Bonemaster® und BonemasterKollagen-I) übertroffen wurden.  

 

Signifikante Unterschiede beim statistischen Vergleich von Referenz zu den übrigen Ober-

flächen konnten nicht ermittelt werden. 

 

Das Diagramm der Abbildung 4-41 zeigt die Expression des IL-1 Rezeptorantagonisten. 

Höchste Sekretionsraten von IL-1ra sind auf den proteinhaltigen Beschichtungen (Koll-III 

und Koll-I) zu finden. Die übrigen Oberflächenzustände unterscheiden sich nicht statistisch 

voneinander. Den niedrigsten Wert weist erwartungsgemäß die Negativkontrolle (TCC-

Ko) auf. 
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Abbildung 4-41 Einfluss der Oberflächenbeschichtungen auf die IL-1ra Expression von 

Monozyten/Makrophagen nach drei Tagen (n = 6). Die verschiedenen 
Oberflächenbeschichtungen lösen unterschiedlich hohe Zytokinaus-
schüttungen aus. 

 

4.3 Spenderabhängiges Verhalten der Monozyten/Makro-
phagen 

 
Die Versuche mit Primärzellen zeigen, dass Zytokinexpression auf den verschiedenen 

Oberflächen (beschichtet und strukturiert) auch vom Zellmaterial beeinflusst wird 

(Abbildung 4-42 und Abbildung 4-43).  
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Abbildung 4-42 Die Zytokinexpression von IL-1β in Abhängigkeit vom Spendertyp. Bei 

der Verwendung von Primärzellen kann die Zytokinausschüttung zum 
Teil erheblich schwanken und das Ergebnis beeinflussen. 
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Abbildung 4-43 Die Zytokinexpression von IL-6 in Abhängigkeit vom Spendertyp. Auch 

in Abhängigkeit von der Zytokinart lassen die verschiedenen Spender ein 
unterschiedliches Verhaltensrepertoire deutlich werden. 

 

Die verschiedenen Spender, die für die Versuche der Serie-I verwendet wurden, lassen sich 

drei verschiedenen Gruppen zuordnen: Die erste Spendergruppe umfasst dabei die größte 

Anzahl der Blutproben insgesamt und vereint diejenigen Zellen, die sich durch die 

verschiedenen modifizierten Oberflächen wenig beeinflussen lassen, was sich in niedrigen 

Mediatorausschüttungen äußert.  
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Zur zweiten Gruppe zählen Spender deren Monozyten/Makrophagen sich durch die ver-

schieden modifizierten Oberflächen moderat stimulieren lassen. Die dritte Spendergruppe 

beinhaltet Blutspender, die sich durch enorm hohe Zytokinexpressionen im Kontakt mit 

den Oberflächen auszeichnen. Die Einteilung der Spendertypen hängt auch von der Art des 

analysierten Zytokins ab (Abbildung 4-43). Das interindividuelle Zellverhalten wurde 

grundsätzlich auch bei den Oberflächenbeschichtungen beobachtet. 
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5 Bewertung der Ergebnisse 
 

5.1 Bewertung der Ergebnisse oberflächenstrukturierter 
TiAl6V4-Proben 

 

Im Zellkulturmodell wurde geprüft, welchen Einfluss die Oberflächentopographie 

verschieden strukturierter TiAl6V4-Proben auf das Verhalten von Monozyten/Makro-

phagen hat. Im direkten Vergleich der strukturierten Oberflächen wurden jedoch keine 

signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Vitalität und der Proliferation festgestellt. Ein 

Unterschied der Anzahl metabolisch aktiver Zellen in Abhängigkeit des untersuchten 

Zeitpunktes der Bestimmung (drei und sechs Tage) ließ sich nicht feststellen. Stellt man 

das Proliferationsverhalten nach drei Tagen Kultivierung in Abhängigkeit der wahren 

Fläche Aw als WST-1 = f(Aw) dar, erhält man jedoch einen nahezu linearen 

Zusammenhang (Abbildung 5-1). Je rauer die Oberfläche wird, umso höher ist die Anzahl 

metabolisch aktiver Zellen nach drei Tagen im direkten Kontakt. 
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Abbildung 5-1 Die Stoffwechselaktivität von Monozyten/Makrophagen nach drei Tagen 

Zellbesiedlung auf verschieden strukturierten Oberflächen in Ab-
hängigkeit von der wahren Fläche. Mit zunehmender Fläche Aw nimmt 
die Anzahl metabolisch aktiver Zellen zu. 

 
Mit zunehmender Rauhigkeit nahm die Anzahl adhärenter Zellen zu. Ebenfalls in Ab-

hängigkeit von der wahren Fläche nahm die Anzahl der angehafteten Monozyten 

/Makrophagen zu. Für den untersuchten Rauheitsbereich ergibt sich für die Darstellung 

Zellzahl = f (Aw) ebenso eine annähernd lineare Beziehung (Abbildung 5-2). 
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Abbildung 5-2 Das Adhäsionsverhalten in Abhängigkeit von der wahren Fläche Aw 

nach sechs Tagen Zellbesiedlung auf verschieden strukturierten Ober-
flächen. Mit zunehmender Fläche nimmt die Anzahl adhärenter Zellen 
zu. 

 

Ein Einfluß der Oberflächengeometrie auf die Art des Zelltodes (Apoptose oder Nekrose), 

ließ sich wie in Abbildung 4-17 gezeigt, nicht feststellen.  

 

Auch auf den Phänotyp der Zellen scheint die absolute Mittenrauhigkeit keinen Einfluss zu 

besitzen. Lediglich bei den geätzten Proben, die sich in ihrem Herstellungsprozess deutlich 

von den polierten und den sandgestrahlten Proben unterscheiden, wurde ein verändertes 

Erscheinungsbild der Zellen beobachtet (Abbildung 4-25). 

 

Die Zunahme adhärenter Monozyten/Makrophagen in Abhängigkeit der Rauhigkeit, wie 

auch die beobachteten morphologischen Unterschiede in Abhängigkeit des Herstellungs-

prozesses fügen sich jedoch keiner einfachen Argumentationskette und lassen keine 

Aussagen hinsichtlich einer positiven bzw. negativen Bewertung dieser Oberflächen zu.  

 

Die Bildung des Quotienten IL-1β zu IL-1ra ermöglichte die Quantifizierung des Ent-

zündungspotentials für einzelne Oberflächen. Erwartungsgemäß nahm dieses Verhältnis 

für die mitgeführten Positivkontrollen (LPS-Ko und TPA-Ko), sozusagen als Imitatoren 

des entzündlichen Zustandes, die höchsten Werte ein. Die Negativkontrolle dagegen weist 

(TCC-Ko) einen deutlich geringeren Wert auf. Im Vergleich der Kultivierungsdauer ist der 

Trend nach sechs Tagen nicht so deutlich, wie nach drei Tagen. Auch in Anbetracht der 
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Verdünnungseffekte sind die Werte des 1. Entnahmezeitpunktes (drei Tage) aussage-

kräftiger, als die nach dem Mediumwechsel nach sechs Tagen. 

 

Die Abbildung 5-3 offenbart den Zusammenhang zwischen Entzündungspotential nach 

drei Tagen in Abhängigkeit der der Mittenrauhigkeit Sa.  

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
0,000

0,002

0,004

0,006

0,008

0,010

0,012

En
tz

ün
du

ng
sp

ot
en

tia
l 

[IL
-1

β/
IL

-1
ra

]

Mittenrauwert Sa [µm]

poliert

EK220

geätzt

EK24

EK8

niedrig

hoch

 
Abbildung 5-3 Der Einfluss der strukturierten Oberflächen auf das 

Entzündungspotential in Abhängigkeit des Mittenrauwertes nach drei 
Tagen (n = 5). Die Oberflächen poliert, EK220 und EK24 besitzen ein 
geringes Entzündungspotential, während die geätzten Proben und die 
rauesten Proben EK8 ein deutlich höheres Entzündungspotential auf-
weisen. 

 

Die polierte Titanprobe lag dabei im niedrigsten Bereich, was als Oberfläche mit dem 

geringsten Entzündungspotential zu interpretieren ist. Geordnet nach Höhe des IL-1-

Quotienten ergibt sich eine Reihenfolge der strukturierten Oberflächen bei der die in vitro 

Entzündungsinduktion deutlich zunimmt: poliert < EK24 < EK220 < geätzt < EK8.  

 

Ein linearer Zusammenhang zwischen Mittenrauhigkeit und Vergrößerung der 

proinflammatorischen in vitro Antwort konnte nicht festgestellt werden. Mittenrauwerte 

von Sa > 10 µm (EK8) aktivieren demzufolge in diesem Zellkulturmodell die 

Monozyten/Makrophagen stark, was sich im höchsten Entzündungspotential äußerte. Auch 

im Hinblick auf die Adsorptionsrate erscheint das Entzündungspotential von Bedeutung, 

da es bestätigt, dass die Anzahl adhärenter Zellen nicht mit der Höhe des 

Entzündungspotentials korreliert (Abbildung 5-4). Die Oberflächen fördern mit 
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zunehmender Rauhigkeit die Adhäsion, aktivieren aber die Monozyten/Makrophagen 

unterschiedlich, was für weitere werkstoffabhängige Einflussgrößen spricht.  
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Abbildung 5-4 Der Einfluss der Oberflächenstrukturierung auf die Anzahl adhärenter 

Zellen und das Entzündungspotential. Zwischen der Anzahl adhärenter 
Monozyten/Makrophagen und dem Quotienten IL-1β/IL-1ra lässt sich 
kein Zusammenhang erkennen.  

 

Aber auch die geätzte Probe wies sehr hohe Zytokinexpressionen auf, obwohl sie sich 

geometrisch sehr gut in die Reihe der polierten und gestrahlten Proben vergleichbarer 

Mittenrauhigkeit einordnen ließ. Die Ergebnisse legen nahe, dass neben der Art der Ober-

flächenstruktur auch scheinbar der Herstellungsprozess das Entzündungsverhalten von 

Blutmonozyten beeinflussen kann.  

 

Um die verschieden strukturierten Oberflächen auch geometrisch quantifizieren zu können, 

wurden mit der konfokalen Weißlichtmikroskopie zahlreiche 3D-Oberflächenparameter 

bestimmt (Anhang Tabelle 9-5 und Tabelle 9-6). Auf der Grundlage mathematischer Ver-

fahren, wurden nachfolgend funktionsrelevante Kenngrößen ermittelt. Voraussetzung zur 

Bestimmung funktionsrelevanter Kenngrößen, ist die Bestimmung von Funktionsklassen. 

Mit Funktionsklassen ist die Bewertung der modifizierten Oberflächen mittels der 

Zytokinexpression gemeint. Zur Veranschaulichung lässt sich das Streudiagramm IL-1β zu 

IL-6 heranziehen (Abbildung 5-5). Es lassen sich diese Oberflächen zwei Funktionsklassen 

zuordnen: Einer Klasse (poliert, EK220, EK24) mit geringer Zytokinausschüttung und 

einer zweite Klasse (geätzt, EK8) mit dem höchsten Mediatorenspektrum. 
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Abbildung 5-5 Die Veranschaulichung der Funktionsklassen durch die Darstellung der 

Zytokinwerte IL-1β zu IL-6 für alle strukturierten Oberflächen. Zur 
Klasse mit niedrigen Zytokinexpressionen zählen die Proben poliert, 
EK220 und EK24. Zur Klasse, die sich durch hohe Zytokinexpressionen 
auszeichnen, gehören die Proben geätzt und EK8. 

 

Von den einzelnen berechneten Oberflächenkenngrößen trennen z.B. Sci und Sv die 

Proben sehr gut, jedoch lassen sich keine trennfähigen Kenngrößen zur Beschreibung der 

Funktion (Zytokinexpression) bestimmen (Abbildung 5-6).  
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Abbildung 5-6 Die Trennung der oberflächenstrukturierten TiAl6V4-Proben durch die 

3D-Oberflächenkenngrößen Sci und Sv. Die Kenngrößen lassen sich gut 
zur geometrischen Beschreibung der Morphologie heranziehen. 
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Vergleicht man allerdings innerhalb gleich bearbeiteter Proben, der gestrahlten Proben 

EK24 mit geringem Entzündungspotential und EK8 mit hohen Entzündungspotential 

deutet sich an, dass sich die Kenngrößen Sv und Sal, zum Beschreiben der Funktion bzw. 

der Zytokinsekretion heranziehen lassen (Abbildung 5-7 und Abbildung 5-8).  

 
Abbildung 5-7 Die Unterscheidung der Oberflächentextur zwischen den sand-

gestrahlten Proben EK24 und EK8 durch die funktionellen Oberflächen-
kenngrößen Sa und Sv. Proben mit höheren Sv-Werten besitzen ein 
größeres Entzündungspotential (grau unterlegt) als Proben mit ge-
ringeren Sv-Werten. 

 

 
Abbildung 5-8 Die Unterscheidung der Oberflächentextur zwischen den sand-

gestrahlten Proben EK24 und EK8 durch die funktionellen Oberflächen-
kenngrößen Sal und Sv. Proben mit höheren Sal-Werten besitzen ein 
größeres Entzündungspotential (grau unterlegt) als Proben mit ge-
ringeren Sal-Werten. 
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Aus den Diagrammen lässt sich ableiten, dass große Sv und Sal Werte (schmale und tiefe 

Täler) in der Oberflächengestalt Monozyten/Makrophagen zu einer höheren Mediator-

ausschüttungen anregen, als Texturen mit kleinen Sv und Sal (flache und weite Täler). Für 

das Entzündungspotential sind bei diesen Oberflächenbearbeitungen demgemäß die Tal-

ausprägungen entscheidend. 

 

5.2 Bewertung der Ergebnisse biologisierter TiAl6V4-Proben 
 

5.2.1 Zellkulturversuche mit der Zelllinie dU937 
 
Die Versuche ergaben, dass eine Zytokinexpression von U937 Zellen auf den ver-

schiedenen Oberflächenbeschichtungen nicht ohne vorherige Stimulation mit Phorbolester 

(TPA) ausgelöst wird (Abbildung 4-32). Dabei veränderte sich die Zellmorphologie und 

die Zellen wurden zum Teil adhärent (Abbildung 5-9).  

 

 
Abbildung 5-9 Die unterschiedliche Morphologie der Zellen der Zelllinie U937 und 

dU937. a) U937 vor Stimulation:zeigen regelmäßig runde Zellen mit 
einem ca. 10 µm Durchmesser, b) dU937 nach Stimulation: zeigen 
unregelmäßig geformte Zellen z.T. > 20 µm, clusterbildend und z.T. 
adhärent. 

 

Dennoch scheint die durch TPA induzierte Reifung nicht auszureichen, um die 

Beschichtungen hinsichtlich ihrer Entzündungsinitialisierung einzuschätzen (Abbildung 

4-33, Abbildung 4-34, Abbildung 4-35). Die Zellvitalität, -proliferation und Expression 

proinflammatorischer Zytokine erweisen sich bei Benutzung dieser Zellen als wenig 

aussagkräftige biologische Parameter. Im Vergleich der Zellkontrollen (TCC-Ko) zeigt 

sich beim WST-1 Test (Abbildung 4-29), bzw. Vitalitätstest (Abbildung 4-30), dass die 

Testproben Referenz und beschichtete TiAl6V4-Proben die Proliferation verzögern, was 

sich für die Testproben als höhere WST-1 Extinktionen bzw. eine höhere Anzahl vitaler 
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Zellen äußerte, im Gegensatz zur deutlich erniedrigten Zahl metabolisch aktiver bzw. 

vitaler Zellen nach vier Tagen (Zellverdopplungszeit 24 Stunden.).  

 

Auch mit Hilfe des Quotienten IL-1β/IL-1ra lassen sich bei Verwendung von dU937 

Zellen keine eindeutigen Aussagen bezüglich des Entzündungspotentials gewinnen 

(Abbildung 5-10). Die Werte der verschiedenen Oberflächenbeschichtungen liegen alle 

unterhalb der unbeschichteten TiAl6V4-Legierung (Referenz). Das stellt ein unerwartetes 

Ergebnis dar und legt nahe, dass dieses Zellkulturmodell die Entzündungssituation der 

untersuchten Beschichtungen nicht ausreichend simulieren und erfassen kann. 
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Abbildung 5-10 Der Einfluss der Oberflächenbeschichtung auf das Verhältnis IL-1β/IL-

1ra von dU937 Zellen nach vier Tagen (n = 4). Bei der Verwendung der 
Zelllinie dU937 liegt das Entzündungspotential aller Beschichtungen 
unterhalb der Referenz. 

 

5.2.2 Zellkulturversuche mit primären Monozyten/Makrophagen 
 

Die in vitro Beobachtung der Monozyten/Makrophagenaktivierung an verschieden bio-

logisierten TiAl6V4-Proben zeigt keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der meta-

bolisch aktiven Zellen (Abbildung 4-36). Auch auf den Phänotyp der Zellen scheint es 

keinen Einfluss der Oberflächenbeschichtung zu geben (Abbildung 4-6). 

 

Um die einzelnen Beschichtungen hinsichtlich der Bildung entzündlicher Mediatoren bei 

primären Monozyten bewerten zu können, wurde wiederum der Quotient aus IL-1β/IL-1ra 
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gebildet. Die Abbildung 5-11 zeigt die sechs verschiedenen Oberflächenbeschichtungen 

nach der Höhe des Entzündungspotentials geordnet.  
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Abbildung 5-11 Der Einfluss der Beschichtung auf das Verhältnis IL-1β/IL-1ra von 

Blutmonozyten nach drei Tagen (n = 6). Bei der Verwendung von 
primären Zellen besitzen die hydroxylapatithaltigen Beschichtungen das 
höchste Entzündungspotential. 

 

Die unbeschichtete Oberfläche (Referenz) zeichnet sich durch den niedrigsten Wert auf. 

Bei der Biologisierung mit BonemasterKollagen-I ist das Zytokinverhältnis eindeutig zu 

Gunsten des proinflammatorischen Zytokin IL-1β verschoben. Zusammen mit der Ober-

flächenprobe BMKoll-I besitzen diese das höchste Entzündungspotential und führen zur 

stärksten Entzündungsinduktion in diesem Zellkulturmodell. Geordnet nach dem 

Entzündungspotential ergibt sich für die Beschichtungen folgende Reihenfolge mit 

zunehmender Stärke: Referenz < Kollagen-III < Kollagen-I < Kollagen-IFibronektin < 

Bonemaster® < BonemasterKollagen-I.  

 

Es lassen sich die modifizierten Oberflächen in zwei Gruppen einteilen. Dabei wirken sich 

in diesem in vitro Modell die hydoxylapatithaltigen Oberflächen BM und  BMKoll-I als 

Gruppe mit dem höchsten Aktivierungsgrad der Monozyten/Makrophagen aus, im 

Gegensatz zur Gruppe mit mäßigem Aktivierungsgrad dem die kollagenhaltigen Be-

schichtungen (Koll-III, Koll-I, Koll-IFibro) zuzuordnen sind. 
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5.2.3 Zellkulturversuche mit dU937 Zellen im Vergleich zu Blutmonozyten 
 

Die Diagramme der Abbildung 5-12 und Abbildung 5-13 zeigen den Einfluss der Zytokin-

expression in Abhängigkeit der verwendeten Zellart für ausgewählte Oberflächenbe-

schichtungen.  
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Abbildung 5-12 Der Einfluss der Oberflächenbeschichtung auf die Expression von IL-1β 

in Abhängigkeit der verwendeten Testzellen (Absolutwerte der Zytokine 
wurden normiert auf WST-1).  
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Abbildung 5-13 Der Einfluss der Oberflächenbeschichtung auf die Expression von    

TNF-α in Abhängigkeit der verwendeten Testzellen (Absolutwerte der 
Zytokine wurden normiert auf WST-1).  
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Die dU937 Zellen zeichnen sich im Gegensatz zu den primären Monozyten/Makrophagen 

durch eine generell niedrigere Ausschüttung von IL-1β und TNF-α aus.  

 

Die Beschichtungen führen bei der kommerziellen Zelllinie zu keiner deutlich unter-

scheidbaren Entzündungsinduktion der Zellen. Bei Verwendung von primären Monozyten 

tritt die Beeinflussung der Zytokinexpression durch die verschiedenen Oberflächen-

beschichtungen deutlicher zum Vorschein. 

 

Wie gezeigt, besitzen primäre Monozyten/Makrophagen eine höhere Sensibilität und Aus-

sagekraft bezüglich des Entzündungspotentials der hier verwendeten Beschichtungen, als 

die kommerzielle Zelllinie U937.  

 

Das U937 Zellkulturmodell lässt damit keine relevanten Aussagen zur Bewertung von 

Oberflächenbeschichtungen zu und ist dem in vitro Entzündungsmodell mit primären 

Monozyten/Makrophagen unterlegen. 
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6 Diskussion 
 

6.1 Strukturierte TiAl6V4-Oberflächen 
 
Im ersten Teil der Arbeit wurde geprüft, wie stark das Implantattopografische Profil der 

strukturierten TiAl6V4-Oberflächen, insbesondere die physikalisch-chemischen Ober-

flächeneigenschaften, das Zellverhalten beeinflussen konnten. Dazu wurden verschieden 

tiefenstrukturierte Oberflächen mit unterschiedlicher Mikro- und Makrorauhigkeiten in 

Zellkulturversuchen eingesetzt.  

 

6.1.1 Gestrahlte TiAl6V4-Oberflächen 
 
Die Oberflächenrauheiten der Proben EK220, EK24 und EK8 wurden durch die Ver-

wendung verschieden großer Al2O3-Strahlmittelkörner bei gleichem Strahldruck erreicht. 

Die Probe EK24 stellte dabei die in der Praxis gebräuchliche Rauheit zementloser 

Prothesen dar. REM Untersuchungen dieser strukturierten Proben offenbarten nach der 

Strahlbehandlung implantierte Al2O3-Bruchstücke, die aus dem Strahlprozess herrührten. 

Der Sandstrahlprozess stellt ein in der Zahnheilhunde und Orthopädie weit verbreitetes 

kostengünstiges Verfahren zur Aufrauung und Reinigung von Metalloberflächen dar. Das 

Auftreffen des Strahlmittels bewirkt in Abhängigkeit der Strahlkorngröße und –art, 

Gefügeänderungen und lokale Schmelzprozesse im Bereich der oberflächennahen 

Schichten.  

 

Kontaminationen von Implantaten mit Strahlmittelrückständen sind auch aus anderen 

Arbeitsgruppen mehrfach belegt [115-117]: Aus den Arbeiten von Gbureck und Thull 

[118] geht hervor, dass Titanproben nach Korundstrahlung bis zu 35% der Oberfläche mit 

Korund belegt sein können. Die Kontamination ließ sich auch nicht durch intensive 

Reinigungsschritte entfernen. Böhler et al. [119] zeigten in ihren Untersuchungen über die 

Frühlockerungen von gestrahlten zementfreien Titanschäften, dass die Lockerung von 

Implantaten mit Metall-Metallgleitpaarung durch Edelkorundpartikel bewirkt wurde. Dem 

gegenüber stehen die histologischen Untersuchungen von Piattelli et al. [120] an 

Kaninchen, die keinen Hinweis auf eine Verschlechterung der Osseointegration 

nachweisen konnten. Auch in dem hier verwendeten Zellkulturmodell und dem Unter-

suchungsprozedere lassen sich keine Rückschlüsse hinsichtlich eines negativen Einflusses 

der Al2O3-Kontaminationen auf Monozyten/Makrophagen beobachten. 
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6.1.2 Oberflächenstrukturierung, Metallionenabgabe, Adhäsion und 
Zytokinexpression 

 
Eine gute Verträglichkeit und ein geringes Korrosionsvermögen von Implantaten stehen im 

engen kausalen Zusammenhang zueinander. Bei der Korrosion von metallischen 

Biomaterialien kann es zur Freisetzung von Metallionen kommen, die direkt oder nach 

Bindung von Metall-Protein-Komplexverbindungen oder Metall-Zell-Komplexver-

bindungen zu lokalen und systemischen biologischen Wirkungen führen können [121,122]. 

Denkbar wäre auch, dass raue Oberflächen, durch die Oberflächenvergrößerung bedingt, 

verstärkt Metallionen ins Medium abgeben könnten. Übertragen auf die in dieser Arbeit 

durchgeführten Zellkulturversuche dürfte dieser Einfluss vermutlich vernachlässigbar sein, 

da der gewählte Testzeitraum nur wenige Tage umfasste. 

 

Die Interaktion von Monozyten/Makrophagen mit implantierten Biomaterialien ist durch 

Prozesse wie Adhäsion, Aktivierung und der Sekretion von Mediatoren gekennzeichnet. 

Wie die Ergebnisse der Versuche mit den verschieden strukturierten TiAl6V4-Oberflächen 

zeigen, wird das Zellverhalten, wie Adhäsion und Zellgestalt durch die geometrische Ober-

flächenbeschaffenheit unterschiedlich beeinflusst. Ebenso modulieren die strukturierten 

Oberflächen die Zytokinexpression unterschiedlich stark. Innerhalb der polierten und ge-

strahlten Proben lässt sich kein linearer Zusammenhang zwischen den Oberflächen-

kenngrößen Mittenrauhigkeit Sa und wahrer Fläche Aw beobachten.  

 

Aus mehrfachen in vivo Untersuchungen ist bekannt, dass raue Implantatoberflächen eine 

höhere Osseointegration aufweisen als glatte Metallimplantate [20,123]. Weitere in vitro 

Experimente bestätigen neben den Versuchen mit Knochenzellen [124-129] auch für 

Fibroblasten [130], Knorpelzellen [131], Keratinozyten  [132] und Zellen des peripheren 

Blutsystems [100,133] den maßgeblichen Einfluss der Oberflächenstrukturierung. 

 

In den vorliegenden Versuchen wurde eine Zunahme der anhaftenden Monozyten/Makro-

phagen mit zunehmender Rauheit (Abbildung 5-2), ähnlich den Untersuchungen von Rich 

erfasst [134]. Er beobachtete, dass Monozyten/Makrophagen eine Affinität zu rauen Ober-

flächen besitzen, die er als Rugophili bezeichnete. Bei Betrachtung aller Proben (poliert bis 

EK8) ist mit steigender Rauheit eine zunehmende Präsenz der Zellen zu beobachten, die 

jedoch nicht zu einem ebenso kontinuierlichen Anstieg der Zytokinexpression führt 

(Abbildung 5-4). Diese Beobachtungen sind in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von 



Diskussion 

 80

Rosengren et al. und Soskolne et al. [85,135]. Die Autoren konnten keine Korrelation der 

Zellzahl mit der Zytokinexpression feststellen.  

 

Ähnlich den histologischen Untersuchungen von Salthouse et al., der beobachtete, dass die 

Makrophagentätigkeit in der Umgebung von rauen PTFE-Oberflächen in Rattenmuskeln 

signifikant höher ist als in Nähe glatter PTFE-Oberflächen, konnten auch für die raueste 

Probe (EK8) sehr hohe Konzentrationen nachgewiesen werden [66]. Aufgrund nicht 

publizierter Rauheitsangaben und der Verwendung der nicht humanen RAW 264,7 ist die 

Deutung der Resultate der in vitro Arbeiten von A. Refai et al. nicht möglich [100]. 

 

Die geätzte Oberfläche führte im Kontakt mit den Blutmonozyten ebenso zu hohen 

proinflammatorischen Zytokinexpressionen. Für das Ätzen wurde ein Salpeter-Fluß-

säuregemisch verwendet, dass auf der Grundlage gebräuchlicher Ätzrezepturen modifiziert 

wurde [136]. Durch geeignete Wahl der Temperatur und Zeitdauer wurde die Ätzintensität 

optimiert. Durch den chemischen Angriff auf die instabilere α-Phase der TiAl6V4-

Legierung wurde eine feinere Oberflächenrauheit erreicht, die durch Edelkorundstrahl-

prozesse nicht eingestellt werden konnte. Untersuchungen mittels Diffraktometrie ergaben 

gleiche kristallographische Eigenschaften. Die rasterelektronenmikroskopische Beob-

achtung spindelförmig angehafteter Monozyten/Makrophagen und das erhöhte 

Entzündungspotential legen im Vergleich zu den anderen strukturierten Oberflächen 

jedoch weitere chemische Veränderungen der Oberflächenbeschaffenheit nahe und weisen 

damit auf die Notwendigkeit umfänglicherer chemischer Oberflächencharakterisierungen 

hin. 

 

6.2 Geometrische Oberflächenanalyse 
 
6.2.1 Rauheitsmessungen 
 
Neben chemischen und physikalischen Parametern des Werkstoffes bestimmt die 

Oberflächentopographie den Erfolg eines Implantates. Eine wichtige Grundlage stellt dabei 

die 2D-Messtechnik dar, mit der ein standardisiertes und weitgehend genormtes Verfahren 

für die Beschreibung von Oberflächen gegeben ist. Der arithmetische Mittenrauwert (Ra) 

lässt jedoch bei der Flächenintegration einzelne Profilausreißer weitgehend unberück-

sichtigt. Der Kennwert Rz dagegen reagiert auf Profilausreißer wesentlich stärker, was 

aber zu größeren Streubreiten der Messwerte führte (Tabelle 9-4). 
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Das angewendete Tastschnittverfahren mittels Perthometer ist ein bekanntes 

Messverfahren, welches in der Lage ist, genormte 2D-Oberflächenkennwerte zu 

bestimmen. Ein großer Nachteil ist jedoch, dass die Berechnung der Oberflächenkennwerte 

aus einem zweidimensionalen Profilschnitt erfolgt, obwohl die tatsächliche Oberfläche, die 

für die biologischen Prozesse eine Rolle spielt, räumlich ist. Die Oberflächenkennwerte 

werden aus Teilbereichen der Oberfläche berechnet. Die Rauheitsmessung stellt somit eine 

Stichprobenmessung dar. Eine weitere Ungenauigkeit ergibt sich aus der Geometrie der 

Tastspitze [137]. Da der Öffnungswinkel von mechanisch bearbeiteten Oberflächen 

allgemein größer als 120° ist, sind bei einem Tastspitzenradius von 5 µm Rauheits-

messungen von nur Rz größer als 1 µm ohne Verfälschungen möglich. Bei feineren 

Oberflächen, wie der polierten und geätzten Proben mit einer Rautiefe von Rz kleiner als   

1 µm, sowie bei Oberflächen mit steilen Profilflanken sind Profilverzerrungen unver-

meidbar.  

 

Die taktile Rauhigkeitsmessung, wie sie auch in dieser Arbeit durchgeführt wurde, stellte 

ein invasives Verfahren dar und führte zu mehr oder weniger starken Verkratzungen auf 

den vermessenen Oberflächen, so dass diese Proben für keine weiteren Analysen zur Ver-

fügung standen.  

 

Die genannten Nachteile lassen sich vermeiden, wenn ein optisches Messverfahren, wie 

das verwendete berührungslose Verfahren der konfokalen Weißlichmikroskopie eingesetzt 

wird [106]. Bezüglich der Mittenrauheit (Ra vs. Sa) korrelieren beide Messverfahren weit-

gehend miteinander (Abbildung 4-11).  

 

Der große Vorteil der optischen Messung liegt in der Bestimmung von 3D-

Oberflächenkenngrößen in allen Richtungen. Da jedoch die 3D-Oberflächenkenngrößen 

nicht genormt sind, können in Abhängigkeit der Auswertesoftware und der zu grunde-

liegenden verschiedenen Algorithmen Abweichungen auftreten, wie sie auch in den 

Messungen mit WinSam® und MountainsMap® beobachtet wurden. 

 

6.2.2 Oberflächenkenngrößen 
 
Zur Optimierung von Implantatoberflächen ist es notwendig, neue Lösungen zur 

Beschreibung der Topographie zu entwickeln. Auch im Hinblick auf eventuell zukünftige 
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deterministische Texturen durch Laserbehandlung [14,15] oder ähnliche Verfahren, erweist 

sich die zweidimensionale Charakterisierung als problematisch, da die Rauheitskennwerte 

von der Lage und Orientierung der Tastschnitte erheblich abhängen [109]. Obwohl zur 

Charakterisierung stochastischer Texturen, wie den hier durch Al2O3-aufgeraute Proben, 

genormte Prüfvorschriften vorliegen, erfassen diese jedoch die flächige Anordnung und 

Ausdehnung von Strukturmerkmalen nicht ausreichend. So gibt es beispielsweise 

Oberflächen, die gleiche Ra und Rz Werte aufweisen, sich jedoch erheblich in der 

Morphologie unterscheiden. Zur Beschreibung derartiger Oberflächen ist auch zukünftig 

eine dreidimensionale Charakterisierung unerlässlich. Ein weiterer Vorteil von 3D-Kenn-

größen liegt in der Möglichkeit funktionelle Oberflächenkenngrößen zu berechnen. Die 

Fertigung von Implantaten erfolgt bislang noch ohne Berücksichtigung des Zusammen-

hanges zwischen Oberflächengeometrie und den daraus resultierenden Funktions-

eigenschaften. 

 

In dieser Arbeit wird ein Lösungsansatz zur dreidimensionalen Charakterisierung von 

verschieden bearbeiteten Implantatoberflächen erarbeitet und mittels mathematischer Ver-

fahren funktionelle Oberflächenkenngrößen bestimmt, die Einfluss auf das Entzündungs-

verhalten von TiAl6V4-Implantaten besitzen. Die genaue Kenntnis der Oberflächen-

topographie und deren qualitative und quantitative Beschreibung und Erfassung ist eine 

Voraussetzung für ein erweitertes Verständnis von Entzündungsprozessen an den 

Grenzflächen strukturierter Oberflächen. 

 

Da aussagekräftige 3D-Oberflächenparameter bei TiAl6V4-Implantaten bislang unbekannt 

sind, wurden zunächst Messgrößen übernommen, die ursprünglich für die technische 

Industrie zur Qualitätssicherung gefertigter Metallprodukte entwickelt wurden [109,110].  

Aus den dreidimensionalen Datensätzen konnten wichtige Oberflächenparameter 

gewonnen werden, die es möglich machen, auch verschieden gefertigte Oberflächen 

objektiv zu vergleichen. So erweist sich die wahre Fläche Aw als gutes und vergleichbares 

Maß für das Adhärenzverhalten von Zellen auf strukturierten Oberflächen zwischen ver-

schieden bearbeiteten Oberflächen. 

 

Die Analyse funktioneller Oberflächenkenngrößen lässt darüber hinaus erstmalig die 

Vermutung zu, dass bestimmte Ausprägungen der Tal-Kenngrößen Sv und Sal, die 

Zytokinexpression fördern und das Entzündungsverhalten von Zellen mit beeinflussen 
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(Abbildung 5-7 und Abbildung 5-8). Des Weiteren besitzt die 3D-Meßtechnik mit Hilfe 

des konfokalen Mikroskops das Potential zu einer späteren on-line Qualitätsprüfung ober-

flächenstrukturierter Implantate. 

 

6.2.3 Kontaktwinkelmessung 
 
Neben der Topographie stellt auch das Adhäsionsverhalten ein wichtiges 

Beurteilungskriterium zur Charakterisierung von Implantatoberflächen dar [138-140]. Die 

Kontaktwinkelmessungen auf den strukturierten TiAl6V4-Oberflächen ergab für die 

Proben poliert, geätzt, EK220 und EK24 eine Abnahme des Kontaktwinkels mit steigender 

Rauhigkeit (Abbildung 4-12), was als zunehmende Benetzbarkeit der Metalloberflächen 

interpretiert werden könnte. Mit zunehmender Rauhigkeit (EK8) nahm der Kontaktwinkel 

dann wieder deutlich zu. Diese Ergebnisse bestätigen die Experimenten von Lim und 

Kollegen [141], die für Kontaktwinkel größer als 45° mit zunehmender Rauhigkeit einen 

Anstieg des Kontaktwinkel ermittelten. Messungen des Kontaktwinkels und Rückschlüsse 

auf die Oberflächenenergie bei aufgerauten Proben sind jedoch nach Morra et al. 

unzulässig, da für die Berechnung glatte Oberflächen vorausgesetzt werden und bei rauen 

Oberflächen mit einem Korrekturfaktor gearbeitet werden muss [142]. Weitere Ursachen 

für Fehlmessungen könnten neben der Rauheit auch Gefügeheterogenitäten und 

Verunreinigungen sein. So wiesen geätzte TiAl6V4-Proben in der rasterelektronen-

mikroskopischen Analyse Inhomogenitäten im Gefüge auf. Auch die Kontamination und 

Belegung mit Kohlenstoff und die Belegung mit Strahlmittelresten (Al2O3) kann zu Fehl-

bestimmungen führen.  

 

Das Benetzungsverhalten der verschieden strukturierten TiAl6V4-Oberflächen mit Mitten-

rauwerten von Sa größer 1 µm bis 13 µm erweist sich als wenig geeignete Methode der zur 

Oberflächencharakterisierung. 

 

6.3 Biologisierte Oberflächen 
 

Die Vorhersage, ob ein Implantat vom Organismus erfolgreich integriert werden kann, 

hängt auch wesentlich davon ab, ob es gelingt, die physiologischen Bedingungen im 

Laborversuch nachzuahmen [143,144]. Weiterhin ist es notwendig, Prüfverfahren zu 

entwickeln, die den Erfolg dieser Implantatmodifikation erfassen. In Erweiterung gängiger 

Zytotoxitätstests [145] wurden die fünf verschiedenen Oberflächenbeschichtungen mit 
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Monozyten/Makrophagen ausgetestet. Das entwickelte Zellkulturmodell verwendet dabei 

humane Blutmonozyten, die auch in vivo zuerst Kontakt mit dem Implantat aufnehmen.  

 

In die Untersuchungen wurden Beschichtungen einbezogen, die schon von Becker et al., 

Fischer et al. und Geissler et al. in der Zellkultur ausgetestet wurden, jedoch ausschließlich 

mit Knochenzellen [39,40,146]. Deshalb werden die eigenen Befunde hauptsächlich im 

Hinblick auf diese Studien diskutiert. 

 

Es kann für den Versuchszeitraum davon ausgegangen werden, dass die Stabilität der 

aufgetragenen Schichten keine zeitlichen Veränderungen aufweisen. Innerhalb einer ein-

wöchigen Lagerung in verschiedenen Zellkulturmedien unter physiologischen Zellkultur-

bedingungen wurden keine lytischen Prozesse beobachtet [33]. 

 

6.3.1 In vitro Versuche mit der Zelllinie dU937 
 
Die Versuche mit der kommerziellen Zelllinie U937 bestätigten auch gemäß anderer 

Autoren [147-149], dass die Initiierung der Zytokinexpression auf den verschieden 

biofunktionalisierten TiAl6V4-Proben nicht ohne vorherige Stimulation mit TPA erfolgen 

kann (Abbildung 4-32). Erst nach Phorbolesterzugabe (dU937) wird ein höheres 

Reifestadium erreicht [150] und die Zellen sind fähig, detektierbare Zytokine zu ex-

primieren. Die geringen Unterschiede bei der Zytokinsekretion lassen jedoch den Schluss 

zu, dass die Produktion dieser Mediatoren vermutlich stärker von Passagenzahl und 

Stimulanzien beeinflusst werden, als durch die verschiedenen Oberflächen (Abbildung 

4-33 und Abbildung 4-34).  

 

Im Gegensatz zu den positiven Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen, die diese Zelllinie 

aufgrund ihrer Ähnlichkeit zu humanen Blutmonozyten zum Studium von 

Differenzierungsprozessen einsetzen, erwiesen sie sich unter diesem in vitro Testkonzept 

als zu wenig sensibel, um das Entzündungspotential der verschiedenen Oberflächen-

beschichtungen zu erfassen [97,151,152]. 

 

6.3.2 In vitro Versuche mit periphere Blutmonozyten 
 
Die Erweitung des entwickelten in vitro Entzündungsmodells erfolgte durch die Ver-

wendung primärer Monozyten. Humane Blutmonozyten sind die unreifen Vorläuferzellen 
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aller Gewebsmakrophagen. Ihr Bildungsort befindet sich im Knochenmark. Im Blut 

zirkulieren sie bis zu etwa drei Tagen und wandern danach in verschiedene Gewebe und 

Körperhöhlen aus, wo sie zu Makrophagen differenzieren [63,153]. 

 

Neben der Ausschüttung entzündlicher Mediatoren besitzt das permanente Auftreten von 

Monozyten/Makrophagen meist negative Effekte auf die Langlebigkeit und Histo-

kompatibilität von vielen Implantaten [59,63,67]. Obwohl sich einige Studien mit den 

Differenzierungsprozessen der Monozyten zu Makrophagen [154-156] und den Inter-

aktionen von Makrophagen mit verschiedenen Implantatoberflächen beschäftigen [157], ist 

das Verhalten und die Aktivierung von Monozyten/Makrophagen im Kontakt mit Bio-

materialien bisher nicht ausreichend verstanden. Die Effekte muriner und humaner 

Makrophagenaktivierung und deren Zytokinexpression an verschiedenen Werkstoffober-

flächen sind in vitro untersucht wurden [100,157,158]. Jedoch die Redundanz und der 

Pleiotropismus der Zytokine erschweren die vollständige Interpretation solcher Daten.  

 

6.3.2.1 Interindividuelle Schwankungen bei der Verwendung von Primärzellen 
 
Die hohen Standardabweichungen bei der Verwendung von peripheren Blutmonozyten 

erschweren einerseits die Ergebnisinterpretation, zeigen aber andererseits auch auf, womit 

man beim Einsatz von Primärkulturen, im Gegensatz bei der Verwendung von 

kommerziellen Zelllinien, konfrontiert wird: Es gilt, einen Kompromiss zu finden 

zwischen Zellen, die der in vivo Situation am nächsten kommen und den interindividuellen 

Einflüssen des Spenders. Neben verschiedenen Spendertypen (Abbildung 4-42 und 

Abbildung 4-43) stellt auch die Desensibilisierung auf Endotoxin bei monozytären Zell-

linien, eine der vielen Einflussfaktoren auf das Verhaltensrepertoire von Primärzellen dar 

[159,160]. 

 

Das zum Teil enorme spenderabhängige Entzündungsverhalten der Monozyten/Makro-

phagen im Kontakt mit den verschiedenen Oberflächen kann auch durch eine 

unterschiedliche Zusammensetzung innerhalb der verwendeten Zellfraktionen erklärt 

werden. Obwohl für die Gewinnung monozytärer Zellen aufgrund der Microbeads-

isolationsstrategie eine hohe Reinheit der Ausgangszellen erzielt wurde, können unter-

schiedliche Subpopulationen von Blutmonozyten Einfluss auf das Zytokinexpressions-

muster besitzen. Aus den Untersuchungen von Bhardwaj et al. wird deutlich, dass es 
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unterschiedliche periphere Blutmonozyten gibt, deren Antigenmuster (CD14, CD163 und 

Calprotectin) sogar unterschiedliche Entzündungsstadien widerspiegeln kann [161]. Auch 

aus mehreren molekularbiologischen Arbeiten geht hervor, dass Monozyten unter-

schiedliche Antigenmuster auf der Oberfläche besitzen können, die sich auch in der Frei-

setzung an Mediatoren unterscheiden können [162-165].  

 

6.3.2.2 Beschichtungen mit Bonemaster®  
 
Ausgehend von der Tatsache, dass Hydroxylapatit den anorganischen Hauptbestandteil des 

menschlichen Knochens bildet, wird seit vielen Jahren die Beschichtung mit Calcium-

phosphaten erfolgreich praktiziert [20,166]. Gegenüber der Referenz lösten jedoch beide 

hydroxylapatithaltigen Oberflächenbeschichtungen (BM und BMKoll-I) die höchsten 

Zytokinexpressionen aus (Abbildung 5-11). Dieser Befund steht mehr oder weniger im 

Einklang mit in vitro Versuchen vergleichbarer Oberflächenbeschichtungen mit Knochen-

markzellen. Die Mineralisierung der Oberflächen zeigte keinen Einfluss auf die Zell-

proliferation und reduzierte osteoblastentypische Zellmarker (ALP) und legte die 

Vermutung nahe, dass die Zellen eventuell zu Fettzellen differenzieren [167]. 

 

Eine mögliche Ursache für die hohen ermittelten Zytokinexpressionen könnten bioaktive 

Calciumphosphatphasen darstellen, die sich nachteilig auf das Verhalten der monozytären 

Zellen auswirken wie sie aus verschiedenen Arbeiten bekannt sind [168,169]. Zeng und 

Kollegen fanden für ihre Apatitbeschichtungen hohe Albuminadsorptionsraten, die zu 

Proteinstrukturveränderungen führten. Das veränderte Adsorptionsverhalten könnte auch 

für die hier getesteten Bonemasterschichten zutreffen, so dass sich damit das pro-

inflammatorische Zellverhalten erklären ließe. 

 

Ein aktueller Ansatz, Oberflächen biologisch zu verändern, liegt in der Herstellung 

biomimetischer Beschichtungen. Durch die Kombination von Hydroxylapatit mit Kollagen 

wurde versucht, die biologischen Verhältnisse am späteren Einsatzort (Zielgewebe) noch 

besser zu imitieren und der Implantatoberfläche eine Struktur zu geben, die dem normalen 

Knochengewebe ähnelt. Verschiedene Verfahren wurden dazu von der Dresdner Arbeits-

gruppe um Scharnweber et. al entwickelt und etabliert [103,170]. Die Kristallisation von 

HA auf Kollagen-I (BMKoll-I) erfolgte im zweistufigen elektrochemisch gestützten 
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Verfahren unter weitgehend physiologischen Bedingungen, wie auch die nativen 

Kollagenfibrillen im Atomkraftmikroskop belegen.  

 

Tierversuche mit diesen Implantatbeschichtungen legen auch die hohe Attraktivität für 

Osteoblasten nahe [36,43,171]. Die Hydroxylapatitbeschichtungen wiesen im Körper für 

Knochenzellen hohe Biokompatibilität auf und wirkten osteoinduktiv. Diese Ergebnisse 

stehen auch im Einklang mit den Untersuchungen von Kilapadi et al. Durch die erhöhte 

Bindung der Serumproteine Fibronektin und Vitronektin an Hydroxylapatit konnten Osteo-

blasten besser darauf adhärieren [172].  

 

6.3.2.3 Kollagenbeschichtungen 
 
Während der Knochenheilung werden Matrixproteine und Wachstumsfaktoren in zeitlicher 

Abfolge exprimiert [173,174]. Die biologisierten Zustände Koll-III, Koll-IFibro und Koll-I 

trugen dem Rechnung und dienten als Modell der Proteinsynthese während der frühen 

Heilungsphase von Knochendefekten und damit der Imitation eines Teils der Prozesse 

während der Knochenheilung.  

 

Gemäß der zeitlichen Exprimierung der Matrixproteine in vivo zeigte sich in den durch-

geführten Zellkulturversuchen ein Anstieg der Entzündungsinitialisierung durch Mono-

zyten / Makrophagen in der gleichen Abfolge (Abbildung 5-11). 

 

Ein detaillierter Vergleich von Schichten aus Kollagen-I und -III [42] mit Knochenzellen 

zeigte, dass Schichten aus Kollagen Typ III die Proliferation und frühe Stadien der 

Differenzierung (Matrixproduktion) förderten, wohingegen Schichten aus Kollagen Typ I 

späte Phasen der Differenzierung (ALP-Expression, Mineralisierung) beschleunigten. 

Diese Ergebnisse stehen neben in vitro Untersuchungen, nach denen Kollagen-I Be-

schichtungen das Proliferations- und Differenzierungsverhalten von Osteoblasten nicht be-

einflussten [146]. 

 

Die Beschichtung mit Kollagen-I, dem Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix, löste 

in den hier vorliegenden Untersuchungen im Vergleich zu den anderen protein-

beschichteten Oberflächen das höchste Entzündungspotential aus. Tierexperimentelle 

Untersuchungen für die Beschichtung mit Kollagen-I zeigten jedoch eine beschleunigte 
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Knochenbildung, die aber mit dem früheren Auftreten von mononukleären phago-

zytierenden Zellen gekennzeichnet war [44,175]. Diese widersprüchlichen Beobachtungen 

legen die Vermutung nahe, dass hohe in vitro Zytokinexpression scheinbar mit einer 

erfolgreichen Osseointegration in vivo verbunden sind.  

 

Inwieweit die Herkunft der hier zur Beschichtung herangezogenen Proteine eine Rolle auf 

die Initiierung von Entzündungsprozessen mit humanen Zellen spielt, ist bislang nicht 

bekannt. Dass die Proteinkomposition der extrazellulären Matrix jedoch ausschlaggebend 

ist bei der Initiation von in vitro Entzündungsprozessen, wiesen Schiffer et al. [176] 

experimentell nach. Substrate aus Kollagen-I vom Schwein und humanen Fibronektin 

human lösten im direkten Kontakt mit humanen Blutmonozyten ebenfalls erhöhte Inter-

leukin-1 Werte aus. Aufgrund der unterschiedlichen Prüfmodelle mit Substraten und 

Zellen verschiedener Spezies bleiben weitere Vergleiche jedoch spekulativ.  

 

Die mikroskopischen Untersuchungen (REM und AFM) zur Adsorption fibrillärer 

Kollagene (Koll-I und Koll-III) ergaben, dass die native Struktur der Faserproteine 

weitgehend erhalten blieb. Die korrekte Ausbildung der Kollagenfasern nach 

Immobilisation auf den Oberflächen stellt eine wesentliche Vorrausetzung zur eindeutigen 

Interpretation dieser in vitro Ergebnisse dar. Über den Erhalt biologisch aktiver Domänen, 

dem Grad der Denaturierung und dem eventuell damit verbundenen immunogenen 

Potentials der Matrixproteine lassen sich jedoch keine Rückschlüsse ziehen.  

 

Die beobachteten Unterschiede bei der zellbiologischen Bewertung der Oberflächen-

beschichtungen und den tierexperimentellen Daten zeigen jedoch, dass weiterführende 

Arbeiten zum besseren Verständnis der komplexen Wechselwirkungen zwischen Bio-

materialoberflächen und biologischen Systemen notwendig sind [144]. 

 

6.4 Positivkontrollen 
 

Monozyten können durch eine Reihe stofflich unterschiedlicher Substanzgruppen in ihren 

Funktionen beeinflusst werden, so z.B. in ihren sekretorischen Leistungen. Als 

Positivkontrolle wurde deshalb den Zellen Lipopolysaccharid zugesetzt. LPS ist 

hauptsächlicher Zellmembranbestandteil gramnegativer Bakterien. Das Endotoxin führt bei 

Monozyten, aber auch anderen Zelltypen zur vermehrten Freisetzung von in-
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flammatorischen Mediatoren, wie IL-1, IL-6, TNF-a [177,178]. Die für die Zell-

kulturversuche verwendete Dosis steht im Einvernehmen, mit den in der Literatur ver-

wendeten Gaben zur Induktion der proinflammatorischen Mediatorenausschüttung 

[99,112,147,179].  

 

Die Gabe von TPA als Positiv-Stimulans führte auch bei den primären Blutmonozyten zu 

morphologischen Veränderungen (Abbildung 4-24), Änderungen der Stoffwechselaktivität 

wie der Mediatorensekretion (Abbildung 4-13). Die Anzahl vitaler Zellen war nach sechs 

Tagen deutlich reduziert und die TNF-α Expression verzeichnete nach drei Tagen einen 

deutlichen Anstieg. Dieser Effekt nach Gabe von TPA ist allgemein auch von anderen 

Arbeitsgruppen für promyeloide Zelllinien beobachtet wurden [180]. 

 

6.5 Entzündungspotential  
 
Die so genannten „Early Response Cytokines“ TNF-α und IL1β stehen am Anfang der 

inflammatorischen Kaskade. Sie aktivieren in vivo neben weiteren Makrophagen auch 

Fibroblasten und Epithelzellen, die ihrerseits wieder weitere inflammatorische Zytokine 

produzieren. Für den Verlauf der Entzündungsreaktion ist deshalb die Balance zwischen 

proinflammatorischen und antiinflammatorischen Mediatoren bzw. ihren natürlich 

vorkommenden Inhibitoren, den Rezeptorantagonisten, entscheidend. Deshalb wurde für 

die verschiedenen Oberflächen das Verhältnis IL-1β/IL-1ra bestimmt. Der Rezeptor-

antagonist konkurriert mit IL-1β um die gleiche Bindungsstelle und ist in der Lage diese zu 

blockieren [74,76]. Je mehr IL-1ra gebildet wird, umso größer ist die entzündungs-

hemmende Wirkung.  

 

Der berechnete Quotient diente in dem vorliegenden in vitro Entzündungsmodell als Maß 

des Aktivierungszustandes der Monozyten. Er veranschaulichte als aussagekräftiger 

Indikator das Entzündungspotential und wurde auch vereinzelt von anderen 

Arbeitsgruppen zum Bewerten verschiedener Oberflächen herangezogen [77,78]. Die 

Analyse des Entzündungspotentials wurde an zwei Zeitpunkten durchgeführt. Zum Erhalt 

des 1. Zeitpunktes nach drei Tagen musste der Zellüberstand vollständig abpippetiert 

werden und neues Zellmedium zugefügt werden. In Anbetracht der Werte nach sechs 

Tagen erscheint diese Herangehensweise aufgrund von Verdünnungseffekten als nicht 

optimal.  
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Mit Hilfe der Zytokine konnte eine klare Abstufung der Entzündungsinitialisierung 

verschieden modifizierter Oberflächen getroffen werden. Das Verhältnis IL-1β/IL-1ra 

erweist sich für das hier vorgestellte Zellkulturmodell auf der Grundlage von 

Blutmonozyten, als aussagekräftigster Parameter zur Bewertung dieser Oberflächen. 
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7 Schlussfolgerung und Ausblick 
 

In dieser Arbeit wurden verschieden oberflächenmodifizierte TiAl6V4-Implantate hin-

sichtlich ihres Entzündungsverhaltens im Zellkulturlabor untersucht. Für das entwickelte in 

vitro Prüfmodell wurden mononukleäre Zellen verwendet. Diese haben eine besondere 

Bedeutung beim ersten zellulären Kontakt mit dem implantierten Werkstoff und sind 

beteiligt an der zellulären Immunantwort. Das Zellkulturmodell simulierte die be-

ginnenden Prozesse der Wundheilung nach Implantation von Biomaterialien und lässt sich 

auf in vivo Situationen des Hartgewebes, als auch des menschlichen Weichgewebes 

gleichermaßen übertragen. Es erweitert gängige in vitro Biokompatibilitätstests und eignet 

sich besonders zum Screening neuer Implantatbeschichtungen. 

 

Neben der Verwendung von Zellen, die charakteristisch für das Gewebe sind, mit dem die 

ausgetesteten Werkstoffe später in situ in Kontakt kommen sollen, wurde auch auf eine 

Testmethode zurückgegriffen, die der in vivo Situation am nächsten kommt. Durch 

direkten Kontakt der Zellen mit den verschiedenen Oberflächen wurde die physiologische 

Situation weitestgehend nachgeahmt. Zur Erfassung der beginnenden Entzündungs-

initialisierung wird in diesem Prüfmodell der dritte Tag favorisiert. 

 

Die Untersuchungen zeigten, dass sich nicht alle mononukleären Zellen zum Prüfen des 

Entzündungspotentials eignen. Mit dem Einsatz von primären Blutmonozyten wurde ein 

aussagekräftiges und sensibles in vitro Prüfmodell entwickelt, das Aussagen zur Ent-

zündungsinitialisierung verschieden strukturierter und beschichteter TiAl6V4-Implantate 

lieferte. Wie mehrfache Wiederholungen der Versuche gezeigt haben, ist das entwickelte 

Zellmodell trotz interindividueller Schwankungen der Spenderproben reproduzierbar.  

 

Zur Erfassung der in vitro Entzündungsantwort wurde ein umfangreiches Repertoire an 

biologischen Parametern untersucht. Dabei erwiesen sich zelleigene Signalstoffe, die so 

genannten Zytokine, als besonders aussagekräftig. Insbesondere die Quantifizierung des 

Verhältnisses von IL-1β/IL-1ra diente als Maß des Entzündungspotentials. 

 

Innerhalb der biologisierten Oberflächen konnte eine klare Abstufung des in vitro 

Entzündungspotentiales analysiert werden, so dass sich die einzelnen Beschichtungen in 

zwei Gruppen einordnen lassen. Es wurden Beschichtungen mit a) mäßigem Entzündungs-
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potential (Kollagen- und Fibronektinbeschichtungen) und mit b) starkem Entzündungs-

potential (Hydroxylapatitbeschichtungen) analysiert. Diese Ergebnisse bestätigen zum Teil 

die Resultate anderer in vitro Testsysteme. 

 

In dieser Arbeit wurde darüber hinaus ein neuer Ansatz zur Ermittlung und Auswertung 

von Implantatoberflächen demonstriert, der auf der Annahme basiert, dass bestimmte 

Oberflächenparameter das Zellverhalten beeinflussen können. Voraussetzung dafür war die 

Kombination geeigneter Methoden der Oberflächenanalyse. 

 

Innerhalb der strukturierten TiAl6V4-Proben wiesen die polierten und gestrahlten Ober-

flächenmodifikationen das niedrigste Entzündungspotential auf. Der geringe Einfluss der 

Oberflächengeometrie auf das Entzündungsverhalten war jedoch nur bis zu einem Ra 

größer als 10 µm analysierbar. Sandgestrahlte Proben mit einem größeren Mittenrauwert 

aktivieren Monozyten/Makrophagen dagegen viel stärker, was sich in deutlich erhöhten 

Zytokinexpressionen zeigte.  

 

Die Ergebnisse belegen des Weiteren, dass neben der Art der Oberflächenstruktur auch der 

Herstellungsprozess von Implantaten das Entzündungsverhalten von Blutmonozyten 

beeinflussen kann. So ließ sich die geätzte TiAl6V4-Oberfläche geometrisch vergleichs-

weise gut in die Reihe der polierten und gestrahlten Proben einordnen. Sie wies jedoch ein 

deutlich erhöhtes Entzündungspotential im Vergleich mit Proben ähnlicher Rauheit auf. 

Die geätzte Probe legt daher nahe, dass zusätzliche Methoden zur Beschreibung der 

chemischen Oberflächentextur herangezogen werden müssen, um die Aktivierung von 

Blutmonozyten zu verstehen. 

 

Zur Bestimmung der geometrischen Oberflächenbeschaffenheit erwies sich insbesondere 

die 3D-Oberflächenanalyse durch die konfokale Weißlichtmikroskopie als besonders 

geeignetes Verfahren zur Charakterisierung der unterschiedlich bearbeiten Oberflächen-

topographien. Die optische Messmethode offeriert darüber hinaus die Bestimmung 

funktionsrelevanter Oberflächenkenngrößen und ist damit der Tastschnittmethode mittels 

Perthometer überlegen. 

 

Insbesondere die Oberflächenkenngröße wahre Fläche Aw erweist sich relevant bei der 

Betrachtung von Zelladhäsionsprozessen auf den verschieden strukturierten Oberflächen. 
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Dagegen ist das geschlossene Leervolumen Vcl für biologische Prozesse von unterge-

ordneter Bedeutung. 

 

Neben der Auswahl aussagekräftiger Oberflächenkenngrößen zur Beschreibung der 

modifizierten Oberflächen wurden mit Hilfe mathematisch-statistischer Berechnungs-

verfahren funktionsrelevante Oberflächenkenngrößen ermittelt. Es wurde dabei geprüft, 

welche Oberflächenparameter ein unterschiedliches Zellverhalten hinsichtlich der Zytokin-

expression liefern. Die ersten Berechnungen für die Probe EK24 und EK8 legen die 

Vermutung nahe, dass die beschreibenden Talkenngrößen Sv und Sal das Entzündungs-

potential von Monozyten/Makrophagen beeinflussen können. Werte von Sv größer als     

50 µm und Sal größer als 0,068 µm wirken entzündungsfördernd und sind damit hin-

sichtlich des zu erwartenden Einheilvorganges als ungünstige Oberflächen zu bewerten.  

 

Die Chance, durch Korrelation oberflächenspezifischer und biologischer Daten die opti-

malen Oberflächenkenngrößen für ein entzündungsarmes Einheilen zu bestimmen und 

damit maßgeschneiderte Implantatoberflächen zu entwickeln, sollte Fokus zukünftiger 

Arbeiten sein.  

 

Die Zellkulturergebnisse zeigen jedoch auch, dass die komplexe in vivo Situation der 

anfänglichen Einheilung von Implantaten, durch das hier gewählte zelluläre Modellsystem, 

nicht vollständig beschrieben werden kann und Erweiterungen bedürfen. Alle in vitro 

Modelle sind als stark vereinfachte Ansätze zu sehen [181]. Zukünftig wäre es deshalb 

wünschenswert, ein in vitro Kokulturmodell zu entwickeln, um die direkten Wechsel-

wirkungen der gebildeten proinflammatorischen Mediatoren und der Zellen auf z.B. 

Knochenzellen studieren zu können, ähnlich des Zellkultursystems von Horowitz und 

Gonzales [182] und [183]. Im Unterschied dazu, sollte jedoch die Etablierung eines allo-

genen (Zellen gleicher Spezies) bzw. autologen Modells (Zellen eines Individuums) Ziel 

nachfolgender Untersuchungen sein, um sich der in vivo Situation weiter anzunähern.  
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9 Anhang 
 

9.1 Biologische Nachweisverfahren 
 
9.1.1 Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung (Trypanblaufärbung) 
 
Die Zellzahlbestimmung und Vitalitätsbestimmung erfolgte mittels Zählkammer und dem 

Farbstoff Trypanblau (Biochrom, Berlin, Deutschland). Die Zellzahl wurde auf Zellen/mL 

bezogen. Die routinemäßige Bestimmung wurde für die Zählung der Suspensionszellen 

(U937) und der humanen Monozyten während der Isolation angewendet. 

 

9.1.2 Vitalitätsfärbung  
 
Zur Analyse des Verhältnisses lebender Zellen zu toten Zellen wurde die Live/Dead-

Färbung (MolecularProbes, Eugene, Origin, USA) durchgeführt. Die Anfärbung vitaler 

Zellen erfolgte durch die enzymatische Umsetzung von Calcein AM zu grün 

fluoreszierendem Calcein (Excitation: 495 nm, Emission: 515 nm), während sich bei toten 

Zellen Ethidiumbromid in die DNA einlagern konnte, welches rot fluoreszierte (Excitation 

495 nm, Emission: 635 nm).  

 

9.1.3 Stoffwechselaktivität  
 
Der WST-1 Test (Roche, Mannheim, Deutschland) diente zur Quantifizierung der 

Zellproliferation und Zellvitalität stoffwechselaktiver Zellen, unabhängig vom 

Adhärenzvermögen. Er basiert auf der Grundlage der Spaltung des hellgelben 

Tetrazoliumsalzes WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzene disulfonate) zum dunkelroten Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen 

vitaler Zellen. Der Nachweis wurde gemäß Vorschrift durchgeführt und die Farbintensität 

bzw. die Optische Dichte (OD) wurde mittels Photometer Sunrise (Tecan, Crailsheim, 

Deutschland) nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C und 450 nm gemessen. 

 

9.1.4 Zelltod-Analyse  
 
Zellen können durch Nekrose oder Apoptose sterben. Beim nekrotischen Zelltod werden 

Stoffe aus dem Zytoplasma freigesetzt, die eine Entzündungsreaktion hervorrufen können. 

Im Gegensatz dazu versteht man unter der Apoptose den programmierten Zelltod der 

genetisch gesteuert wird und bei dem es zu keinen Entzündungsreaktionen kommt. 
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Zur Differenzierung zwischen Nekrose und Apoptose wurde der Annexin-V-Fluos Kit 

(Roche, Mannheim, Deutschland) direkt auf den besiedelten TiAl6V4-Oberflächen 

eingesetzt. Sein Prinzip beruht auf der Grundlage, dass bei apoptotischen Zellen 

Phosphatidylserin (PS), das unter normalen Bedingungen auf der zytoplasmatischen 

Innenseite der Zellmembran lokalisiert ist, vermehrt in der nach außen gerichteten 

Membranseite auftritt. Das mit Fluorescein (Excitation: 488 nm, Emission: 518 nm) 

gekoppelte Protein Annexin-V kann sich spezifisch an das PS der äußeren Membran 

binden und mikroskopisch detektiert werden. Der Test wurde gemäß Herstellerprotokoll 

durchgeführt und unter dem Fluoreszenzmikroskop begutachtet.  

 

9.1.5 Zellkernmarkierung 
 
Zur Bestimmung adhärenter Zellen wurde der Nukleinsäurefarbstoff DAPI (4`,6-

diamidino-2-phenylindole, dilactate) (MolecularProbes, Eugene, Origin, USA) genutzt. 

Der blau fluoreszierende Farbstoff (Excitation: 358 nm, Emission: 461 nm) kann in die 

Zellmembran eindringen und die DNA anfärben. Die Färbung wurde in Anlehnung an das 

Herstellerprotokoll direkt auf den besiedelten TiAl6V4-Oberflächen durchgeführt. Unter 

dem Auflichtfluoreszenzmikroskop wurden die Zellkerne/Mikroskopblickfeld ausgezählt. 

Die Werte ergaben die Anzahl adhärenter Zellen/Mikroskopblickfeld. Diese Werte wurden 

auf die Zellzahl/mm2 bezogen oder auf die wahre Oberfläche normiert. 

 

9.1.6 Monozytenmarker CD14 Nachweis 
 
Zum Nachweis von humanen Monozyten können charakteristische Moleküle der 

Zellmembran, so genannte Oberflächenmarker (Oberflächenantigene), detektiert werden. 

Diese Antikörper werden oft mit einer CD-Nummer gekennzeichnet (CD = Cluster of 

Differentiation). Monozyten im peripheren menschlichen Blut sind in der überwiegenden 

Zahl stark positiv für den Oberflächenmarker CD14, der als LPS-Rezeptor (Rezeptor für 

bakterielles Endotoxin/Lipopolysaccharid) fungiert.  

 

Um die Reinheit der Monozytenfraktion nach der Isolation zu prüfen, wurde die 

angereicherte Zellpopulation nach der MACS-Trennung CD14 gefärbt. Dazu mussten die 

Zellen zunächst mit 4% Paraformaldehyd fixiert werden. Unspezifische Bindungsstellen 

wurden mit 5% BSA (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) für eine Stunde bei Raum-

temperatur abgesättigt. Als Primärantikörper wurde ein CD14 Mab-1 Antikörper der Maus 
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(Dianova, Hamburg, Deutschland) in einer 1:200 Verdünnung für eine Stunde bei 37°C ge-

wählt. Nach mehreren Waschschritten mit PBS wurde der fluoreszenzmarkierte Sekundär-

antikörper Alexa Fluor 488 goat anti mouse (MolecularProbes, Eugene, Origin, USA) 

1:400 verdünnt für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach weiteren Waschschritten wurde 

mit DAPI gegengefärbt. Die CD14++ Monozyten fluoreszierten grün, während die Zell-

kerne blau gegengefärbt sind. 

 

9.1.7 May Grünwald Färbung 
 
Zur mikroskopischen Kontrolle der einzelnen Zellisolationsschritte wurden Zellausstriche 

(Smears) auf Objektträgern angefertigt und mit May Grünwald Lösung (Merck, Darmstadt, 

Dutschland) gefärbt. 

 

9.1.8 Enzyme-linked immunosorbent assay  
 
Der Enzyme-linked-immunosorbent assay (ELISA) stellt ein biologisches 

Nachweisverfahren von Proteinen auf der Grundlage der Antigen-Antikörper-Reaktion dar. 

Das Verfahren wurde zur quantitativen Analyse der Zytokinexpression der Zytokine 

Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra), Interleukin-1beta (IL-1β) 

und der Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-α) auf Proteinebene (extrazellulär) verwendet. 

Die Sandwich ELISA Kits wurden von der Firma R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt, 

Deutschland) bezogen. 

 

Der Zytokinnachweis erfolgte mit den zellfreien (abzentrifugierten) Überständen der 

Zellkulturversuche gemäß der Anleitung von R & D Systems. Die Messung des Farbum-

schlages bzw. der Extinktionen erfolgte im Photometer Sunrise (Tecan, Crailsheim, 

Deutschland) bei λ = 450 nm und wurde auf mitgeführte Standards bezogen. Die Zytokine 

sind als Absolutwerte in pg/mL angegeben oder wurden auf die Anzahl metabolisch 

aktiver Zellen (pg/OD450 nm) bezogen.  

 

Zur internen Qualitätsüberprüfung wurde zusätzlich ein interner Standard generiert, der 

routinemäßig bei den Ansätzen mit primären Monozyten mitgeführt wurde. Dazu wurden  

1 x 105 Monozyten für drei Tage mit 1 µg/mL LPS stimuliert. Der Überstand wurde zentri-

fugiert und bis zur ELISA Analyse bei -20°C eingefroren. Schwankungen der Messun-

genauigkeit über 20% konnten lediglich für IL-1ra (24,6%) festgestellt werden.  
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9.1.9 Rasterelektronenmikroskopische Analysen  
 
Das Rasterelektronenmikroskop (REM) SEM S-3500 N wurde eingesetzt, um Abbildungen 

nach Besiedelung der Proben zu erhalten.  

 

Zur Begutachtung der verschieden modifizierten Oberflächen wurden nach Beendigung 

der Kultivierungszeit die Proben mit phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) gespült 

und für 24 Stunden bei 4°C mit 3% Glutaraldehyd (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 

fixiert. Nachfolgend wurden die Präparate mittels einer aufsteigenden Ethanolreihe in 

mehreren Fraktionen (50, 70, 80, 90 und 100%) bei Raumtemperatur dehydriert. Die 

vollständige Entwässerung der Probe erfolgte mittels Kritisch-Punkt-Trocknung am CPD 

030 (BalTec, Schalksmühle, Deutschland). Im Anschluss daran wurden die Proben mit 

Gold am Sputtercoater SCD 005 (BalTec, Schalksmühle, Deutschland) beschichtet. Bis zur 

rasterelektronenmikroskopischen Begutachtung wurden die Proben staubfrei und trocken 

in einem Exsikkator aufbewahrt. 

 

9.2 Statistische Verfahren 
 
Zur statistischen Analyse wurde das Programm SPSS 11.5 für Windows verwendet. Die 

Signifikanz der Unterschiede wurde mit der Varianzanalyse ANOVA (Analysis of 

Variance) bestimmt [184]. Dazu galten die folgenden Annahmen, die explorativ überprüft 

wurden: 

1. die Beobachtungen innerhalb jeder Gruppe sind unabhängig, 

2. die Messwerte in den einzelnen Gruppen sind symmetrisch verteilt und 

3. die Verteilung zwischen den Gruppen ist identisch. 

 

Bei Verletzung der Voraussetzung für Normalverteilung und Homogenität der Varianzen 

wurde der nichtparametrische Test nach Kruskall Wallis angeschlossen [185]. Das zu 

prüfende Signifikanzniveau lag bei p = 0,05.  

Im Falle signifikanter Unterschiede folgten paarweise Vergleiche mit dem T- bzw. Mann-

Whitney-U-Test [186]. Dabei wurde mit Hilfe der Methode nach Scheffe [187] auf das 

multiple Testproblem adjustiert. Alle Tests wurden zweiseitig durchgeführt [188], d.h. es 

wurde auf Gruppenunterschied getestet. 
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9.3 Tabellen und Abbildungen 
 

 

Zytokin Abkürzung Funktion 
Interleukin-1alpha 
und 
Interleukin-1beta 

IL-1α 
und 
IL-1β 

o Freisetzung von Zytokinen 
aus mehreren Zelltypen 

o Freisetzung des Acute-
Phase-Proteins aus 
Hepatozyten 

o Fieberauslösend 
Interleukin-6 IL-6 o Induktion der Differenzierung 

von B-Zellen in 
antikörperproduzierende 
Plasmazellen 

o Steigerung der Phagozytose 
von 
Monozyten/Makrophagen 

o Freisetzung des Akute-
Phase-Protein aus 
Hepatozyten 

Interleukin-8 IL-8 o Chemotaktisch für 
neutrophile Granulozyten 
und T-Zellen 

Interleukin-10 IL-10 o Hemmung der 
Zytokinproduktion durch 
Monozyten/Makrophagen 

o Hemmung der Produktion 
von Sauerstoffradikalen 
durch Makrophagen 

Tumor-Nekrose-
Faktor-alpha 

TNF-α o Steigerung der Phagozytose 
und Zytotoxität bei 
Monozyten/Makrophagen 

o Steigerung der Expression 
von Adhäsionsmolekülen auf 
Endothelzellen und 
Granulozyten 

o Nekrosen in Tumoren 
o Induktion der Bildung von 

Zytokinen 
Interferon-alpha IFN-α o Proliferationshemmung von 

Zellen 
Transformierender 
Wachstumsfaktor -α 

TGF-α o Wachstum und 
Differenzierung von Zellen 

Transformierender 
Wachstumsfaktor -β 

TGF-β o Proliferationshemmend 

 

Tabelle 9-1 Die Wirkungsweise der von Monozyten/Makrophagen gebildeten 
Zytokine (modifiziert nach [70-71]. 
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Abbildung 9-1 Das Herstellerzertifikat der für die Versuche verwendeten TiAl6V4-
Legierung. 
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3D-
Kenngröße Einheit Geometrische Bedeutung 
Ra µm Mittenrauwert: arithmetischer Mittelwert aller 

Abweichungen von der Mittellinie des Profils 
Rz µm Rautiefe: arithmetischer Mittelwert der 

Einzelrautiefen fünf aufeinander folgender 
Einzelmeßstrecken 

 
Tabelle 9-2 Definition der ermittelten 2D-Rauheitskenngrößen Ra und Rz mittels 

mechanischem Tastschnittverfahren. 
 

 

3D-
Kenngröße Einheit Geometrische Bedeutung 

Sa µm wie Ra: arithmetischer Mittenrauwert 

Sq µm Standardabweichung um das 
Oberflächenmittel 

St µm Gesamthöhe der Oberfläche 

Sp µm Höhe des höchsten Peaks über dem 
Oberflächenmittel 

Sv µm Tiefe des tiefsten Tales unter dem 
Oberflächenmittel 

Sz µm Durchschnitt der fünf höchsten Peaks und fünf 
tiefsten Täler  

Sk µm Kernrautiefe 
Ssk  Schiefe der Verteilungsfunktion 
Sku  Kurtosis (Wölbung) 
Sci  Flüssigkeitshaltesindex 
Smvr mm3/mm2 durchschnittliche Leeranteil 
Smmr mm3/mm2 durchschnittliche Materialanteil 
Sds 1/mm2 Anzahl der Spitzen 
Sal mm Autokorrelationslänge bei Korrelationswert 0,2 

Sdq µm/µm quadratischer Anstiegsmittelwert der 
Oberfläche 

Ssc 1/µm arithmetischer Krümmungsmittelwert der 
Gipfel 

αclm % geschlossener Leerflächenanteil 
Vcl mm3/m2 geschlossenes Leervolumen 
cclm  µm absolute Durchdringung 
Vma mm3/m2 Materialvolumen der Oberfläche 
Vop mm3/m2 offenes Leervolumen 
Aw mm2 wahre Fläche 
αw  Oberflächenfaktor 

 
Tabelle 9-3 Die 3D-Oberflächenkenngrößen, die mittels konfokaler Weißlicht-

mikroskopie ermittelt wurden. 
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Rautiefen Strukturierte Oberflächen Ra [µm] Rz [µm] 
poliert 0,027 ± 0,007 0,21 ± 0,07 
geätzt 0,132 ± 0,021  0,99 ± 0,17 
EK220 1,122 ± 0,220  7,92 ± 1,45 
EK24 8,953 ± 1,349 59,11 ± 8,25 
EK8 15,751 ± 3,105 94,91 ± 21,73 

 
Tabelle 9-4 Die ermittelten Rauheitskenngrößen Ra und Rz der strukturierten 

TiAl6V4-Proben (Mittelwerte ± Standardabweichung, n = 5). 
 

 

 

Strukturierte Oberflächen 
 3D-Kenngrößen ® 

poliert geätzt EK220 EK24 EK8 
Sa [µm] 0,02 

± 0,00 
0,14 

± 0,01 
1,24 

± 0,06 
9,46 

± 1,06 
12,86 
± 1,19 

Sq [µm] 0,11 
± 0,05 

0,18 
± 0,01 

1,59 
± 0,08 

12,06 
± 1,29 

16,49 
± 1,93 

St [µm] 13,52 
± 5,82 

3,36 
± 1,15 

26,16 
± 6,67 

95,06 
± 6,55 

128,66 
± 17,80 

Sk [µm] 0,14 
± 0,02 

0,44 
± 0,02 

3,88 
± 0,17 

29,24 
± 3,99 

37,72 
± 2,25 

Ssk -35,21 
± 20,77 

-0,27 
± 0,08 

-0,24 
± 0,06 

-0,16 
± 0,25 

-0,073 
± 0,35 

Sku 2550,88 
± 1170,5

4,21 
± 0,23 

3,95 
± 0,30 

3,35 
± 0,39 

3,44 
± 0,46 

αclm [%] 10,30 
± 9,53 

29,95 
± 4,11 

26,75 
± 3,78 

15,60 
± 3,15 

11,41 
± 7,76 

Vcl [mm3/mm2] 13,30 
±10,43 

71,02 
± 6,05 

495,75 
± 22,65

2291,43 
± 673,7 

1850,02 
± 1171,0

Aw [mm2] 0,62 
± 0,00 

0,62 
± 0,00 

0,75 
± 0,01 

1,01 
± 0,03 

1,01 
± 0,02 

αw 1,00 
± 0,00 

1,01 
± 0,00 

1,22 
± 0,01 

1,64 
± 0,05 

1,64 
± 0,03 

 
Tabelle 9-5 Die berechneten 3D-Oberflächenkenngrößen der strukturierten 

TiAl6V4- Proben mittels Softwareprogramm WinSam 2.6® (Mittelwerte 
± Standardabweichung, n = 5). 
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Strukturierte Oberflächen 
 3D-Kenngrößen  

poliert geätzt EK220 EK24 EK8 
Sa [µm] 0,02 

± 0,00 
0,08 

± 0,01 
1,24 

± 0,06 
9,39 

± 1,07 
12,80 
± 1,20 

Sv [µm] 7,35 
± 4,84 

0,69 
± 0,20 

11,46 
± 1,16 

42,85 
± 3,44 

59,01 
± 8,35 

Sci 0,53 
± 0,27 

1,54 
± 0,01 

1,46 
± 0,02 

1,49 
± 0,07 

1,48 
± 0,13 

Sds [1/mm2] 8286,59
±288,50

12.642,54
± 96,51 

20.243,00
± 296,23 

3890,99 
±218,02 

3740,92 
± 263,46

Sal [mm] 0,01 
± 0,00 

0,05 
± 0,03 

0,02 
± 0,01 

0,05 
± 0,01 

0,08 
± 0,02 

 

Tabelle 9-6 Ausgewählte 3D-Oberflächenkenngrößen mittels Mountains Map® zur 
Berechnung funktioneller Oberflächenkenngrößen (Mittelwerte ± 
Standardabweichung, n = 5). 

 

 

Strukturierte Oberflächen Kontaktwinkel Ф [°] 
poliert 78,22 ± 6,88 
geätzt 70,10 ± 3,69 
EK220 70,63 ± 9,04 
EK24 61,79 ± 9,49  
EK8 78,33 ± 10,40 

 
Tabelle 9-7 Der ermittelte Kontaktwinkel Ф aller strukturierten Oberflächen (Mittel-

werte ± Standardabweichung, n = 5). Mit zunehmender Rauheit (poliert 
bis EK24) nimmt der Kontaktwinkel tendenziell ab, steigt jedoch bei der 
rauesten Probe EK8 wieder deutlich an. 

 

 

Strukturierte Oberflächen 
und Zellkulturkontrollen Zellen/mm2 
poliert 12 
geätzt 41 
EK220 54 
EK24 82 
EK8 91 
LPS-Ko 12 
TCC-Ko 13 
TPA-Ko 11 

 
Tabelle 9-8 Adhärente Zellen/mm2 nach sechs Tagen Zellbesiedelung auf ver-

schieden strukturierten Oberflächen und einschließlich der Zell-
kontrollen. Die Anzahl der auf den Oberflächen haftenden Zellen nimmt 
kontinuierlich zu (n = 5). 

 



Anhang 

 115

Strukturierte 
Oberflächen und 

Zellkulturkontrollen 
Vitale Zellen 

[%] 
poliert 70 ± 21,7 
geätzt 68 ± 30,3 
EK220 87 ± 7,7 
EK24 92 ± 3,5 
EK8 93 ± 3,5 
LPS-Ko 62 ± 42,5 
TCC-Ko 92 ± 8,6 
TPA-Ko 59 ± 38,1 

 
Tabelle 9-9 Die Anzahl vitaler Zellen mittels Live/Dead-Test nach sechs Tagen 

Besiedelung auf verschieden strukturierten Oberflächen, einschließlich 
der mitgeführten Zellkulturkontrollen TCC-Ko als Negativkontrolle, 
LPS- und TPA-Ko als Positivkontrollen: (Mittelwerte ± Standardab-
weichung, n = 5). 
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