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Zielsetzung

Da die Transplantation von Eigen- oder Spenderknochen bei einer gravierenden
Knochenverletzung zwar die Heilung beschleunigt, aber Nachteile wie
eingeschrankte Verfugbarkeit und die Mdglichkeit einer Krankheitsiibertragung mit
sich bringt, wird derzeit intensiv an Knochenersatzmaterialien geforscht. Diese
Materialien missen biokompatibel sein und im Idealfall sowohl das Anheften und die
Differenzierung von Knochenzellen férdern als auch eine Art ,Vorlage® flr
neugeformte Knochenmatrix darstellen. Um die Tauglichkeit eines Materials als
Knochenersatz zu Uberprifen, werden meist zunachst In-vitro-Versuche in

Zellkultursystemen unternommen.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollen mehrere Arten von Lactid-Caprolacton-
Methacrylat-Discs und Titan-Hydroxyapatit-Discs durch In-vitro-Experimente
charakterisiert werden. Hierzu soll der Einfluss der einzelnen Discs auf die
Proliferation von primaren Maus-Osteoblasten untersucht, sowie die Auswirkungen
der Materialien auf die Differenzierungs- und Mineralsationsfahigkeit dieses Zelltyps
beobachtet werden. Weiters sollen die Discs auch in einem Maus-Osteoblasten-
Osteoklasten-Kokultursystem getestet werden, um festzustellen, inwiefern die

Materialien das Entstehen von Osteoklasten beeinflussen.

So soll abgeschatzt werden, ob die Materialien geeignete Kandidaten fir die
Produktion von Scaffolds fiir als Knochenersatz dienende Biomaterialien darstellen

kénnten oder einer Verbesserung bedirfen.
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1 Einleitung

Knochenfrakturen sind zumeist die Folge von Stirzen, Verkehrs- oder Sportunfallen.
Krankheiten wie Osteoporose kdnnen das Risiko flr eine Knochenverletzung
zusatzlich erhéhen (Bigham-Sadegh und Oryan, 2015). Prinzipiell ist das
Knochengewebe dazu beféhigt, nach einer Fraktur von selbst auszuheilen. Wenn die
Fraktur eine gewisse GroRe Uberschreitet, ist dies nicht mehr moglich und es muss
ein chirurgischer Eingriff erfolgen. Den Goldstandard stellt immer noch die
Transplantation von Eigenknochen dar. Diese Methode hat jedoch auch einige
Limitierungen, was die Entwicklung von Knochenersatzmaterialien nétig macht
(Matassi et al., 2011). Um die Heilungschancen fir die Patienten und Patientinnen zu
verbessern, ist eine genaue Kenntnis der Funktionsweise des Knochengewebes und

der Mechanismen der Knochenheilung notig.

1.1 Zelltypen im Knochen

Wichtige Zelltypen im Knochengewebe sind Osteoblasten, Osteoklasten, Osteozyten,

Saumzellen und osteale Makrophagen.

1.1.1 Osteoblasten

Die Vorlaufer der Osteoblasten sind die mesenchymalen Stammzellen (Niedzwiedzki
und Filipowska, 2015). Diese kénnen sich auch zu Chondrozyten, Muskelzellen und
Adipozyten ausdifferenzieren, wichtige Transkriptionsfaktoren wahrend der
Differenzierung zu Osteoblasten sind RUNX2 und Osterix. Reife Osteoblasten bilden
Proteine der Knochenmatrix und setzen diese frei (Bellido et al., 2014). Den grof3ten
Anteil an diesen Proteinen macht Kollagen Typ | aus. Nach der Translation durch die
Ribosomen wird dieses Protein im Endoplasmatischen Reticulum an den
Aminosauren Prolin und Lysin durch Hydroxylasen hydroxyliert, woflir unter anderem
Ascorbinsaure nétig ist. AnschlielRend erfolgt die Bildung von Kollagen-Tripelhelices,
die aus der Zelle ausgeschleust und danach vernetzt werden (Trackman, 2005).
Neben Kollagen besteht die Proteinmatrix des Knochens unter anderem aus
Osteopontin, Osteocalcin, Osteonektin, Proteoglykanen wie Heparinsulfat und
Glykoproteinen wie Fibronektin. Die so gebildete Knochenmatrix wird danach von
Osteoblasten durch die Einlagerung von Calciumcarbonat und Calciumphosphat
mineralisiert (Burr und Akkus, 2014). Danach kdnnen aus den Osteoblasten die unten
beschriebenen Osteozyten oder Saumzellen entstehen, oder der programmierte

Zelltod wird eingeleitet.
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Marker fir reife Osteoblasten sind die alkalische Phosphatase (ALP), sowie die
Mineralisationsfahigkeit der Zellen. Osteoblasten spielen eine entscheidende
regulatorische Rolle im Knochenstoffwechsel, sie bilden das
osteoklastenstimulierende Zytokin RANKL (receptor activator of NFkB-Ligand), sowie

Osteoprotegerin (OPG), das die Osteoklastogenese hemmt (Bellido et al., 2014).

1.1.2 Osteoklasten

Osteoklasten entstehen aus hamatopoietischen Stammzellen, sind also verwandt mit
Monozyten und Makrophagen (Niedzwiedzki und Filipowska, 2015). Die
Ausdifferenzierung erfolgt unter Einwirkung von M-CSF (macrophage colony
stimulating factor) und RANKL, die besonders von Osteoblasten produziert werden
(Takeyama et al., 2014). Auch Osteozyten stellen eine wichtige Quelle fir M-CSF und
RANKL dar (Bellido et al., 2014), sie produzieren zudem das Protein Sclerostin, das
die Aktivitat der Osteoblasten hemmt (Niedzwiedzki und Filipowska, 2015).

Zunachst ist M-CSF vor allem fir die Entstehung von Praosteoklasten verantwortlich,
die dann unter RANKL-Einwirkung zu mehrkernigen Osteoklasten fusionieren. Von
einem reifen Osteoklasten spricht man, wenn die Zelle das Enzym TRAP
(tartratresistente saure Phosphatase) exprimiert und mindestens drei Zellkerne
besitzt. Wesentliche Aufgabe der Osteoklasten ist es, bestehende Knochenmatrix
abzubauen (oft als Knochenresorption bezeichnet). Durch eine Umorganisation des
Zytoskeletts kdnnen Osteoklasten den sogenannten Blirstensaum bilden (Abb. 1).
Zwischen diesem und der Knochenoberflache entsteht eine Resorptionslakune, die
durch Ringe aus Aktin begrenzt und dicht abgeschlossen wird. Es erfolgt eine
Ansauerung der Lakune durch Protonenpumpen (H*/ATPase), die sich in der
Zellmembran befinden. Die Protonen werden intrazellular durch das Enzym
Carboanhydrase gebildet. Zum Ladungsausgleich werden auch Cl- lonen in die
Lakune transportiert, die zuvor Uber einen HCO3/CI- Antiporter in die Zelle gelangt
sind. Durch die somit in der Lakune befindliche HCI wird der Hydroxyapatitanteil aus
der Knochenmatrix herausgelost, zurlck bleiben die Matrixproteine, die danach durch
vom Osteoklasten in die Lakune freigesetzte Enzyme (z.B. Cathepsin K) verdaut
werden. Nach vollendeter Resorption erfolgt die Apoptose des Osteoklasten. Auf
diese Weise tragen Osteoklasten zur Knochenremodellierung bei (Bellido et al.,
2014).

Allerdings hat sich herausgestellt, dass Osteoklasten auch osteoanabole, die
Differenzierung von Osteoblasten foérdernde Faktoren freisetzen, wie etwa

knochenmorphogenetische Proteine, die auch als bone morphogenetic proteins oder
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BMPs bezeichnet werden (McCullough et al., 2007), Sphingosin-1-Phosphat und
Wnt10b (Pederson et al., 2008). Somit sind sie auch an der Heilung von Frakturen,
zum Beispiel nach der Implantation eines Biomaterials, beteiligt, wie in Kapitel 1.4.3

naher erlautert wird.

Abb. 1:Schematische Darstellung der Osteoklastenmorphologie und -funktion nach Bellido et al., 2014.
Erklarung im Text. Abkiirzungen: CA = Carboanhydrase, Cat K = Cathepsin K, SZ = sealing zone.

1.1.3 Osteozyten

Osteozyten sind Osteoblasten, die nach ihrer osteoanabolen Tatigkeit in der
mineralisierten Knochenmatrix eingebettet bleiben und eine sternférmige
Morphologie aufweisen (Bellido et al., 2014). Sie haben regulatorische Funktionen,
antworten auf mechanische Reize und kontrollieren Knochenresorption und
Knochenneubildung, indem sie Osteoblasten und Osteoklasten auf molekularer
Ebene steuern. So kénnen sie etwa auf Osteoklasten via RANKL und OPG einwirken
und Sclerostin bilden, einen Inhibitor der Osteoblastenaktivitat (Niedzwiedzki und
Filipowska, 2015).

1.1.4 Saumzellen

Manche Osteoblasten wandeln sich nach Erfullung ihrer Aufgabe der Mineralisation
in abgeflachte Saumzellen um, die die Knochenoberflache bedecken. Moglicherweise
ubernehmen sie Aufgaben in der Knochenremodellierung (Bellido et al., 2014). Sie
mussen etwa die von ihnen bedeckte Knochenflache erst freigeben, um den
Osteoklasten darauf Zugriff zu verschaffen (Allen und Burr, 2014).
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1.1.5 Osteale Makrophagen

Osteale Makrophagen wurden lange Zeit kaum untersucht, mittlerweile ist aber
klargeworden, dass sie eine wichtige Rolle bei Knochenremodellierung und Heilung,
auch im Zusammenhang mit Biomaterialien, spielen. Die genauen Aufgaben, die die
ostealen Makrophagen dabei einnehmen, sind aber noch nicht restlos geklart. In
Knock-out-Tiermodellen wurde festgestellt, dass eine Depletion der ostealen
Makrophagen zu reduzierter endochondraler und intramembrandser Knochenbildung
fuhrt. Im Falle einer Biomaterial-Implantation verliert das Material seine

osteoinduktiven Eigenschaften (Miron und Bosshardt, 2016).

1.2 Knochenmodellierung und -remodellierung

1.2.1 Knochenmodellierung

Als Knochenmodellierung bezeichnet man entweder den Aufbau von Knochenmatrix
durch Osteoblasten oder den Abbau der Matrix durch Osteoklasten. Im Gegensatz
dazu arbeiten bei der Knochenremodellierung Osteoblasten und Osteoklasten
gleichzeitig und gekoppelt an derselben Stelle. Modellierung dient etwa dazu,
Knochenmasse an stark beanspruchten Stellen auf- und an weniger beanspruchten
Stellen abzubauen. Vor allem wahrend des Wachstums muss der Knochen standig
modelliert werden (Allen und Burr, 2014).

Auch osteale Makrophagen sind wahrscheinlich an der Modellierung beteiligt, ihre
Rolle wird heute allerdings noch nicht genau verstanden, womdglich regulieren sie
die Aktivitat von Osteoblasten und Osteoklasten. In Knock-out-Tierversuchen konnte
festgestellt werden, dass ohne diese spezifisch wirkenden Makrophagen das
aufbauende Modellieren durch Osteoblasten drastisch reduziert wird (Miron und
Bosshardt, 2016).

1.2.2 Knochenremodellierung

Im Rahmen der Knochenremodellierung wird Knochenmasse von Osteoklasten ab-
und danach sofort von Osteoblasten neu aufgebaut. Auf diese Weise wird der
Knochen standig erneuert und Mikrotraumen werden ausgebessert. Wird das
Kommunikationsnetz eines Osteozyten durch ein Mikrotrauma zerstort, so produziert
dieser vor seiner Apoptose RANKL, der die Ausdifferenzierung von Osteoklasten
fordert. Auf diese Weise kdnnten Osteozyten die Knochenremodellierung einleiten
(Allen und Burr, 2014). Auch M-CSF wird von Osteozyten gebildet, via Sekretion von
OPG sind sie auch zur Inhibition der Osteoklastenaktivitat fahig. Weiters kénnen

Osteozyten Osteoblasten durch PGE2-Sekretion stimulieren und durch Sclerostin
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hemmen. Osteoblasten kommunizieren mit Osteoklasten mittels RANKL
(Niedzwiedzki und Filipowska, 2015). Die Interaktionen der Knochenzellen bei der

Knochenremodellierung sind in Abb. 2 schematisch dargestellt.

Osteale Makrophagen durften auch im Rahmen des Remodellierens regulatorische
Aufgaben Ubernehmen, etwa in der Aktivierung von Osteoblasten. Hierzu ist jedoch
noch weitere Forschung nétig. Moéglich ist auch, dass osteale Makrophagen in
Apoptose befindliche Osteozyten und Mikrotraumen erkennen und mittels

Osteoklastenaktivierung die Remodellierung férdern (Miron und Bosshardt, 2016).

Knochen

Abb. 2: Interaktion von Osteozyten, Osteoblasten und Osteoklasten wahrend der
Knochenremodellierung, nach Niedzwiedzki & Filipowska, 2015.

Erklarungen im Text. Abkiirzungen: M-CSF = Monozytenkolonien-stimulierender Faktor, RANKL =
receptor activator of NFkB-Ligand, OPG = Osteoprotegerin, OB = Osteoblast, PGE, = Prostaglandin E-.

Im Korper laufen gleichzeitig tausende von Remodellierungsprozessen ab. Ein
Remodellierungsprozess kann in mehrere Abschnitte eingeteilt werden (Abb. 3): Im
Rahmen der Aktivierung erfolgt die Rekrutierung von Osteoklastenvorlaufern und
deren Ausdifferenzierung zu reifen Osteoklasten. Es folgt die Resorption: Die
Saumzellen weichen zurlick, die Osteoklasten kbnnen sich an die Matrix anheften
und diese abbauen. Danach kommt es genau dort zur Umkehrung, wo der Abbau
durch die Osteoklasten endet und Osteoblasten mit dem Wiederaufbau der
Knochenmatrix beginnen. Die regulatorischen Mechanismen hierzu sind noch nicht
ganz geklart. In der Aufbauphase bilden Osteoblasten eine Proteinmatrix und
beginnen mit der Mineralisation. Manche gehen danach in die Apoptose, andere
werden zu Osteozyten oder zu Saumzellen. Zu Beginn der Ruhephase ist die
erneuerte Knochenmasse schlielRlich von Saumzellen umgeben. Die Mineralisation

der Matrix wird im Laufe der Zeit noch fortgesetzt (Allen und Burr, 2014).
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Abb. 3: Abschnitte des Prozesses der Knochenremodellierung.
A: Aktivierung, B: Resorption, C: Umkehrung, D: Aufbauphase, E: Ruhephase; nach Allen & Burr, 2014.
Erklarungen im Text.

1.3 Heilung von Knochenfrakturen

1.3.1 Vier-Phasen-Modell der Frakturheilung

Klassischerweise wird die Frakturheilung in vier Phasen unterteilt: Inflammation,
Bildung eines weichen Kallus, Bildung eines harten Kallus und Remodellierung
(Schindeler et al., 2008).

1.3.1.1 Inflammation

Durch eine Fraktur wird nicht nur der Knochen, sondern auch das umliegende
Gewebe beeintrachtigt, daher werden unspezifische Wundheilungsvorgange
aktiviert. Durch die bei der Fraktur entstandene Blutung entsteht ein Hamatom, das
von Immunzellen infiltriert wird, die diverse Zytokine und Wachstumsfaktoren
ausschutten (Schindeler et al., 2008). Diese kénnen mesenchymale Vorlauferzellen
rekrutieren und die Angiogenese fordern (Bigham-Sadegh und Oryan, 2015). Spater
wachsen Kapillaren ein und aus dem Hamatom entsteht Granulationsgewebe
(Schindeler et al., 2008), wodurch ein leichter Gewinn an mechanischer Stabilitat
erzielt wird. Zu diesem Zeitpunkt gehen Schmerzen und Schwellung etwas zuriick
(Bigham-Sadegh und Oryan, 2015).

1.3.1.2 Bildung eines weichen Kallus

Bei den meisten Frakturen erfolgt die Heilung durch endochondrale Ossifikation.
Hierbei differenzieren die mesenchymalen Stammzellen zunachst zu Chondrozyten
aus, die groBe Mengen an Proteinen der extrazellularen Matrix bilden kdnnen,
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beispielsweise Kollagen Typ Il. Die Chondrozyten bilden den halbfesten ,weichen®
Kallus, der eine Vorlage fir den spater entstehenden ,harten” Kallus darstellt. Der

weiche Kallus wird von den Chondrozyten mineralisiert (Schindeler et al., 2008).

1.3.1.3 Bildung eines harten, knéchernen Kallus

Dieser Schritt wird auch ,primdre Knochenbildung“ genannt. Durch hohe
Osteoblastenaktivitat erfolgt die Bildung einer mineralisierten Knochenmatrix auf
Grundlage des weichen Kallus. Dieser harte Kallus ist noch unregelmafig und wird

auch als ,Geflechtknochen® bezeichnet.

Bei der intramembrandsen Ossifikation differenzieren mesenchymale Stammzellen
nicht wie bei der endochondralen Ossifikation zuerst zu Chondrozyten, sondern gleich
zu Osteoblasten aus. Es kann hier somit ohne Aufbau eines weichen Kallus
Geflechtknochen gebildet werden (Schindeler et al., 2008). Sowohl endochondrale
als auch intramembrandse Knochenbildung spielen in der Embryonalentwicklung eine
wichtige Rolle (Allen und Burr, 2014).

Nach Beendigung dieser Phase ist die Festigkeit und Steifheit des Knochens wieder

provisorisch hergestellt (Bigham-Sadegh und Oryan, 2015).

1.3.1.4 Knochenremodellierung

Durch Remodellierung entsteht aus dem hartem Kallus oder Geflechtknochen
kortikaler und/oder trabekularer Knochen (Schindeler et al., 2008). Die Mechanismen
hierzu wurden bereits in Kapitel 1.2.2 erlautert. Diese vierte Phase der Heilung kann
bis zu 6-9 Jahre dauern (Bigham-Sadegh und Oryan, 2015).

1.3.2 Anabolisch-katabolisches Modell der Frakturheilung

Das anabolisch-katabolische Modell entspricht eher der Realitat als das Vier-Phasen-
Modell, denn die vier Phasen Uberlappen einander wesentlich, finden also durchaus
zeitgleich statt. Nach der anabolisch-katabolischen Theorie wird das Ergebnis der
Heilung als Gleichgewicht von anabolen und katabolen Prozessen dargestellt. Die
kurz nach der Fraktur rekrutierten Zellen dienen der allgemeinen Abwehr von
Gewebsverletzungen. Sie betreiben also den unspezifischen Anabolismus bzw.
Katabolismus — den Auf- und Abbau des weichen Kallus. Im Rahmen der Bildung des
Geflechtknochens und der Remodellierung findet dann der spezifische Anabolismus
bzw. Katabolismus durch Osteoblasten und Osteoklasten statt (Schindeler et al.,
2008). In Abb. 4 werden das Vier-Phasen-Modell und das anabolisch-katabolische

Modell einander gegenubergestellit.
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Abb. 4: Modelle zur Heilung von Knochenfrakturen; A: Vier-Phasen-Modell, B: Anabolisch-
katabolisches Modell; nach Schindeler et al, 2008.
Erklarungen im Text.

Moglicherweise gibt es zwei Arten von Osteoklasten, die bei der Frakturheilung eine
Rolle spielen: Die ersten werden kurz nach der Bildung des weichen Kallus gebildet
und tragen zu dessen Abbau bei, die anderen entstehen nach der Bildung des harten
knéchernen Kallus und kommen bei der Remodellierung zum Einsatz (Takeyama et
al., 2014).

Das Immunsystem spielt in der Frakturheilung wohl eine wichtige Rolle, denn auf jede
Knochenverletzung folgt stets eine Entziindungsreaktion. In Experimenten mit
immunodefizienten Mausen wurde eine verzogerte endochondrale Ossifikation
festgestellt. Findet eine Gbermalig starke oder lang andauernde Inflammation statt,

wird die Frakturheilung gestort (Rapp et al., 2016).

1.4 Knochenregeneration durch Bone Grafting

Nimmt der Knochendefekt eine gewisse Grolie an, kann der Kérper ihn nicht mehr
selber heilen. Man spricht dann von einem Knochendefekt kritischer Gréflke (Kim et
al., 2016). Die Heilung einer solchen Verletzung zu verbessern ist das Ziel der
Knochenregeneration mittels Bone Grafting. Hierbei gibt es mehrere Strategien — zum
einen natirliche Grafts wie Autografts, Allografts, Xenografts und demineralisierte
Knochenmatrix, zum anderen Biomaterialien, die auf biologischen oder synthetischen

Substanzen basieren (Bigham-Sadegh und Oryan, 2015).

1.4.1 Naturliche Grafts
1.4.1.1 Autografts

Nach wie vor ist der Goldstandard das autologe Bone Grafting, also die
Transplantation von kdrpereigenem kortikalen oder trabekularen Knochen (Gomez-
Barrena et al, 2015). Der groRe Vorteil daran ist, dass die drei

Grundvoraussetzungen  fur  Knochenbildung gegeben sind: osteogene
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Vorlauferzellen, osteoinduktive Wachstumsfaktoren und eine osteoinduktive Matrix
(Schieker et al., 2006). Allerdings sind die autologen Transplantate natirlich in ihrer
Menge limitiert und es muss ein zweiter operativer Eingriff stattfinden, der dem
Patienten bzw. der Patientin Schmerzen bereitet (Bigham-Sadegh und Oryan, 2015)
und zu erhdhter Morbiditat an der Entnahmestelle fahrt (Morelli et al., 2015).

1.4.1.2 Allografts

Bei der Knochenregeneration mit einem Allograft wird der zu behandelnden Person
ein Transplantat aus Spenderknochen eingesetzt. Vorteilhaft an dieser Methode sind
die guten osteokonduktiven Eigenschaften des Materials, allerdings kann es zur
Ubertragung von Krankheiten und zu einer Abwehrreaktion des Kérpers gegen das
fremde Transplantat kommen. Zudem sind Sterilisationsschritte und sorgfaltige

Konservierung nétig (Bigham-Sadegh und Oryan, 2015).

1.4.1.3 Xenografts

Im Falle von Xenografts stammt das Transplantat von einer anderen Spezies.
Knochenmaterial von Rindern oder Pferden wurde bereits Menschen eingesetzt,
hierbei muss jedoch die hdhere Antigenitat im Vergleich zu Allografts beachtet

werden (Sonmez et al., 2017).

1.4.1.4 Demineralisierte Knochenmatrix
In demineralisierter Knochenmatrix sind nach wie vor osteoinduktive Faktoren
vorhanden. Immunologisch aktive Faktoren werden bei der Herstellung extrahiert,

daher ist keine Ubertragung von Krankheiten maglich (Schieker et al., 2006).

1.4.2 Biomaterialien

Aufgrund der oben beschriebenen Einschrankungen der natirlichen Transplantate ist
es notwendig, andere Materialien zu finden, die an ihrer Stelle in Knochendefekte
kritischer GroRRe eingesetzt werden kdénnen. Daran wird seit einiger Zeit intensiv
geforscht. Drei Grundvoraussetzungen fur die Generation von Knochengewebe sind,
wie bereits erwahnt, osteogene Vorlauferzellen, osteoinduktive Wachstumsfaktoren
und eine osteokonduktive Matrix (Schieker et al.,, 2006). Wahrend es bei
Biomaterialien alleine vor allem darum geht, eine osteokonduktive Matrix zu bilden,
werden beim Tissue Engineering (Kapitel 1.4.2.3.1) osteogene Vorlauferzellen und
bei Smarten Biomaterialien (Kapitel 1.4.2.3.2) osteoinduktive Wachstumsfaktoren

hinzugefugt.

Ein in einen Knochendefekt eingesetztes Biomaterial bildet eine temporare Matrix fur

die Knochenneubildung und soll geeignete Bedingungen fiir die Entwicklung von
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Knochengewebe liefern. Die Biomaterialien sollen die dreidimensionale Struktur des
Knochens nachahmen. Aul3erdem kdnnen diese Matrizen (auch ,Scaffolds® genannt)
zur Freisetzung von Arzneistoffen wie Antibiotika, Chemotherapeutika oder

Wachstumsfaktoren verwendet werden (Matassi et al., 2011).

1.4.2.1 Erforderliche Eigenschaften von Biomaterialien

Die Entwicklung eines geeigneten Biomaterials ist ein komplexer Prozess, denn das
Material muss einige Voraussetzungen erfillen. Um Probleme nach der Implantation
zu vermeiden, muss es biokompatibel sein: Es darf weder toxisch noch immunogen
sein und soll keine Entzlindungen hervorrufen (Matassi et al., 2011). Weiters muss
es, ausgenommen bei Metallscaffolds, biodegradabel sein, denn es soll im Endeffekt
abgebaut und durch neu entstandenes Knochengewebe ersetzt werden (Schieker et
al., 2006). Da Knochen eine wichtige Stutzfunktion erflillen, muss das Scaffold
ausreichend mechanisch stabil sein. Das Anhaften von Zellen und deren Wachstum
soll vom Biomaterial geférdert werden, die Funktion differenzierter Zellen darf nicht
beeintrachtigt werden. Ausreichende Porositat ist notwendig, um genugend
Oberflache fur das Anhaften der Zellen und fur die Bildung der extrazellularen Matrix
zur Verfiigung zu stellen (Matassi et al., 2011). Mikroporen mit weniger als 10 ym
Durchmesser werden flir das Einwachsen von Kapillaren benétigt, Makroporen
zwischen 150 und 900 pm fir die Nahrstoffversorgung und den Abtransport von
Abfallprodukten der Zellen (Schieker et al., 2006). Auch die Steiftheit des Materials
kann einen Einfluss auf dessen heilungsférdernde Wirkung haben (Chen et al., 2016).
Die dreidimensionalen Scaffolds sollten mdglichst an die Gréfle und Form des
Knochendefekts angepasst sein. Von Vorteil sind auch rontgenopake Eigenschaften,
die ein Unterscheiden des Materials vom Knochen im Rahmen einer

Rontgenuntersuchung méglich machen (Schieker et al., 2006).

1.4.2.2 Arten von Materialien sowie deren Vor- und Nachteile
Derzeit gibt es vier grolte Gruppen von Biomaterialien, die bei Knochendefekten zum
Einsatz kommen: Polymere, Keramikmaterialien, Metalle und kombinierte

Materialien.

1.4.2.2.1 Polymere

Die Polymere lassen sich in natlrliche und synthetische Materialien einteilen.

1.4.2.2.1.1 Naturliche Polymere
Zu den naturlichen Polymeren zahlen beispielsweise Kollagen Typ |, Fibrin,
Hyaluronsaure und Chitosan. Sie sind sehr gut biokompatibel und osteokonduktiv,

dafur aber mechanisch vergleichsweise instabil (Matassi et al., 2011).
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1.4.2.2.1.2 Synthetische Polymere

Zu den synthetischen Polymeren zahlen unter anderem Polyanhydride,
Polypropylenfumarat, Polycaprolacton, Polylactide und Polyglycolide (Matassi et al.,
2011). Auch Kopolymere aus mehreren Substanzen werden eingesetzt. Ein Vorteil
der synthetischen Polymere ist die Tatsache, dass sie wenig spréde sind (Morelli et
al., 2015). Die einzelnen Materialien haben unterschiedliche physikalische und
mechanische Eigenschaften, sie werden verschieden schnell und auf verschiedene
Weise abgebaut. So kann das Biomaterial an die jeweiligen Bedlrfnisse angepasst
werden. Polyanhydride werden beispielsweise durch Erosion an der Oberflache
abgebaut, was sie fur die kontinuierliche Freisetzung eines Wirkstoffes geeignet
macht (Matassi et al., 2011). Nachteilig ist, dass hohe lokale Konzentrationen von
entstehenden sauren Abbauprodukten das Zellwachstum auf den Scaffolds in vitro

hemmen und in vivo zu Entziindungen flihren kénnen (Schieker et al., 2006).

1.4.2.2.2 Keramikmaterialien

Keramikmaterialien werden aus anorganischen, nicht metallischen Substanzen
hergestellt, die kristalline Struktur aufweisen kdnnen. Eine positive Eigenschaft ist ihre
hohe Druckfestigkeit, aber sie besitzen nur niedrige Duktilitdt, brechen also leicht
beim Versuch, sie plastisch zu verformen (Matassi et al., 2011). Aufderdem kdnnen
sich entstandene Risse rasch ausbreiten (Correia et al., 2014). Diese Tatsachen
fihren zu einem leichteren Zersplittern des Implantats. Eingesetzt werden
Calciumsulfate, bioaktives Glas und vor allem Calciumphosphate (Matassi et al.,
2011). Unter den Calciumphosphaten werden vor allem Hydroxyapatit (HA) und
Tricalciumphosphat (TCP) verwendet (Schieker et al., 2006). Vorteil vor allem von
Calciumphosphaten ist ihre hohe Ahnlichkeit zu den in der Knochenmatrix
enthaltenen Mineralien. Keramikmaterialien kénnen nach Implantation eine
vergleichsweise starke Biomaterial-Knochen-Bindung aufbauen. Proteine kénnen gut
an Calciumsulfatkeramik binden, wodurch sich dieses Material zum Einbringen von
Wachstumsfaktoren anbietet. Keramikmaterialien kdnnen entweder als vorgeformte,
feste Matrizen implantiert, oder in injizierbarer Form verabreicht werden, die im

Korper aushartet (Matassi et al., 2011).

1.4.2.2.2.1 Vorgefertigte, feste Keramikmaterialien

Die festen Matrizen kénnen als Block, Granulat oder Pulver vorliegen und weisen
meist eine knochenahnliche Porenstruktur auf. Eingesetzt werden sie, wenn die
GroRe des Knochendefekts vor der Operation abschatzbar ist (Matassi et al., 2011).
Ist allerdings ein minimalinvasiver Eingriff erwinscht, so sind diese Materialien

weniger geeignet (Low et al., 2010).
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1.4.2.2.2.2 Injizierbare Keramikmaterialien

Die injizierbaren Keramikmaterialien harten erst im Korper aus, ihr gro3er Vorteil ist,
dass sie sich perfekt an die Form des Defekts anpassen kénnen und dass die
Injektion durch einen kleinen Hautschnitt und somit minimalinvasiv moglich ist
(Matassi et al., 2011). Zu erwdhnen sind hier einerseits die Calciumphosphat-
Zemente, das sind Mischungen verschiedener Calciumphosphate, die zunachst in
Pulverform vorliegen und mit Wasser versetzt werden. Dadurch entsteht eine Paste,
die in den Defekt eingebracht wird und dort aushartet (Low et al., 2010). Fir diese
Zemente spricht vor allem ihre gute Biokompatibilitat, allerdings ist ihre Zugfestigkeit
gering, wodurch ihr Einsatz auf Stellen beschrankt ist, die kaum Gewicht tragen
missen (Ambard und Mueninghoff, 2006). AuRer den Zementen kommen auch
Kombinationen aus Keramik und Polymeren in injizierbarer Form zum Einsatz (Low
et al.,, 2010). Die Vorteile dieser Zusammensetzung werden in Kapitel 1.4.2.2.4

erlautert.

1.4.2.2.3 Metalle

Metallscaffolds sind gut biokompatibel, sehr korrosionsresistent und lange haltbar,
bioabbaubar sind diese Materialien allerdings nicht. Sie werden etwa flr das
Uberziehen von Prothesen verwendet. Bei Metallimplantaten liegt nur eine schwache
Biomaterial-Knochen-Bindung vor, weil an der Oberflache der Materialien Oxide
gebildet werden. Titanimplantate sind steifer als die sie umgebende Knochenmatrix,
was zu einer nachtraglichen Lockerung des Implantats fihren kann (Matassi et al.,
2011). Metallscaffolds bestehen meist aus Titan oder pordsem Tantal (Bobyn et al.,
1999).

1.4.2.2.4 Kombinierte Biomaterialien

Um die Eigenschaften des Implantats zu optimieren, werden auch Kombinationen der
bereits aufgezahlten Materialien eingesetzt. Beispielsweise werden Keramik-
materialien durch Zusatz von Polymeren weniger sprdode, die Polymere gewinnen
durch Keramikzusatz an Bioaktivitat (Matassi et al., 2011). Ein Coating aus
Hydroxyapatit kann die Integration eines Tantalimplantats in das Knochengewebe

verbessern (Paganias et al., 2012).

1.4.2.3 Tissue Engineering und Smarte Biomaterialien
Nach der Implantation eines Biomaterials mussen erst korpereigene Zellen rekrutiert
und Wachstumsfaktoren gebildet werden, um die Heilung des Defekis zu

ermoglichen. Neuere Ansatze versuchen, die Implantate bereits vor der Operation mit
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Zellen (Tissue Engineering) oder Wachstumsfaktoren (Smarte Biomaterialien)

auszustatten (Matassi et al., 2011).

1.4.2.3.1 Tissue Engineering

Beim Tissue Engineering werden der zu behandelnden Person Zellen, meist
mesenchymale Stammzellen, entnommen. Diese mussen, um die erforderliche
Zellzahl zu erhalten, ex vivo expandiert werden, danach werden sie auf das
Biomaterial ausgesat. AnschlieBend wird das Material implantiert (Correia et al.,
2014). Die im Biomaterial vorhandenen Zellen kénnen nun einerseits selbst an der
Entstehung von neuem Knochengewebe beteiligt sein, andererseits auch
Wachstumsfaktoren abgeben, die andere Zellen dazu anregen, zum Ort der Fraktur
zu migrieren und sich auszudifferenzieren (Jabbarzadeh et al., 2012). Praklinische
Studien zeigen verbesserte Heilung gegeniber Biomaterialien ohne Zellen, allerdings
gibt es bisher noch einige Limitationen, etwa die Frage, ob die mesenchymalen
Stammzellen durch die Expansion ihre Eigenschaften zu stark verandern, sowie die
zusatzlichen Risiken fur die betroffene Person durch den zweiten operativen Eingriff
und die vergleichsweise schwierige Sicherstellung eines sterilen Implantats (Matassi
etal., 2011).

1.4.2.3.2 Smarte Biomaterialien

Smarte Biomaterialien sind Materialien ohne Zellen, die aber bioaktive Molekiile
enthalten, die wahrend des Abbaus des Materials im Korper kontinuierlich freigesetzt
werden und die Regeneration des Knochengewebes férdern sollen. Klare Vorteile
dieser Methode sind die bessere Sterilisierbarkeit der Materialien und deren
Lagerungsfahigkeit und Haltbarkeit (Matassi et al., 2011). Beispiele fir eingesetzte
bioaktive Molekile sind BMP-2 und BMP-7 (Correia et al., 2014).

1.4.2.4 Blick in die Zukunft: Bioprinting

Die Forschung am dreidimensionalen Bioprinting, einem neuen Ansatz im Bereich
des Tissue Engineering, ist erst am Anfang, erste Erfolge in Tierversuchen wurden
aber bereits verzeichnet (Kang et al., 2016). Der Knochendefekt wird zunachst mit
einem  bildgebenden Verfahren wie Magnetresonanztomographie  oder
Computertomographie untersucht, um die genaue Form des Defekts zu bestimmen
(Zhang und Zhang, 2015). Mit einem 3D-Gewebe-Organdrucker wird das Implantat
danach passgenau gedruckt, und zwar einerseits aus Polymeren, andererseits aus

einem Hydrogel, das lebende Zellen beinhaltet (Kang et al., 2016).
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1.4.3 Frakturheilung nach Implantation eines Biomaterials

Etwa 90 % der Forschung Uber die Fahigkeit von Biomaterialien, die Frakturheilung
zu beschleunigen, beschaftigt sich mit Osteoblasten (Miron und Bosshardt, 2016).
Dieser Ansatz wirkt naheliegend, weil dieser Zelltyp fur den Aufbau einer
Knochenmatrix und fur deren Mineralisation zustandig ist. Andere Zelltypen, zum
Beispiel Osteoklasten und Zellen des Immunsystems wie Makrophagen, wurden
lange unterbewertet. Derzeit deuten die Forschungsergebnisse aber daraufhin, dass
genau diese Zellen eine wesentliche Rolle nach der Implantation des Biomaterials
spielen, sie sind auch die ersten Zellen, die mit dem Biomaterial in BerUhrung
kommen (Miron und Bosshardt, 2016).

Proteine binden nach Implantation an das Biomaterial, Zellen kdnnen via Integrine an
diese Proteine binden. Diese Bindung kann im Zellinneren Signalkaskaden auslosen
(McNamara et al.,, 2010) und auf diese Weise kdnnten Zelldifferenzierung und
Zellfunktion durch die Oberflachenbeschaffenheit mitbestimmt werden. Dies
unterstreicht die Bedeutung der Topographie eines Materials fir dessen Fahigkeit zur

Forderung der Frakturheilung (Davison et al., 2015).

Monozyten heften sich mdglicherweise rasch an das Biomaterial an und kénnen
durch Zytokine, die im Rahmen der gleichzeitig ablaufenden Inflammation freigesetzt
werden, zur Ausdifferenzierung zu Makrophagen angeregt werden. Diese kdnnen
anschliel3end, wieder durch Zytokineinwirkung, zu vielkernigen Riesenzellen (multi-
nucleated giant cells, MNGCs) fusionieren. Welche Aufgabe die ostealen
Makrophagen und MNGCs im weiteren Verlauf genau tGbernehmen, ist momentan
Gegenstand der Forschung. Einerseits wurde postuliert, dass sie ahnliche Funktionen
wie Osteoklasten haben, aber wesentliche Osteoklastenmarker wie TRAP oder
RANK wurden an MNGCs nicht detektiert. MNGCs produzieren einige
proinflammatorische Zytokine, wie IL-6 und TNF-a. Dennoch tragen sie nach
derzeitigem Stand mehr zur Integration des Biomaterials als zu dessen AbstoRung
bei. Nach dem Implantieren eines Biomaterials findet eine Akkumulation von
Makrophagen statt, die eine Voraussetzung fiir Knochenneubildung ist, eventuell
durch Kommunikation der Makrophagen mit Osteoblasten. Ungeklart ist, wie lange
sich diese Makrophagen und MNGCs am Biomaterial aufhalten (Miron und
Bosshardt, 2016).

Man kann zwei verschiedene Typen von Makrophagen unterscheiden: M1 und M2.
Wahrend Makrophagen vom Typ M1 proinflammatorisch wirken, haben M2-

Makrophagen antiinflammatorische, wundheilungsférdernde Eigenschaften (Miron
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und Bosshardt, 2016). Bestimmte Eigenschaften eines Biomaterials, wie etwa die
Oberflachenbeschaffenheit, beeinflussen die Differenzierung der Makrophagen zu
den einzelnen Typen und somit deren Verhalten. Ein Ziel der derzeitigen Forschung
ist es das Verhalten der Makrophagen gezielt zu modulieren, um die
Knochenneubildung optimal férdern zu kdnnen. Hierzu missen jedoch noch die

zugrundeliegenden Mechanismen aufgeklart werden (Graney et al., 2016).

Auch die Rolle von Osteoklasten in der Knochenneubildung ist noch nicht zur Ganze
geklart, Osteoklasten kdnnen jedoch, wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, osteoanabole
Faktoren freisetzen und eine Depletion der Osteoklasten fiihrt zum Ausbleiben von
Knochenneubildung. Die Oberflachenbeschaffenheit eines Biomaterials beeinflusst

die Differenzierungsfahigkeit von Osteoklasten (Davison et al., 2014).
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2 Material und Methoden

Tabelle 1: verwendete Gerate

Name

Hersteller

Analysewaage, MC 210 P

Sartorius, Géttingen, Deutschland

CASY Zellzahler, Modell TT 150 pm

OLS OMNI Life Science, Bremen,
Deutschland

Eismaschine, AF 103

Scotsman, ltalien

ELISA-Reader, Multiskan MS

Labsystems, Finnland

Hochdruckdampfsterilisator, SX-300E

Tomy, Japan

Infinite 200 Pro Microplate Reader

Tecan, Schweiz

Inkubator, HERA cell 240

Heraeus, Deutschland

Isomet Low Speed Saw

Buehler, USA

Kamera ProgRes® Speed XTcore 5

Jenoptik, Deutschland

Keimarme Werkbank ET 130 KI.2

Ehret Reinraumtechnik, Deutschland

Kuhl-/Gefrierkombi, Mediline LCexv
4010

Liebherr, Deutschland

Lichtmikroskop DIAPHOT 300

Nikon, Japan

Lichtmikroskop, H550S

Nikon TMS, Japan

Magnetrihrer

Ikamag RCT, Janke & Kungel;
MR 3001 K, Heidolph

Mikroliterpipetten

Eppendorf Research

Pipetman, Gilson, Frankreich
Finnpipette Digital ACL, Labsystems,
Finnland

PC HP, USA

pH-Meter, 713 pH Meter Metrohm, Schweiz
Pinzetten nicht bekannt

Pipetboy IBS Integra Biosciences

Pipetus, Hirschmann Laborgerate

Pipettenspitzen

Greiner bio-one International,
VWR International, Osterreich

Scanner SEIKO Epson Corporation, Japan
Schuttelwasserbad 1086 GFL, Deutschland
Schttler Swip Edmund Buhler, Deutschland

TiefkUhlschrank U535 Innova

New Brunswick, Eppendorf,
Deutschland

Ultraschallbad, TRANSSONIC T 750

Elma, Deutschland

Vortex Genie 2

Bender & Hobein AG

Wasseraufbereitungsanlage Milli Q UF
Plus

Merck Millipore, Deutschland

Zentrifugen

Sorvall RT7 Rotor RT-H250, Dupont
Z 323 K, Hermle
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Tabelle 2: verwendete Materialien

Material

Hersteller

24- und 96-Well Zellkulturplatten

Greiner bio-one International,
Osterreich

24-Well Suspensionskulturplatten

Greiner bio-one International,
Osterreich

96-Well Zellkulturplatte, schwarz

Greiner bio-one International,
Osterreich

96-Well Zellkulturplatte, schwarz, mit
durchsichtigem Boden

Corning Incorporated, USA

Einmalkantlen, 27G

Henke Sass Wolf, Deutschland

Eterna Messpipetten Glas

Brand, Deutschland

Faltenfilter

Whatman, GE Healthcare,
Grol3britannien

Mikrotiterplatten, 96-Well

Greiner bio-one International,
Osterreich

Petrischalen (100 mm)

Greiner bio-one International,
Osterreich

Reaktionsgefalie, 1,5 ml

Eppendorf, Greiner bio-one
International,
Osterreich

Skalpellklingen

Aesculap AG, Deutschland

Stanze, Hammer

nicht bekannt

Sterilfilter 0,22 ym

GE Walter & Process, USA

Transferpipetten

Greiner bio-one International,
Osterreich

Zellkultur-Deckglaser, 174950

Thermo Fisher Scientific, USA

Zentrifugenréhrchen

Cellstar Tubes, Greiner bio-one

Tabelle 3: verwendete Lésungen und Substanzen

Name

Hersteller

Referenz/Chargennummer

1,25-Dihydroxy-Vitamin
D3

Hoffmann — La Roche,
Basel, Schweiz

nicht bekannt

4-Nitrophenol Solution,

10 mM Sigma-Aldrich N76660, Lot. 108K6140
Aceton Roth CP40.3, Lot. 121164098
AgNO; Sigma-Aldrich S6506, Lot. MKBQ3322V
Alizarin Red S Sigma-Aldrich A5533, Lot. 030M1776
Ascorbinsaure Merck 100468, Lot. 841F971227
05651786001,
CASYclean Roche Lot. 10958300
05651808001,
CASYton Roche Lot. 11689200
Cetylpyridiniumchlorid Sigma-Aldrich C9002, Lot. MKBQ9593V
Chloroform Merck 2445, Lot. 9017087
Citronensaure Sigma-Aldrich C0759, Lot. SLBM0430V
CyQUANT® Cell |y 10 o lar Probes C7026, Lot. 1698474
Proliferation Assay Kit
EDTA Sigma-Aldrich E-6758, Lot. 50K01315
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Enzchek® Phosphatase
Assay Kit

Molecular Probes

E12020, Lot. 1676476

Ethanol absolut, 99,9%

AustrAlco

Handelsges.m.b.H

Lot. AAAH-5020-07025-
010711

Fast Red Violet LB Salt | Sigma-Aldrich F3381, Lot. MKBH6351V
oo aidehydiosung, Roth CP10.1, Lot. 460163407
Formalinlésung, 10%, Siama-Aldrich H T501128, Lot.
neutral gepuffert 9 SLBH1382V
Fotales Kalberserum (fur | Gibco Life
Kokultur) Technologies 10270-106, Lot. 41Q4297P
Fotales Kalberserum (fur | oo Aldrich F7624, Lot. 084M3250
Osteoblasten)
KCI Affymetrix 20598, Lot. 70596
1.04873.1000,
KH.PO, Merck Lot. A531473438
MEM Alpha Medium Gibco Life 1431514
Technologies
N,N-Dimethylformamid Sigma-Aldrich D-4254, Lot. 67H0764
1.06580.1000,
Na;HPO,.2H0 Merck Lot. K33351980429
Na>S203 Sigma-Aldrich 217263, Lot. BCBK1826V
NaCl Sigma-Aldrich S-9625, Lot. 087K0182
Naphthol AS-MX Sigma-Aldrich N4875, Lot. 061M5303V
Phosphat
Natriumcitrat Sigma-Aldrich W302600, Lot. STBF1932V
Natriumhydroxid Merck 1.06498, Lot. B244798825
Platzchen
Nukleasefreies Wasser | Qiagen 129115
Phosphatase Substrate | ;0 - Ajdrich P5744, Lot. 013K6015
40 mg Capsules
PrestoBlue® Cell .
Viability Reagent Invitrogen A13261, Lot. 1632091A
Prostin Upjohn Prostin E2 5mg/0,5ml|
SIGMAFAST® . .
BCIP/NBT tablet Sigma-Aldrich B5655, Lot. SLBN0689V
. ) Gibco Life
Trypsin (1:250) Technologies 27250-018, Lot.1038644
Tween 20 Sigma-Aldrich P1379, Lot. 71K0085
WST-1 Reagens Roche Lot. 14310400
B-Glycerophosphat Sigma-Aldrich G5422, Lot. SLBL1201V

Tabelle 4: verwendete Tiere

Méause, Balb/c

Charles River Laboratories, Research
Models and Services, Germany GmbH,
97633 Sulzfeld, Deutschland

30




2.1 Herstellung von Biomaterialien, Reagenzien und
Nahrmedien

2.1.1 Lactid-Caprolacton-Methacrylat-Discs (LCM-Discs)
Die Lactid-Caprolacton-Methacrylat-Discs (LCM-Discs) sind Polymerdiscs mit

unterschiedlicher Zusammensetzung. Sie wurden im Rahmen des gefdrderten
European Union Seventh Framework Programmes ,InnovaBone“ hergestellt, um
geeignete Kandidaten fir die Herstellung von Scaffolds zu finden, die anschlieiend

auch in vivo ausgetestet wurden.

Die Discs hatten einen Durchmesser von 5 mm und wurden mittels
Photopolymerisation hergestellt. Die Zusammensetzung der verschiedenen Discs,
genannt ,LCM 3% ,LCM 3H* ,LCM 4 und ,LCM 6.1% sowie deren Besonderheiten

sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Verhaltnis L:C | % M | Besonderheit
LCM3 |8:2 85
LCM3H | 8:2 85 Heparin-Coating
LCM4 | 9:1 90
LCM 6.1 | 9:1 40

Tabelle 5: Zusammensetzung und Besonderheiten der LCM-Discs.
Abkiirzungen: L = Lactid, C = Caprolacton, M = Methacrylat, H = Heparin.

Die Sterilisation der Discs wurde durch Behandlung mit Gammastrahlung bei einer
Energiedosis von 22,5-27,5 Gy durchgefihrt (Mediscan GmbH, 4550 Kremsmlinster,

Osterreich).

2.1.2 Titan-Hydroxyapatit-Discs (TiHA-Discs)

Die Titan-Hydroxyapatit-Discs wurden vom Team unseres Kooperationspartners Dr.
Michele lafisco, (Laboratory of Bioceramics and Biohybrid Composites, CNR —
Institute of Science and Technology for Ceramics, 48018 Faenza, Italien) produziert
und zur Testung zur Verfugung gestellt. Sie bestehen aus Hydroxyapatit und
verschieden hohen Anteilen an Titan, namlich 0%, 5%, 20% und 50%.
Dementsprechend werden die verschiedenen TiHA-Discs in weiterer Folge als , TiIHA
0%", ,TIHA 5%", ,TiIHA 20%"“ und , TiIHA 50%" bezeichnet. Der Durchmesser der TiHA-
Discs betrug 9 mm, ihre Sterilitdt wurde durch Behandlung mit Gammastrahlung
sichergestellt (Mediscan GmbH, 4550 Kremsmiinster, Osterreich), wobei die
Energiedosis 22,5-27,5 Gy betrug.
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2.1.3 Bovine Knochenplattchen

Far die Herstellung von bovinen Knochenplattchen wurden zerkleinerte, gereinigte
Rinderknochen verwendet, die im Schlachthaus als Abfall anfallen. Die
Knochenstiickchen wurden mit der Isomet Low Speed Saw geschnitten, wobei die
drehbare Skala fUr die Einstellung der Schnittdicke nach jedem Schnitt um zwei volle
Umdrehungen weitergedreht wurde. Mittels Hammer und Stanze wurden
anschliellend runde Knochenplattchen mit 5 mm Durchmesser flr die Versuche mit
den LCM-Discs, bzw. 9 mm Durchmesser fir die Versuche mit den TiHA-Discs
ausgestanzt. Es erfolgten Waschschritte im Ultraschallbad, zunachst in destilliertem
Wasser, danach in 70% Ethanol. Zuletzt wurden die Knochenplattchen unter der

keimarmen Werkbank mit UV-Licht behandelt, um Sterilitdt zu gewahrleisten.

2.1.4 Kulturmedium fur Osteoblasten

Als Kulturmedium fur Osteoblasten wurde Minimum Essential Medium (MEM) Alpha
Medium (a-MEM) mit 10% hitzeinaktiviertem fotalen Kalberserum und 1%

Penicillin/Streptomycin-Lésung verwendet.

2.1.5 Mineralisationsmedium

Das Mineralisationsmedium bestand aus dem Kulturmedium, dem 50 pg/ml
Ascorbinsaure sowie 5 mmol/l B-Glycerophosphat (3-GP) zugesetzt wurden. Hierflr
wurden flr die einfachere Handhabung Standardldsungen von Ascorbinsaure und f3-
GP hergestellt.

2.1.6 Kokulturmedium

Das Kokulturmedium bestand aus a-MEM mit 10% nicht hitzeinaktiviertem fétalen
Kalberserum und 1% Penicillin/Streptomycin-Lésung. 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 und
PGE> wurden dem vorgewarmten Medium erst kurz vor Gebrauch in den

Konzentrationen von 10° mol/l bzw. 10-® mol/l zugesetzt.

2.1.7 Ascorbinsaure-Stammldsung (100x)

Um eine hundertfach konzentrierte Ascorbinsaure-Stammlésung herzustellen,
wurden 50 mg Ascorbinsaure in 10 ml PBS ohne Ca?* und Mg?* geldst und die Lésung

unter der keimarmen Werkbank sterilfiltriert.
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2.1.8 B-Glycerophosphat-Stammldsung (100x)
Fur die hundertfach konzentrierte B-GP-Stammlésung wurden 2,16 g [B-GP

eingewogen und in 10 ml PBS ohne Ca?* und Mg?* geldst. AnschlieBend erfolgte eine

Sterilfiltration unter der keimarmen Werkbank.

2.1.9 Phosphatgepufferte Salzldsung ohne Ca?*/Mg?*
Um phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) ohne Ca?" und Mg?* zu erhalten, wurde

zunachst eine zehnfachkonzentrierte Losung von PBS ohne Ca?" und Mg?
hergestellt. Hierfir wurden 2 g KCI, 2 g KH2PO4, 80 g NaCl und 27,07 g
Na2HPO.4.2H20 eingewogen und in 1 | bidestilliertem Wasser geldst. Die Pufferlésung

wurde auf 1x verdinnt, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

2.1.10 Phosphatgepufferte Salzlésung mit Ca?*/Mg?*

Fur die Herstellung von PBS mit Ca*/Mg?* wurden 2 g KCI, 2 g KH2PO4, 1 g
MgCl,.6H,0O und 80 g NaCl und 14,342 g Na;HPO4.2H,0 in etwas bidestilliertem
Wasser gelost. 1 g CaCl> wurden in mit HCI etwas angesauertem Wasser geldst,
dann wurden die Lésungen gemischt und mit bidestilliertem Wasser auf 11 aufgefiillt.
Dies ergab eine 10x-Lésung, die auf 1x verdiinnt wurde. Danach wurde der pH-Wert

am pH-Meter durch Zutropfen von 5N NaOH auf 7,2 eingestellt.

2.1.11 Milli-Q-Wasser

Milli-Q-Wasser wurde mit der Mili Q UF Plus-Wasseraufbereitungsanlage von

Millipore hergestellt.

2.1.12 Formaldehydlésung, 3,7%

Fir die Herstellung der 3,7%igen Formaldehydlésung wurde 37%ige
Formaldehydlésung unter dem Abzug im Verhaltnis 1:10 mit PBS ohne Ca?* und Mg?*

verdunnt.

2.1.13 ALP-Waschpuffer
Der ALP-Waschpuffer besteht aus 500 ml PBS ohne Ca?' und Mg?*, dem 250 pl

Tween 20 zugesetzt wurden.

2.1.14 CyQUANT®-Lysispuffer, 1x
Der CyQUANT®-Lysispuffer (1x) wurde durch Verdinnen des CyQUANT®-

Lysispuffers (20x) mit nukleasefreiem Wasser im Verhaltnis 1:20 hergestellt.
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2.1.15 ALP-Puffer

Dieser ALP-Puffer ist zweifachkonzentriert (2x), weil er wahrend des Experimentes

1:1 verdunnt wird und somit dann die gewunschte Konzentration 1x hat.

Der ALP-Puffer (2x) stellt eine wassrige Losung der Komponenten Glycin (200 mM),
MgCl2.6H20 (2 mM) und ZnCl; (2 mM) dar, die auf einen pH-Wert von 10,4 eingestellt
und mit einem Réhrchen DiFMUP-Stammlésung (10 mM) pro 5 ml Puffer versetzt

wurde.

2.1.16 DiFMUP-L6sung, 200 uM

Um eine 200 pM DiIFMUP-L6sung zu erhalten, wurde die mit dem Kit gelieferte
DiFMUP-L6sung (10 mM) mit ALP-Puffer im Verhaltnis 1:50 verdunnt.

2117  CyQUANT®-Dye, 4x

Durch 1:100-Verdinnung mit dem CyQUANT®-Lysispuffer wurde aus der
CyQUANT®-Dye 400x die CYQUANT®-Dye 4x hergestellt.

2.1.18 Alizarin-Rot-S-Lésung (ARS-L6sung), 40 mM, pH 4,2

Fir die Bereitung der 40 mM AIRS-Lésung mit einem pH-Wert von 4,2 wurden
zunachst 136,9 mg ARS eingewogen und in 10 ml Milli Q-Wasser geldst, der pH-Wert
wurde auf 4,2 eingestellt. Nach Filtration durch einen Faltenfilter wurde die Lésung

bis zur Verwendung lichtgeschuitzt gelagert.

2.1.19 Cetylpyridiniumchloridldsung, 10%, in Phosphatpuffer

Um eine 10%ige Cetylpyridiniumchloridlésung zu erhalten, wurden 10 g
Cetylpyridiniumchlorid eingewogen. Mit 10 mM Phosphatpuffer vom pH-Wert 7 wurde
auf 100 ml aufgefillt und das Cetylpyridiniumchlorid durch Erwarmen im Wasserbad

in Losung gebracht.

2.1.20 Phosphatpuffer, 10 mM, pH 7

Zunachst wurde 100 mM Phosphatpuffer aus ,Lésung A“ und ,Lésung B* hergestellt.
Lésung A: 6,95 g KH2POy4, geldst in 250 ml Milli Q-Wasser

Lésung B: 8,91 g Na;HPO4.2H20, geldst in 250 ml Milli Q-Wasser

19,5 ml ,Lésung A und 30,5 ml ,Lésung B* wurden gemischt und mit Milli Q-Wasser
auf 100 ml aufgefiillt. Dieser 100 mM Phosphatpuffer wurde nun im Verhaltnis 1:10
mit Milli Q-Wasser verdinnt und auf den genauen pH-Wert von 7,0 eingestellt.
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2.1.21 Silbernitratlésung, 5%

Fir die Herstellung einer 5%igen Silbernitratldsung wurden 250 mg AgNOQO3 in 4,75 ml
Milli Q-Wasser geldst.

2.1.22 Natriumthiosulfatiésung, 5%
Die 5%ige Natriumthiosulfatidsung wurde aus 250 mg Na»S,0s3, gelost in 4,75 ml Milli

Q-Wasser, hergestellt.

2.1.23 TRAP-Puffer
Fir die Herstellung des TRAP-Puffers wurden 108,88 g Natriumacetat in 20 ml

destilliertem Wasser gelést und mit 1M HCI auf einen pH-Wert von 5 eingestellit.

Danach wurden 46,02 mg Natriumtartrat hinzugeftigt.

2.1.24 TRAP-Farbelosung

Fir die TRAP-Farbeldsung wurden 9 mg Fast Red Violet LB Salt mit 15 ml TRAP-
Puffer versetzt und 150 pl N-5000 wurden zugeflgt, wobei N-5000 zuvor aus 1,5 mg
Naphthol AS-MX Phosphat und 150 pl N,N-Dimethylformamid hergestellt wurde. Zum
Losen des Fast Red Violet LB Salts wurde die Farbelésung 5 Minuten lang im

Ultraschallbad behandelt und anschliel3end lichtgeschuitzt gelagert.

2.1.25 TRAP-Substratlosung

Um die TRAP-Substratlésung herzustellen, wurde der Inhalt einer 40 mg p-

Nitrophenylphosphat-Kapsel in 20 ml Citratpuffer gelést.

2.1.26 TRAP-Standardlésung
Als TRAP-Standardlésung diente 0,05 mM p-Nitrophenollésung, die durch Verdiinnen

einer 10 mM p-Nitrophenollésung mit Stopplésung im Verhaltnis 1:200 erhalten

wurde.

2.1.27 Citratpuffer, 0,09 M, pH 4,8

Der Citratpuffer, 0,09 M, pH 4,8 wurde aus ,Losung 1 und ,Lésung 2“ hergestellt:
Lésung 1: 18,91 g Citronensaure, geldst in 11 Wasser

Ldsung 2: 26,46 g Natriumcitrat, geldst in 11 Wasser

Es wurden 630 ml von Losung 1 und 370 ml von Losung 2 gemischt und der pH-Wert

durch Zusatz von Loésung 1 (senkt den pH) bzw. Lésung 2 (erhdéht den pH) auf 4,8
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eingestellt. Nach Konservierung des Puffers durch Zusatz weniger Tropfen

Chloroform wurde er bei 0-5 °C gelagert.

2.1.28 TRAP-Stopplosung

Als TRAP-Stopplésung diente 0,5 N NaOH. Sie wurde durch Auflésen von 2 g NaOH
in 100 ml Milli Q-Wasser erhalten.

2.1.29 Trypsin-EDTA-L6sung (1x)

Zunachst wurde eine zehnfachkonzentrierte Trypsin-EDTA-L6sung hergestellt, indem
0,155 g EDTA, 0,50 g Trypsin und 0,90 g NaCl in destilliertem Wasser gelést wurden.
Dann wurde die Lésung mit NaOH auf einen pH-Wert zwischen 7,4 und 7,6 eingestellt
und unter der keimarmen Werkbank sterilfiltriert. Vor dem Gebrauch wurde die
Lésung mit PBS ohne Ca?* und Mg?* im Verhaltnis 1:10 verdinnt, um eine 1x-Lésung

zu erhalten.

2.2 Methoden

2.2.1 Experimente mit primaren Maus-Osteoblasten

Die flr die Experimente verwendeten Osteoblasten stammen aus Mausecalvarien
und wurden nach einem modifizierten Protokoll aus den ,Bone Research Protocols®
isoliert (Bakker und Klein-Nulend, 2012). Sie standen bereits, in fllissigem Stickstoff

eingefroren, zur Verwendung bereit.

2.2.1.1 Design der Experimente, Zellkultur (LCM-Discs)

Fir die In-vitro-Charakterisierung der Discs wurden primare Maus-Osteoblasten 14
Tage lang auf den Discs kultiviert, wobei sie ab dem Tag nach der Aussaat ein die
Mineralisation forderndes Medium (,Mineralisationsmedium®) erhielten. Zusatzlich
gab es zwei Kontrollen im leeren Well, ohne Discs: eine positive Kontrolle mit
Mineralisationsmedium (,Mineralisationsmedium/ohne Disc“) und eine negative
Kontrolle mit normalem Kulturmedium (,Kulturmedium/ohne Disc®). Um die Viabilitat
der Zellen zu untersuchen, wurde am Tag 1, 3, 7, 10 und 14 der PrestoBlue®-Assay
durchgefiihrt. Zur Beurteilung der Differenzierung der Osteoblasten erfolgten die ALP-
Farbung und die ALP-Aktivitdtsmessung am Tag 7. Das Mineralisationvermdgen der
Zellen wurde am Tag 14 durch die ARS-Farbung und die Von-Kossa-Farbung

getestet. Diese Methoden werden nachfolgend beschrieben.

Der Versuchsaufbau wird in Abb. 5 veranschaulicht, die Zusammensetzung der

verwendeten Nahrmedien ist in Kapitel 2.1 detailliert aufgelistet. Am Tag -2 wurden
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die LCM-Discs in den Wells einer 96-Well-Platte (beschichtet fur Zellkultur) platziert
und Kulturmedium in alle Wells, auch in die der Gruppen ohne Discs, pipettiert. Es
erfolgte eine Vorinkubation tber Nacht bei 37°C und 5% CO2. Am Tag -1 wurden die
primaren Maus-Osteoblasten in einer Konzentration von 65100 Zellen pro 96 Wells
in Kulturmedium ausgesat und tiber Nacht wiederum inkubiert. Ab Tag 0 wurde, aulder
in der ,Kulturmedium/ohne Disc®, das Kulturmedium gegen Mineralisationsmedium
ausgetauscht. Medienwechsel wurden alle 2-3 Tage durchgefihrt. Das B-GP im
Mineralisationsmedium dient hierbei als Phosphatquelle, um das Einlagern von
Calciumphosphat zu ermdglichen, wahrend die zugesetzte Ascorbinsdure im
Rahmen der Kollagensynthese flr die Hydroxylierung von Aminosauren benétigt wird
(Trackman, 2005).

<4— PrestoBlue®
<*— PrestoBlue®,
ARS, V. Kossa

ro | = Vorinkubation

L | +— Zellaussaat

o | +— MM-Zugabe

— | = PrestoBlue®

w | «— PrestoBlue®

- | «=—— PrestoBlue®,
ALP-F.

—_
o
-
-y

Tag

Kulturmedium/
ohne Disc

Mineralisations- Kulturmedium
med./ohne Disc

Kulturmedium

LCM 3, LCM 3H,

LCM 4, LOM 6.1 Kulturmedium

Abb. 5: Ubersicht {iber den Aufbau der Osteoblastenexperimente auf LCM-Discs.
Abkiirzungen: MM = Mineralisationsmedium, ALP-F. = Farbung der alkalischen Phosphatase, ALP+CyQ
= Bestimmung der alkalischen Phosphatase und CyQUANT®-Assay, ARS = Alizarin-Rot-S-Farbung.

2.2.1.2 Design der Experimente, Zellkultur (TiHA-Discs)

Fur die Untersuchung der Viabilitat von Osteoblasten auf den TiHA-Discs wurden
WST-1-Assays an den Tagen 1, 7 und 14 geplant. Als Kontrollen dienten
Knochenplattchen und fir Zellkultur beschichtete Deckglaser, die wie die TiHA-Discs
einen Tag lang bei 37°C und 5% CO:2 in Kulturmedium in 24-Well-
Suspensionskulturplatten vorinkubiert wurden. Nach dieser Vorinkubation wurde das
Medium entfernt und primare Maus-Osteoblasten wurden durch Drop-Seeding auf die
Materialien ausgesat, in einer Konzentration von 33333 Zellen/cm? (Huang et al.,
2010). Es wurde zunachst nur tropfenweise Zellsuspension auf den Discs,
Knochenplattchen und Deckglasern verteilt. Nach 30 Minuten bei 37°C und 5% CO.
wurden die Wells mit warmem Kulturmedium auf je 500 pl aufgefillt und die

Inkubation wurde fortgesetzt. Das Design der Experimente wird in Abb. 6
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veranschaulicht. Fur die Beurteilung der Zellviabilitat war der WST-1-Assay am Tag

1, 7 und 14 geplant.

o

(o R—

= ©

i = <

£ S e = =

= 8 0 0 v

s 8 = = =
Tag -1 0 1 7 14

Kulturmedium

Experimentelle Gruppen: zelkulturbeschichtetes Deckglas, Knochenplattchen, TiHA 0%, TiHA 5%, TiHA 20%, TiHA 50%

Abb. 6: Ubersicht iber den Aufbau der Osteoblastenexperimente auf den TiHA-Discs.
Abkirzungen: WST-1 = WST-1-Assay.

2.2.1.3 PrestoBlue®-Assay

Im Cytosol lebender, metabolisch aktiver Zellen herrschen reduzierende
Bedingungen. Das PrestoBlue®-Reagens enthalt den blauen Farbstoff Resazurin,
der ins Cytosol eindringen kann und dort zum roten Fluoreszenzfarbstoff Resorufin
reduziert wird, der durch Fluorimetrie vermessen werden kann und dessen
Konzentration in der Probe direkt proportional zur Zahl der metabolisch aktiven Zellen
ist (LifeTechnologies, 2010).

Das PrestoBlue®-Reagens wird zehnfach konzentriert (10x) geliefert. Unter
Lichtschutz wurde das entsprechende Volumen des Reagens ins Kulturmedium
pipettiert, sodass die Arbeitskonzentration von 1x erreicht wurde. Anschlieend
wurde die Zellkulturplatte 10 Minuten lang bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Der
Uberstand wurde in eine schwarze Zellkulturplatte mit durchsichtigem Boden
Ubergefiihrt, den Zellen wurde frisches Kulturmedium zugegeben und danach bis zum
nachsten PrestoBlue®-Assay weiterkultiviert. Die schwarze Platte wurde, inklusive
Leerwert, fluorimetrisch bei 560 nm Exzitations- und 590 nm Emissionswellenlange

vermessen. Durchgefiihrt wurde der PrestoBlue®-Assay am Tag 1, 3, 7, 10 und 14.

2.2.1.4 WST-1-Assay

WST-1 (water soluble tetrazolium 1) ist ein Tetrazoliumsalz, das durch mitochondriale
Dehydrogenasen zu einem Formazan gespalten werden kann. Bei groRerer Zahl an
lebenden Zellen ist auch die Dehydrogenaseaktivitat hoher, weswegen man aus der
gemessenen Konzentration des gebildeten Formazans auf die Viabilitat der Zellen
schlielen kann. Diese Konzentration kann spektrophotometrisch bei 440 nm

vermessen werden (BioVision, 2013).
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Fur die Durchfiihrung des Assays wurden jeweils 50 ul des WST-1-Reagens in die im
Well befindlichen 500 pl Medium pipettiert. Danach erfolgte eine dreistiindige
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Der Uberstand wurde anschlieRend in kleine
Reaktionsgefale Ubergefiihrt, die Zellen zweimal mit warmem PBS ohne Ca?* und
Mg?* gewaschen, mit frischnem Kulturmedium versetzt und weiterkultiviert. Die
entnommenen Uberstande wurden gevortext, in Mikrotiterplatten pipettiert und die
Absorption bei 440 nm vermessen. Es wurden auch Kontrolimessungen ohne Zellen
durchgefihrt.

2.2.1.5 ALP-Férbung

Die Phosphatgruppe des 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphats (BCIP) wird durch die
ALP abgespalten, das entstehende Intermediat dimerisiert und gleichzeitig wird
NitroBlue Tetrazolium (NBT) zu einem unléslichen blauen Diformazan reduziert
(Sigma-Aldrich, 2008). Mittels der ALP-Farbung wurden die Osteoblasten am Tag 7

analysiert.

Die SIGMAFAST™ BCIP®/NBT-Tablette wurde bei Raumtemperatur in 10 ml Milli-Q-
Wasser gel6st, diese Farbelésung wurde lichtgeschiitzt gelagert. Die Fixierung der
Zellen erfolgte nach dem Waschen mit PBS ohne Ca?* und Mg? mit 3,7%
Formaldehydlésung flr die Dauer einer Minute. AnschlieBend wurde mit ALP-
Waschpuffer gewaschen und die Zellen danach zehn Minuten lang mit der
Farbeldsung unter Lichtschutz behandelt. Abschlie3end folgte noch ein Waschschritt
mit ALP-Waschpuffer.

2.2.1.6 ALP-Aktivitidtsbestimmung aus dem Lysat, CyQUANT®-Assay
Um die Aktivitdt der ALP auf die Osteoblasten-Zellzahl beziehen zu kbnnen, wurden
die ALP-Aktivitatsbestimmung und der CyQUANT®-Assay am Tag 7 gleichzeitig
durchgeflhrt.

Difluoro-4-methylumbelliferylphosphat (DiFMUP) stellt ein Substrat der ALP dar, die
ALP kann die Phosphatgruppe dieser Verbindung abspalten. Das entstehende 6,8-
Difluoro-7-hydroxy-4-methyl-coumarin kann fluorimetrisch vermessen werden, und
zwar bei einer Exzitations- bzw. Emissionswellenldnge von 358 nm bzw. 455 nm
(MolecularProbes, 2004).

Der CyQUANT®-Assay beruht auf einem Fluoreszenzfarbstoff namens
CyQUANT®GR dye, dessen Fluoreszenz nach Bindung an zellulare Nukleinsguren

eines Zelllysats stark verstarkt wird (MolecularProbes, 2006).
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Fur diese beiden Assays wurden die Zellkulturplatten am Tag 7 mit PBS ohne Ca?"
und Mg?* gewaschen und danach bei -80 °C tiefgefroren. Nach dem Auftauen wurden

die Zellen mit CyQUANT®-Lysispuffer (1x) lysiert und danach zentrifugiert.

Fiar die ALP-Aktivitdtsbestimmung wurde dem Zelllysat 200 uM DiFMUP-LAsung
zugegeben und die Platte 15 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Zu den Lysaten fur den
CyQUANT®-Assay wurde CyQUANT®-Dye (4x) hinzugefiugt. Es folgte eine
funfminutige Inkubation bei Raumtemperatur. Die anschlieBende Vermessung
erfolgte fluorimetrisch bei einer Exzitationswellenlange von 358 nm und einer
Emissionswellenlange von 455 nm (ALP-Aktivitatsbestimmung), bzw. 480 nm und
520 nm (CyQUANT®-Assay).

Um die Fluoreszenzintensitat im Falle des CyQUANT®-Assays mit der Zellzahl in
Verbindung setzen zu kénnen, wurde der Assay mit Zellsuspensionen bekannter
Zellzahl  durchgefihrt und eine Standardkurve erstellt. Fir die ALP-
Aktivitatsbestimmung wurde auch eine Verdunnungsreihe der im Kit befindlichen 6,8-
Difluoro-7-hydroxy-4-methyl-coumarin-Stammldsung, verdunnt mit einer 1:1-

Mischung aus ALP-Puffer und CyQUANT®-Lysispuffer, vermessen.

Die ALP-Aktivitat bezogen auf die Zellzahl wurde in ymol ALP pro 1-10* Zellen

angegeben.

2.2.1.7 Alizarin-Rot-S-Farbung (ARS-Farbung)

Der Farbstoff Alizarin Rot S (ARS) kann Ca?* binden, daher kann aus dem ARS-
Gehalt einer Probe auf ihren Calciumgehalt und damit auf die Mineralisationsfahigkeit
der Osteoblasten geschlossen werden (Puchtler et al., 1969). Nach der Farbung wird
der Farbstoff mit Cetylpyridiniumchlorid extrahiert und spektrophotometrisch
quantifiziert. Die Durchfiihrung dieser Farbung an den Osteoblastenkulturen erfolgte

am Tag 14.

Nach einem Waschschritt mit PBS ohne Ca?' und Mg?* erfolgte die Fixierung der
Zellen mit 10% neutral gepufferter Formalinldsung. Gefarbt wurde anschlielend 10
Minuten lang bei Raumtemperatur und unter Schitteln mit ARS-Lésung (40 mM, pH
4,2). Danach wurde mehrmals mit Milli-Q-Wasser und schlieBlich mit PBS ohne Ca?*

und Mg?* gewaschen.

Fir die Quantifizierung wurde das PBS entfernt, 10% Cetylpyridiniumchloridldsung
(in Phosphatpuffer, pH 7) zugegeben und 15 Minuten lang inkubiert. Die Uberstande
wurden mit der 10% Cetylpyridiniumchloridlésung verdlinnt und die Absorption bei
520 nm vermessen. AulRerdem wurde eine ARS-Standardkurve durch Vermessen
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einer Verdunnungsreihe der 40 mM ARS-L6sung in Cetylpyridiniumchloridlésung

erstellt und fur die Bestimmung des ARS-Gehaltes der Proben herangezogen.

2.2.1.8 Von-Kossa-Farbung

Die Von-Kossa-Farbung dient dem Nachweis von Phosphat (Puchtler et al., 1969),
wobei hier davon ausgegangen wird, dass es sich um Calciumphosphat handelt, denn
die Anwesenheit von Calcium wird durch die ARS-Farbung bewiesen. Die von Kossa-

Farbung wurde, wie die ARS-Farbung, am Tag 14 durchgeflhrt.

Durch Zugabe von Silbernitratidsung wird Calcium durch Silber ersetzt. Durch die
Behandlung mit UV-Licht werden die Silberionen danach zu metallischem Silber
reduziert und die Stellen, an denen Phosphat vorhanden ist, erscheinen schwarz
(BioGenex, 2015).

Vor der Farbung wurde das Zelllayer mit PBS ohne Ca?* und Mg?* gewaschen, mit
10% neutral gepufferter Formalinldsung fixiert und danach an der Luft komplett
getrocknet. AnschlieRend wurden die Zellen eine Stunde lang unter UV-Licht mit 5%
AgNOs-Losung behandelt. Es erfolgten Waschschritte mit 5%  Natrium-

thiosulfatlosung und Milli-Q-Wasser.

2.2.2 Kokultur von Maus-Osteoblasten und Maus-Osteoklasten

Um das Verhalten von Osteoklasten auf den Discs beurteilen zu kdnnen, wurden
primare Maus-Osteoblasten gemeinsam mit Osteoklasten auf den Discs kultiviert. Als
Kontrollgruppen dienten leere, zellkulturbeschichtete Wells (LCM-Discs) bzw.
zellkulturbeschichtete Deckglaser (TiHA-Discs), sowie Platichen aus Rinderknochen,

auf denen die Zellen wie auf den Discs kultiviert wurden.

Fur die Kokultur werden zunachst primare Maus-Osteoblasten ausgesat und einen
Tag lang kultiviert. Danach erfolgt die Aussaat von Knochenmark aus Mauseknochen
auf die Osteoblastenschicht. Durch Zusatz von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 und
Prostaglandin E, (PGE-2) im Kulturmedium werden die Osteoblasten angeregt, M-CSF
und RANKL zu bilden. Diese Faktoren férdern das Entstehen von Osteoklasten aus

ihren Vorlaufern im Knochenmark (ltzstein und van 't Hof, 2012).

2.2.2.1 Design der Experimente, Zellkultur

Knochenplattchen und LCM-Discs wurden in den jeweiligen Wells einer 96-Well-
Platte platziert und in Kulturmedium uber Nacht vorinkubiert (37°C, 5% COz). In den
Experimenten mit TiHA-Discs wurden 24-Well-Suspensionskulturplatten verwendet,

weder Discs, noch Knochenplattchen, noch Deckglaser wurden vorinkubiert.
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Am Tag 0 erfolgte die Aussaat der primaren Maus-Osteoblasten in Kulturmedium, wie
in Kapitel 2.2.1.1 (LCM-Discs) bzw. in Kapitel 2.2.1.2 (TiHA-Discs) beschrieben. Fur
die Knochenmarkisolation und das Aussaen der isolierten Zellen am Tag 1 wurde
Knochenmark-Medium hergestellt. Fur die Gewinnung des Knochenmarks wurden
Balb/c-Mause herangezogen und es wurde nach einem Protokoll von Cecile ltzstein
und Robert J. van 't Hof gearbeitet (ltzstein und van 't Hof, 2012). Die erhaltene
Zellsuspension wurde zentrifugiert und das Zellpellet in Knochenmark-Medium

resuspendiert.

Das Kulturmedium wurde von den Osteoblasten entfernt, bevor pro Well 0,4 ml der
Knochenmark-Zellsuspension auf die Osteoblasten ausgesat wurden. Die aus einer

Maus gewonnenen Knochenmarkzellen wurden auf eine Zellkulturplatte verteilt.

Nach der Aussaat wurde in jedes Well 0,1 ml Knochenmark-Medium pipettiert, dem
davor Vitamin D3 und PGE: in derartigen Konzentrationen zugesetzt wurden, dass
die Endkonzentration in der Zellkultur fir Vitamin D3 1-10° mol/I und fiir PGE; 110

mol/l betrugen.

<«— Vorinkubation (bei LCM)
TRAP-Farbung
TRAP-Aktivitat

—

O | <= Aussaat OB
— | = Aussaat Kno-Mark

7
catarnean [ Koalrisgium

Experimentelle Gruppen:
LCM-Experimente: zellkulturbeschichtetes Well, Knochenplattchen, LCM 3, LCM 3H, LCM 4, LCM 6.1
TiHA-Experimente: zellkulturbeschichtetes Deckglas, Knochenplattchen, TiHA 0%, TiHA 5%, TiIHA 20%, TiHA 50%

1
=y

Tag

Abb. 7: Ubersicht iber den Aufbau der Kokultur-Experimente.
Abkiirzungen: OB = Osteoblasten, Kno-Mark = Knochenmark.

Jeden zweiten Tag wurde ein Medienwechsel durchgefihrt, wobei nur etwa zwei
Drittel des alten Mediums abgenommen wurden, um die nicht adharenten
Knochenmarkzellen nicht zu entfernen. Vitamin D3 und PGE2 wurden dabei jedes Mal
frisch zugesetzt. Am Tag 7 fanden TRAP-Aktivitdtsmessung und TRAP-Farbung statt.

In Abb. 7 ist der Aufbau der Kokultur-Experimente nochmals zusammengefasst.
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2.2.2.2 TRAP-Férbung

TRAP spaltet die Phosphatgruppe von substituierten Naphthol-AS-Phosphaten ab,
das Produkt dieser Reaktion kann mit Diazoniumsalzen zu einem Farbstoff reagieren
(Sigma-Aldrich, 2014). In den hier beschriebenen Experimenten wurde Naphthol AS-
MX Phosphat verwendet, als Diazoniumsalz diente das Fast Red Violet LB Salt.

Durchgefiihrt wurde die TRAP-Farbung jeweils am Tag 7.

Nachdem die Zellen mit PBS ohne Ca?* und Mg?" gewaschen wurden, wurde die
Fixierung mit 3,7% Formaldehydldsung durchgefiihrt. Es folgten Waschschritte mit
PBS mit Ca?*/Mg?* und eine 30-miniitige Inkubation in TRAP-Puffer bei 37°C und 5%
CO..

Der TRAP-Puffer wurde entfernt und die Zellen einer Mischung von Aceton und
Ethanol im Verhaltnis 1:1 ausgesetzt. Nach dem Abnehmen derselben wurden die
Zelllayer an der Luft getrocknet. Die Inkubation mit der Farbeldsung wurde zehn
Minuten lang bei 37°C und 5% CO; vorgenommen, danach wurde ein Waschschritt
mit Milli-Q-Wasser durchgefihrt. Unter dem Mikroskop wurden diejenigen Zellen als
reife Osteoklasten gewertet, die eine rosarote Farbung sowie mindestens drei

Zellkerne aufwiesen (Bellido et al., 2014).

2.2.2.3 Messung der TRAP-Aktivitat

Das Enzym TRAP kann die Phosphatgruppe des zugegebenen Substrates, p-
Nitrophenylphosphat, abspalten. Die Reaktion wird im Alkalischen gestoppt und p-
Nitrophenolat kann bei 405 nm spektrophotometrisch vermessen werden. Seine
Konzentration ist direkt proportional zur TRAP-Aktivitat (Lee et al., 2008). Ermittelt
wurde die TRAP-Aktivitat am Tag 7.

Fir die Messung der TRAP-Aktivitat wurden Substratiésung und Probeldésung im
Verhaltnis 1:1 30 Minuten lang bei 37°C und 5% CO: inkubiert, bevor Stopplésung
zugegeben wurde. Die spektrophotometrische Messung erfolgte bei 405 nm, als
Standard wurde 0,05 mM p-Nitrophenollésung vermessen. Eine TRAP-Einheit
hydrolysiert 1 ymol p-Nitrophenylphosphat pro Minute, bei pH 4,8 und 37°C. Zur

Berechnung der Einheiten in den Proben wurde folgende Formel herangezogen:
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(AProbe - ALeerwert) +0,05-0,3-VF

Astandara "t

Einheiten/ml =

Formel 1: Berechnung der TRAP-Einheiten pro ml Probe

AAPIODE «eneereeeiaeeneeaennns Absorption der Probe

ALeerwerteeeneeneenaeeennns Absorption des Leerwertes

0.05. e Konzentration (umol/ml) der p-Nitrophenol-Standardiésung
0.3 e Gesamtvolumen pro well (0.3ml)

VF oo Verdlinnungsfaktor der Probe (=1)

Astandard «eeeeeeeeeeneeeennns Absorption der Standardlésung

T Inkubationszeit (min)

(Sigma-Aldrich)

2.2.3 Optimieren der Zellaussaat auf TiHA-Discs

Fir das Funktionieren der Kokultur-Experimente (siehe Kapitel 2.2.2) sind gute
Kulturbedingungen fir Osteoblasten nétig, da diese sonst M-CSF und RANKL in zu
geringer Menge produzieren und sich keine Osteoklasten bilden kdnnen. Daher war
es notwendig, die Zellaussaat auf die TiHA-Discs zu optimieren, wobei
herausgefunden werden sollte, ob, und wenn ja, wie lange die TiHA-Discs vor der
Osteoblastenaussaat im Kulturmedium vorinkubiert werden sollen, sowie wie lange

es dauert, bis sich auf den Discs eine konfluente Osteoblastenschicht gebildet hat.

2.2.3.1 Welche Vorbehandlung der Discs ist am besten?

Um diese Frage zu beantworten, wurden vier verschiedene Arten der Vorbehandlung
an den Discs , TiHA 0% durchgefihrt (Tabelle 6).

Gruppenbezeichnung Vorbehandlung
224h* 24-stiindige Inkubation in Kulturmedium
»3h* 3-stindige Inkubation in Kulturmedium
,waschen” Einmaliges Waschen mit Kulturmedium
.keine® Keine Vorbehandlung

Tabelle 6: Beschreibung der im Rahmen der Optimierung der Zellaussaat auf TiHA-Discs getesteten
Varianten der Vorbehandlung.

Nach der jeweiligen Vorbehandlung wurden primare Maus-Osteoblasten auf die Discs
mittels Drop-Seeding in einer Zelldichte von 114000 Zellen/cm? ausgesat. Dafur
wurde eine 24-Well-Suspensionskulturplatte verwendet. Am Tag nach der
Zellaussaat wurde die Effizienz der Aussaat ermittelt, hierfir wurde folgende Formel

herangezogen (Sobral et al., 2011):
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lebende Zellen auf der Disk”

Effizienz d.Zell t(%) =
/fizienz ellaussaat (%) lebende Zellen auf der Disk und im Well*

Formel 2: Berechnung der Effizienz der Zellaussaat (Sobral et al., 2011)
* pro ml Zellsuspension

So soll ermittelt werden, wie viel Prozent der lebenden Zellen sich tatsachlich an den
Discs anheften. Die Zahl der lebenden Zellen auf der Disc bzw. im Well wurde durch
Trypsinisierung und Zahlen der Zellen bestimmt. Hierfur wurde das Medium entfernt,
die Zellen mit PBS ohne Ca?* und Mg?* gewaschen und drei Minuten lang mit 200 pl
Trypsin-EDTA-LOsung pro Well inkubiert. Die entstehende Zellsuspension wurde
dann mit dem CASY Zellzahler analysiert und die Anzahl der lebenden Zellen pro ml

berechnet.

2.2.3.2 Wann hat sich eine konfluente Osteoblastenschicht gebildet?

Osteoblasten wurden gleichzeitig auf in Suspensionskulturplatten befindliche TiHA-
Discs, Knochenplattchen und zellkulturbeschichtete Deckglaser ausgesat, parallel
wurden sie auch in einer zellkulturbeschichteten Platte kultiviert. Die Dichte betrug
114000 Zellen/cm?, die Zellen wurden regelmafig unter dem Lichtmikroskop
betrachtet. Zum Zeitpunkt, an dem die Zellen auf den zellkulturbeschichteten
Deckglasern und in der zellkulturbeschichteten Platte konfluent waren, wurden die
Zellen wie in Abschnitt 2.2.3.1 beschrieben trypsinisiert und gezahlt. Anschliel3end
wurde die ermittelte Zellzahl/cm? auf den Discs mit derjenigen auf den beschichteten
Deckglasern und in den beschichteten Platten verglichen. So sollte festgestellt
werden, ob die Zellen auch auf den Discs bereits konfluent waren. Auf3erdem wurde
der Unterschied zwischen den Dichten auf den verschiedenen Materialien und der

angestrebten Zieldichte von 114000 Zellen/cm? untersucht.

2.2.4 Statistische Auswertung

Samtliche Berechnungen wurden in Microsoft Excel durchgeflihrt, zur statistischen
Analyse und zur grafischen Darstellung wurde Prism Version 5.0c herangezogen. Um
die einzelnen experimentellen Gruppen untereinander zu vergleichen, wurde
zunachst eine einfache Varianzanalyse (ONE-WAY ANOVA) durchgefiihrt. Hierbei
wird die Nullhypothese, die Mittelwerte der Gesamtheiten seien alle gleich, Gberprift,
indem zwei Schatzer flr die Varianz miteinander verglichen werden. Sind sie zu
unterschiedlich, wird die Nullhypothese verworfen, die Mittelwerte sind also nicht alle
gleich (Ross, 2006). In diesem Fall wurden die einzelnen Gruppen noch mittels
Tukey-post-hoc-Test untereinander verglichen, um die Signifikanz der Unterschiede

Zu beurteilen.
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3 Resultate

3.1 In-vitro-Charakterisierung der LCM-Discs

3.1.1 Viabilitat primarer Maus-Osteoblasten auf LCM-Discs

Um die Viabilitat der primaren Maus-Osteoblasten auf den LCM-Discs beurteilen zu
kénnen, wurde am Tag 1, 3, 7, 10 und 14 der PrestoBlue®-Assay durchgeflihrt, bei
jeder Gruppe wurde der Mittelwert von Tag 1 gleich eins gesetzt. In der Gruppe
~Kulturmedium/ohne Disc” stieg die Viabilitdt bis zum Tag 14 an, in der Gruppe
.Mineralisationsmedium/ohne Disc” stieg sie bis Tag 3 und fiel danach bis Tag 14

wieder auf das Ausgangsniveau ab (Abb. 8).

2.0
Tag 1
1 5 Tag 3
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[ Tag 10

1.09 ) Tag 14
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Abb. 8: \Viabilitdt von primdren Maus-Osteoblasten kultiviert in  Kulturmedium  bzw.
Mineralisationsmedium an den Tagen 1, 3, 7, 10 und 14.

Die Balken stellen die im Rahmen des PrestoBlue®-Assays gemessene Konzentration des
entstandenen fluoreszierenden Produktes dar, wobei der Mittelwert von Tag 1 gleich 1 gesetzt wurde; 3
Experimente a n=3 pro Gruppe.

Abkiirzungen: K = ,Kulturmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in Kulturmedium,
MM = Mineralisationsmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in
Mineralisationsmedium.

In den Gruppen ,LCM 3* und ,LCM 3H" war ein Anstieg der Viabilitat bis Tag 7
ersichtlich, es folgte ein Abfall, der bei ,LCM 3“ starker ausgepragt war als bei ,LCM
3H* (Abb. 9). Die Zellviabilitat in den Gruppen ,LCM 4“ und ,LCM 6.1 stieg bis Tag 3

und fiel danach bis Tag 14 bis zum Ausgangsniveau ab.

Vergleicht man die absoluten Werte der Zellviabilitdt der Disc-Gruppen von Tag 1
(Abb. 10A), so war der Wert der Gruppe ,LCM 3H" signifikant niedriger als der der
Gruppe ,LCM 4“ und der Gruppe ,LCM 6.1“. Am Tag 7 (Abb. 10B) war der Wert der
Gruppe ,LCM 3H“ noch immer geringer als die Werte der anderen Disc-Gruppen,

allerdings war dieser Unterschied nicht mehr signifikant.
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Abb. 9: Viabilitdt von primaren Maus-Osteoblasten auf den Discs ,LCM 3%, ,LCM 3H", ,LCM 4“ und ,LCM
6.1“an den Tagen 1, 3, 7, 10 und 14.

Die Balken stellen die im Rahmen des PrestoBlue®-Assays gemessene Konzentration des
entstandenen fluoreszierenden Produktes dar, wobei der Mittelwert von Tag 1 gleich 1 gesetzt wurde; 3
Experimente a n = 3 pro Gruppe.
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Abb. 10: Viabilitat von primaren Maus-Osteoblasten kultiviert in Kulturmedium, Mineralisationsmedium
und auf den Discs ,LCM 3%, ,LCM 3H", ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ am Tag 1 (A) bzw. am Tag 7 (B).

Die Balken stellen die im Rahmen des PrestoBlue®-Assays gemessene Konzentration des
entstandenen fluoreszierenden Produktes dar, angegeben in relativen Fluoreszenzeinheiten (rel. FE); 3
Experimente a n = 3 pro Gruppe.

Abkiirzungen: K = ,Kulturmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in Kulturmedium,
MM = Mineralisationsmedium/ohne Disc“: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in
Mineralisationsmedium.

* Wert von ,LCM 3H* signifikant niedriger als von ,LCM 4 (p < 0,05); *** Wert von ,LCM 3H" signifikant
niedriger als von ,LCM 6.1 (p < 0,001);

3.1.2 Differenzierung von Osteoblasten auf LCM-Discs
3.1.2.1 Aktivitat der alkalischen Phosphatase

Die Gruppe ,Kulturmedium/ohne Disc“ war nach der ALP-Farbung am Tag 7 nur
schwach gefarbt (Abb. 11A), die Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne Disc*

hingegen sehr intensiv. Die Gruppen ,LCM 3%, ,LCM 4 und ,LCM 6.1 waren gefarbt,
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allerdings bei weitem nicht so intensiv wie die Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne

Disc” und nur wenig starker als die Gruppe ,Kulturmedium/ohne Disc®.

LCM3

LCM 3H

LCM 4

LCM 6.1

Abb. 11: ALP-Aktivitdt von primaren Maus-Osteoblasten in den Gruppen ohne Discs und auf den Discs
,LCM 3%, ,LCM 3H*, ,LCM 4 und ,LCM 6.1“ am Tag 7, ermittelt durch ALP-Farbung.

A: Scan der Zellkulturplatte nach Durchfiihrung der Farbung.

B: Reprasentativer Ausschnitt aus einem Well der Gruppe ,LCM 3" nach erfolgter Farbung; Lange des
Balkens: 0,4 mm.

C: Reprasentativer Ausschnitt aus einem Well der Gruppe ,LCM 3H* nach erfolgter Farbung; Lange des
Balkens: 0,4 mm.

Abkirzungen: K = ,Kulturmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in Kulturmedium,
MM = Mineralisationsmedium/ohne Disc“: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in
Mineralisationsmedium.

Die Gruppe ,LCM 3H* war schwer mit den anderen zu vergleichen, denn hier
befanden sich die Zellen entlang von Strangen und in Aggregaten (Abb. 11C). In den
anderen Gruppen, wie etwa ,LCM 3% waren sie regelmaRig verteilt (Abb. 11B). An
den Stellen der Discs ,LCM 3H* an denen sich Zellen befanden, war die Farbung

sehr intensiv, in den Zwischenrdumen hingegen kaum sichtbar.

Neben der Farbung wurde, ebenfalls am Tag 7, die ALP-Aktivitat bestimmt und auf
die Zellzahl bezogen. Die Zellzahl, die mittels CyQUANT®-Assay ermittelt wurde, war
in allen Wells ahnlich (Abb. 12A).

Die ALP-Aktivitat im Lysat der Gruppe ,Kulturmedium/ohne Disc* war wesentlich
geringer als im Lysat der Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne Disc* (Abb. 12B). In
den Gruppen ,LCM 3% ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ wurde eine geringere, in der Gruppe
,LCM 3H* eine hohere Aktivitat als in der Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne Disc®
gemessen, diese Unterschiede sind allerdings nicht signifikant. Die Aktivitat der ALP

48



war jedoch in der Gruppe ,LCM 3H* signifikant héher als in den Gruppen ,LCM 3%,
»,LCM 4“und ,LCM 6.1°.
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Abb. 12: Zellzahl (A) und ALP-Aktivitdt (B) von primaren Maus-Osteoblasten in Kulturmedium,
Mineralisationsmedium und auf den Discs ,LCM 3¢, ,LCM 3H* ,LCM 4 und ,LCM 6.1“am Tag 7.

A: Ergebnisse des CyQUANT®-Assays: Die Balken stellen die ermittelte Zellzahl in den Wells dar; 1
Experiment a n = 3 pro Gruppe.

B: Ergebnisse der ALP-Aktivitdtsbestimmung: Die Balken reprasentieren die ermittelte Konzentration
der ALP bezogen auf die Zellzahl; 2 Experimente a n = 3 pro Gruppe.

Abkiirzungen: K = ,Kulturmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in Kulturmedium,
MM bzw. MM =  Mineralisationsmedium/ohne Disc“: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in
Mineralisationsmedium.

* Wert von ,LCM 3H* signifikant héher als von ,LCM 3* und ,LCM 4“ (p < 0,05); ** Wert von ,LCM 3H*
signifikant héher als von ,LCM 6.1 (p < 0,01)

3.1.2.2 Mineralisationsfahigkeit der Osteoblasten

Die Mineralisationsfahigkeit der Osteoblasten auf den Discs wurde mittels ARS-
Farbung ermittelt. Der Calciumgehalt und somit die Mineralisationsfahigkeit war bei
den Osteoblasten der Gruppe ,Kulturmedium/ohne Disc* deutlich geringer als bei
jenen der Gruppe ,Mineralisationmedium/ohne Disc“ (Abb. 13). Wahrend der
Calciumgehalt der Gruppen ,LCM 3“ und ,LCM 3H" nicht signifikant von dem der
Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne Disc* abwich, war er in den Gruppen ,LCM 4
und ,LCM 6.1 signifikant hdher.

Bei der Von-Kossa-Farbung wurde keine Farbung in der Gruppe ,Kulturmedium/ohne
Disc®, dafir eine intensive Farbung in der Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne Disc”
festgestellt (Abb. 14). Die Gruppen ,LCM 3“ und ,LCM 3H* zeigten nur schwache
Farbung, wobei die Zellen auf den Discs ,LCM 3H*, wie schon bei ALP- und ARS-
Farbung beobachtet, wieder in Strangen angeordnet waren. Eine deutliche Farbung
trat auf den Discs ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ auf.
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Abb. 13: Mineralisationsfahigkeit der primdaren Maus-Osteoblasten in  Kulturmedium,
Mineralisationsmedium und auf den Discs ,LCM 3%, ,LCM 3H* ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ am Tag 14,
ermittelt durch die ARS-Farbung.

A: Scan der Zellkulturplatte nach erfolgter Farbung.

B: Die Balken geben die gemessene Konzentration des Farbstoffs nach Extraktion an; 2 Experimente a
n = 3 pro Gruppe.

Abkirzungen: K = ,Kulturmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in Kulturmedium,
MM = Mineralisationsmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in
Mineralisationsmedium.

**Wert von ,LCM 6.1“ signifikant hoher als von ,MM* (p < 0,01); *** Wert von ,LCM 4“ signifikant héher
als von ,MM*“ (p < 0,001).
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Abb. 14: Mineralisationsfahigkeit der primaren Maus-Osteoblasten in  Kulturmedium,
Mineralisationsmedium und auf den Discs ,LCM 3% ,LCM 3H*, ,LCM 4“ und ,LCM 6.1 am Tag 14,
ermittelt durch die Von-Kossa-Farbung. Zu sehen ist ein Scan der Zellkulturplatte nach erfolgter Farbung.
Abkiirzungen: K = ,Kulturmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in Kulturmedium,
MM = Mineralisationsmedium/ohne Disc*: Osteoblasten kultiviert im leeren Well in
Mineralisationsmedium.
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3.1.3 Kokultur von Maus-Osteoblasten und Maus-Osteoklasten auf
LCM-Discs

Bei den Kokultur-Experimenten ist die Kontrollgruppe im leeren, fiur Zellkultur
beschichteten Well, wohl kaum direkt mit den Disc- und Knochenplattchengruppen
vergleichbar, weil die Bedingungen fir die Osteoblasten auf den unterschiedlichen
Materialien sehr verschieden sind. Da aber das Entstehen der Osteoklasten von den
Osteoblasten abhangt, kann man nur Gruppen mit ahnlichen Bedingungen flr die
Osteoblasten direkt miteinander vergleichen. Die Kontrolle im leeren Well dient hier
also nur dazu, sicherzugehen, dass das Modell prinzipiell funktioniert hat. Bei der
Analyse der Ergebnisse wurde daher nicht der Unterschied zur Kontrollgruppe

verglichen, sondern die Unterschiede zwischen den Disc-Gruppen bzw. der Knochen-

Gruppe.
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Abb. 15: Anzahl reifer Osteoklasten und TRAP-Aktivitat am Tag 7 einer Kokultur von Maus-Osteoblasten
und -osteoklasten auf Knochen, im zellkulturbeschichteten Well und auf den Discs ,LCM 3%, ,LCM 3H",
,LCM 4“ und ,LCM 6.1%.

A: Anzahl reifer Osteoklasten in den einzelnen Gruppen, ermittelt durch TRAP-Farbung und Zahlen der
Zellen unter dem Mikroskop. Die Balken reprasentieren die ermittelte Anzahl an reifen Osteoklasten,
wobei ein reifer Osteoklast als TRAP-positive Zelle mit mindestens drei Kernen definiert wurde (Bellido
et al., 2014); 2 Experimente a n = 3 pro Gruppe.

B: Relative TRAP-Aktivitat: Die Balken zeigen die berechnete Konzentration von TRAP-Einheiten, wobei
der Wert der Kontrollgruppe ,K“ (Kokultur im zellkulturbeschichteten Well) gleich 1 gesetzt wurde; 4
Experimente a n = 3 pro Gruppe.

Abkiirzungen: Kno = Kontrollgruppe: Kokultur auf Knochenplatichen, K = Kontrollgruppe: Kokultur im
zellkulturbeschichteten Well, TRAP = tartratresistente saure Phosphatase.

* Wert von ,LCM 4* signifikant hoher als von ,LCM 3H* (p < 0,05).

3.1.3.1 Untersuchung der Entstehung von reifen Osteoklasten

Nach der Durchfihrung der TRAP-Farbung am Tag 7 der Kokultur wurden die reifen
Osteoklasten unter dem Mikroskop gezahlt. In der Gruppe ,LCM 4* lie® sich eine
signifikant hdhere Zahl an reifen Osteoklasten als in der Gruppe ,LCM 3H" erkennen.
Sonst gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 15A).

Die in Abb. 16 gezeigten Fotos stellen reprasentative Ausschnitte der Wells aus den
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jeweiligen Gruppen dar. Es ist zu sehen, dass, wie schon bei den
Osteoblastenfarbungen beschrieben, die Zellen auf den Discs ,LCM 3H" in Strangen

angeordnet waren.

Kontrolle (beschichtetes Deckglas) LCM 4

LCM 6.1

Abb. 16: Reprasentative Ausschnitte nach der TRAP-Farbung am Tag 7, im Rahmen eines
Kokulturexperiments in den Kontrollgruppen und auf den Discs ,LCM 3¢, ,LCM 4“ und ,LCM 6.1%
Lange des Balkens: 0,4 mm.

3.1.3.2 Untersuchung der TRAP-Aktivitat
Bei der TRAP-Aktivitatsbestimmung am Tag 7 konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden (Abb. 15B).

3.2 In-vitro-Charakterisierung der TiHA-Discs
Die Oberflache der TiHA-Discs war im Vergleich zu jener der LCM-Discs

hydrophober: Nach dem Auftropfen des Mediums im Rahmen des Drop-Seedings
zerflossen die Tropfen auf den TiHA-Discs gar nicht. Auf den Knochenplattchen und
den Zellkultur-Deckglasern verteilte sich der Tropfen hingegen gut Uber die gesamte
Oberflache.

Auffallend wahrend der Experimente war, dass sich das Medium in den Gruppen
»TIHA 5%", ,TIHA 20%"“ und ,TiHA 50%"“ wahrend der Kultur gelb farbte, was einen
sauren pH-Wert anzeigt (Abb. 17).
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Abb. 17: Scan der Zellkulturplatte wahrend der Vorinkubation: ,TiHA 0%"-, , TiHA 5%"-, , TiIHA 20%"- und
»TIHA 50%"-Discs in Kulturmedium nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% COs.
Anmerkung: Der dunkle Fleck in Well 3 der Gruppe , TiIHA 5%" ist ein abgesplitterter Teil der Disc.

3.2.1 Viabilitat primarer Maus-Osteoblasten auf TiHA-Discs

Im Rahmen des WST-1-Viabilitdtstests wurde am Tag 1 eine signifikant niedrigere
Viabilitdt in den TiHA-Gruppen und der Knochengruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf zellkulturbehandeltem Plastik festgestellt (Abb. 18). Allerdings
waren die Werte der Zellen auf den TiHA-Discs noch starker reduziert. Daran anderte
sich auch bis Tag 7 nichts, woraufhin das Experiment aufgrund der Annahme, dass
die Zellen auf den Discs abgestorben waren, abgebrochen werden musste und eine

Optimierung der Osteoblastenaussaat notwendig wurde.
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Abb. 18: Zellviabilitdt von primadren Maus-Osteoblasten auf zellkulturbeschichteten Deckglasern,
Knochen und auf den Discs ,TiHA 0%, ,TiHA 5%, ,TiHA 20%"“ und , TiHA 50%" am Tag 1, ermittelt mit
dem WST-1-Test.

Die Balken reprasentieren die Absorption der Proben bei 490 nm; 1 Experiment a n=3 pro Gruppe.
Abkiirzungen: Kno = Knochen: Osteoblasten kultiviert auf Knochenplattchen, K = Kontrollgruppe:
Osteoblasten kultiviert auf zellkulturbeschichteten Deckglasern

*** Wert signifikant niedriger als in der Gruppe ,K* (p < 0,001).

3.2.2 Optimierung der Osteoblastenaussaat auf die Discs

Zunachst wurde untersucht, welche Art von Vorbehandlung der Discs die hochste
Effizienz in der Zellaussaat zur Folge hat. Hierfir wurden Discs der Gruppe ,TiHA

0%" verschieden vorbehandelt (Tabelle 7).

Die Effizienz der Zellaussaat wurde am Tag 1 bestimmt, zwischen den einzelnen
Arten der Vorbehandlung konnten in zwei Experimenten keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden (Abb. 19). Die hdéchste Effizienz wurde ohne
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Vorbehandlung erzielt, daher wurde diese Vorgehensweise fur die weiteren

Untersuchungen ausgewahlt.

Gruppenbezeichnung Vorbehandlung
224h* 24-stiindige Inkubation in Kulturmedium
~3h* 3-stindige Inkubation in Kulturmedium
,waschen” Einmaliges Waschen mit Kulturmedium
.keine® Keine Vorbehandlung

Tabelle 7: Beschreibung der im Rahmen der Optimierung der Zellaussaat auf TiHA-Discs getesteten
Varianten der Vorbehandlung.
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Abb. 19: Effizienz der Aussaat von primaren Maus-Osteoblasten auf Discs der Gruppe , TiHA 0%", nach
verschiedenen Arten der Vorbehandlung (vgl. Tabelle 7).

Die Balken geben die Effizienz der Zellaussaat an, die wie in Formel 2 in Kapitel 2.2.3.1 angegeben
berechnet wurde; 2 Experimente a n=3 pro Gruppe.

Abkiirzungen: 24h: 24-stindige Vorinkubation der Discs in Kulturmedium, bei 37°C und 5% CO., 3h:
dreistiindige Vorinkubation der Discs in Kulturmedium, bei 37°C und 5% CO,, waschen: einmaliges
Waschen der Discs in Kulturmedium, keine: keine Vorbehandlung.

Nachfolgend war es das Ziel, den Zeitpunkt zu bestimmen, an dem die Osteoblasten
auf den TiHA-Discs konfluent sind. Da die Zellen in der Kontrollgruppe auf
zellkulturbeschichtetem Plastik bereits am Tag 1 konfluent waren (Abb. 20A), wurden
die Zelldichten auf den Discs zu diesem Zeitpunkt gemessen und mit der
angestrebten Zieldichte von 114000 Zellen/cm? verglichen. Fir ein preliminares
Experiment wurden aus Grinden der Materialknappheit die Discs des oben
beschriebenen abgebrochenen WST-1-Experiments mit PBS ohne Ca?" und Mg?
gewaschen, getrocknet und wiederverwendet. In diesem Experiment konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen der angestrebten Zieldichte und der Dichte der

Osteoblasten in den einzelnen Discgruppen festgestellt werden (Abb. 20B).

Bei der Wiederholung des Experiments mit frischen Discs war jedoch die ermittelte
Osteoblastendichte auf den Discs , TiHA 0%, ,TiIHA 5%" und ,TiIHA 20%" signifikant
geringer als die angestrebte Dichte von 114000 Zellen/cm? (Abb. 20C). Zu erwéhnen

54



ist, dass auch die Dichte der Ostoeblasten auf zellkulturbeschichtetem Plastik deutlich

unter der angestrebten Dichte lag, allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant.

A

Lebende Zellen pro cm?
Lebende Zellen pro cm?

Abb. 20: Zelldichte von primaren Maus-Osteoblasten in Kulturmedium, Mineralisationsmedium und auf
den Discs ,TiHA 0%", , TiIHA 5%", ,TiIHA 20%" und , TiHA 50%" am Tag 1.

A: reprasentativer Ausschnitt von Osteoblasten kultiviert im zellkulturbeschichteten Well am Tag 1;
Lange des Balkens: 0,4 mm.

B und C: Zelldichte in den einzelnen Gruppen; die Balken stellen die Zahl der lebenden Zellen pro cm?
dar. In B wurden die Discs 7 Tage lang vorinkubiert und vor der Zellaussaat getrocknet, in C wurden
frische, nicht vorinkubierte Discs verwendet; jeweils 1 Experiment a n=3 pro Gruppe.

Abkiirzungen: Kp = Kontrollgruppe Plastik: Osteoblasten kultiviert im zellkulturbeschichteten Well.

* Wert signifikant niedriger als Zieldichte (p < 0,05); ** Wert signifikant niedriger als Zieldichte (p < 0,01);
*** Wert signifikant niedriger als Zieldichte (p < 0,001).

3.2.3 Kokultur von Maus-Osteoblasten und Maus-Osteoklasten auf
TiHA-Discs
3.2.3.1 Untersuchung der TRAP-Aktivitat

Im Vergleich zur Kontrolle am zellkulturbeschichteten Deckglas war die TRAP-
Aktivitat am Tag 7 in der Knochen-Gruppe etwa gleich hoch, in den TiHA-Gruppen
jedoch signifikant reduziert (Abb. 21A). Bei einem weiteren Experiment, bei dem die
Discs vor der Osteoblastenaussaat drei Tage lang in Zellkulturmedium vorinkubiert
worden waren, war die TRAP-Aktivitat auf den Discs zwar noch immer signifikant

niedriger als in der Kontrolle, aber héher als ohne Vorinkubation (Abb. 21B).
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Abb. 21: TRAP-Aktivitdt von Maus-Osteoklasten aus Kokultur auf Knochen, zellkulturbeschichtetem
Deckglas und auf den Discs , TiHA 0%*, , TiHA 5%, , TiHA 20%" und ,TiHA 50%" am Tag 7.

Die Balken zeigen die Zahl der TRAP-Einheiten pro ml, berechnet nach Formel 1 in Kapitel 2.2.2.3.

A: TRAP-Aktivitdt am Tag 7 auf frischen, nicht vorinkubierten Discs; 1 Experiment a n = 3 pro Gruppe.
B: TRAP-Aktivitdt am Tag 7 auf Discs, die drei Tage lang in Kulturmedium vorinkubiert wurden; 1
Experiment a n = 3 pro Gruppe.

Abkirzungen: Kno = Kontrollgruppe Knochen: Kokultur von Maus-Osteoblasten und Osteoklasten auf
Knochenplattchen, Kd = Kontrollgruppe Deckglas: Kokultur von Maus-Osteoblasten und Osteoklasten
auf zellkulturbeschichteten Deckglasern.

* Wert signifikant niedriger als in ,Kd* (p < 0,05); ** Wert signifikant niedriger als in ,Kd*“ (p < 0,01); ***
Wert signifikant niedriger als in ,Kd“ (p < 0,001).

3.2.3.2 Untersuchung der Entstehung von reifen Osteoklasten

Am Tag 7 wurde auRerdem eine TRAP-Farbung durchgefihrt. Ohne Vorinkubation
konnten auf den TiHA-Discs kaum reife Osteoklasten entstehen, es wurde daher vor
der Osteoblastenaussaat eine dreitatige Vorinkubation der Discs in Kulturmedium
(37°C, 5% CO2) durchgefihrt. Die Anzahl reifer Osteoklasten auf Knochen
unterschied sich im Vergleich zu jener am beschichteten Deckglas nicht, auf den

Discs entstanden signifikant weniger reife Osteoklasten als am Deckglas (Abb. 22).
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Abb. 22: Reife Maus-Osteoklasten aus Kokultur mit Maus-Osteoblasten auf Knochen,
zellkulturbeschichtetem Deckglas und auf den Discs , TiHA 0%, , TiIHA 5%°, , TiIHA 20%" und , TiHA 50%*
am Tag 7, ermittelt durch TRAP-Farbung und Zahlen der Zellen unter dem Mikroskop.

Die Balken reprasentieren die Anzahl an reifen Osteoklasten, wobei ein reifer Osteoklast als TRAP-
positive Zelle mit mindestens drei Kernen definiert wurde (Bellido et al., 2014); 1 Experiment a n = 3 pro
Gruppe.

Abkiirzungen: Kno = Kontrollgruppe Knochen: Kokultur von Maus-Osteoblasten und Osteoklasten auf
Knochenplattchen, Kd = Kontrollgruppe Deckglas: Kokultur von Maus-Osteoblasten und Osteoklasten
auf zellkulturbeschichteten Deckglasern.

** Wert signifikant hoher als in ,Kd* (p < 0,01); *** Wert signifikant niedriger als in ,,Kd“ (p < 0,001).
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4 Diskussion und Conclusio

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die In-vitro-Charakterisierung der LCM- bzw. TiHA-
Discs durch Beurteilung der Viabilitdt und Differenzierungsfahigkeit von primaren
Maus-Osteoblasten auf den Discs, sowie durch Analyse der Entstehung von

Osteoklasten auf den Discs im Kokulturmodell mit Osteoblasten.

4.1 In-vitro-Charakterisierung der LCM-Discs

Die Viabilitat der Osteoblasten auf den LCM-Discs wurde am Tag 1, 3, 7, 10 und 14
mit dem PrestoBlue®-Assay bestimmt. In Abb. 8 und Abb. 9 wurde der Mittelwert von
Tag 1 jeder Gruppe gleich 1 gesetzt. Durch diese Normierung kann der Verlauf der
Zellviabilitat in den verschiedenen Gruppen verglichen werden, unabhangig von der
Zellzahl auf den Discs. So kann der Einfluss der Discs auf die Zellproliferation

untersucht werden.

In der Gruppe ,Kulturmedium/ohne Disc* proliferierten die Zellen kontinuierlich bis zu
Tag 14, bei Zugabe von Mineralisationsmedium folgte auf eine anfangliche
Proliferation (bis Tag 3-7) eine vermehrte Differenzierung der Osteoblasten und eher
wenig Proliferation, wodurch die Viabilitat der Zellen abnahm. Da die LCM-Gruppen
auch mit Mineralisationsmedium behandelt wurden, ist hier auch derselbe Trend wie

in der Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne Disc“ erkennbar.

Wird nun nicht auf den Mittelwert von Tag 1 normiert, sondern vergleicht man die
absolute Zellviabilitdt der verschiedenen experimentellen Gruppen zu einem
bestimmten Zeitpunkt (Abb. 10), so lasst sich vermuten, dass die Osteoblasten an der
Oberflache der Discs ,LCM 3H“ weniger gut haften als auf jener der anderen Discs,
denn hier war die Zellviabilitdt am Tag 1 signifikant niedriger als auf ,LCM 4* und
,LCM 6.1“. Allerdings wurde dieses Defizit bis zu Tag 7 durch Proliferation aufgeholt,

sodass dann kein signifikanter Unterschied zu den anderen Gruppen sichtbar war.

Fur die Analyse der Differenzierungsfahigkeit der Osteoblasten auf den einzelnen
Discs wurden einerseits die ALP-Farbung und die ALP-Aktivitatsbestimmung am Tag
7 durchgefuhrt, andererseits wurde die Mineralisationsfahigkeit der Zellen am Tag 14

mittels ARS-Farbung und Von-Kossa-Farbung bewertet.

Die ALP ist ein vielverwendeter Differenzierungsmarker fur Osteoblasten (Wang et
al., 2015). Anhand der Gruppen ohne Discs ist ersichtlich, dass das Experiment
prinzipiell ~ funktionierte, denn die Farbung war in der Gruppe

,Mineralisationsmedium/ohne Disc* viel intensiver als in der Gruppe
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~Kulturmedium/ohne Disc®. Dies enspricht auch den Ergebnissen der Gruppen ohne
Discs bei der ALP-Aktivitatsbestimmung. Auch die Resultate der ALP-
Aktivitdtsbestimmung der Gruppen ,LCM 3% ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ stimmen mit
denen der ALP-Farbung Uberein: Die ALP-Konzentrationen dieser LCM-Gruppen

lagen etwas unter denen der Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne Disc”.

Der Wert der Gruppe ,LCM 3H" war allerdings signifikant héher als jener der anderen
LCM-Gruppen, was die Analyse der Farbung mit dem Auge nicht sofort vermuten liel3.
Méglicherweise wird das Auge durch die Anordnung der Zellen in Strangen getauscht,
denn dadurch entstehen grofRe ungefarbte Zwischenrdume zwischen den intensiv

gefarbten Stellen.

Waren weniger Zellen auf den Discs ,LCM 3H* als auf den anderen Discs, konnte das
die flachenmaRig geringe, aber sehr intensive Farbung und die hohe ALP-
Konzentration erklaren. Hierzu kénnen die Analysen des CyQUANT®-Assays und
des PrestoBlue®-Assays herangezogen werden. Laut PrestoBlue®-Assay existierte
nur am Tag 1 eine signifikant niedrigere Zellviabilitdt in der Gruppe ,LCM 3HY
verglichen mit ,LCM 4 und ,LCM 6.1“. Am Tag 7, an dem auch die ALP-
Aktivitatsbestimmung durchgefuhrt wurde, war diese Signifikanz jedoch nicht mehr
gegeben. Auch im CyQUANT®-Assay konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Zellzahl gefunden werden. Tendenziell war aber die Zellzahl in

der Gruppe ,LCM 3H“ am geringsten.

Zu klaren ware auch, ob das Heparin-Coating mit der ALP-Aktivitatsbestimmung
interferiert. Es konnte die ALP-Aktivitdtsbestimmung mit ,LCM 3 und ,LCM 3HY
jeweils ohne Zellen, durchgefiihrt werden. Danach misste analysiert werden, ob der

resultierende Wert der Gruppe ,LCM 3H" von vornherein héher ist als bei ,LCM 3“.

Die Discs ,LCM 3H“ wurden mit dem Heparin-Coating versehen, um die Adhasion
von Zellen an der Discoberflache zu fordern. Diese Eigenschaft von Heparin wird
auch in der Literatur erwahnt (Gumusderelioglu und Aday, 2011). Aul3erdem erhoht
Heparin die Aktivitat des osteoanabolen Proteins BMP-2, wie unter anderem eine
Studie an Zellen der Maus-Osteoblasten-Zelllinie MC3T3 E1 zeigte: Die ALP-Farbung
der Zellen war bei Behandlung mit BMP-2 und Heparin intensiver als bei Behandlung
mit BMP-2 alleine (Takada et al., 2003).

Eine héhere ALP-Aktivitat durch Heparin-Coating wurde laut Literatur bei MC3T3-E1-
Zellen (Maus-Osteoblastenzelllinie) auf Chitosan-Scaffolds am Tag 15 und 21
beobachtet (Gumusderelioglu und Aday, 2011). Allerdings erklart diese Tatsache

nicht, wieso in der Gruppe ,LCM 3H“ nur die ALP-Aktivitat laut ALP-
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Aktivitdtsbestimmung so hoch war und die ALP-Farbung in der Gruppe ,LCM 3H*

nicht dementsprechend intensiver war als in der Gruppe ,LCM 3*.

Aullerdem gibt es auch Berichte, wonach Heparin die Proliferation und
Mineralisationsfahigkeit von osteoblastenahnlichen Zellen hemmen kann, zum
Beispiel in Experimenten mit der Zelllinie Saos-2 (Hausser und Brenner, 2004). Hier
wurde eine inhibitorische Wirkung bei hohen Dosen von Heparin beobachtet,

wahrend niedrige Dosen keine Beeintrachtigung der Zellen zur Folge hatten.

Die ARS-Farbung, die haufig fur die Beurteilung der Differenzierung und
Mineralisationsfahigkeit der Osteoblasten verwendet wird (Saito et al., 2014),
bestatigt, dass Osteoblasten in der Gruppe ,Mineralisationsmedium/ohne Disc*
deutlich starker differenziert waren als in der Gruppe ,Kulturmedium/ohne Disc”. Die
Farbung und somit auch die Mineralisationsfahigkeit war in der Gruppe
.Mineralisationsmedium/ohne Disc* deutlich héher als in der Gruppe
~Kulturmedium/ohne Disc®. Die Werte der Gruppen ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ waren
signifikant hoéher als die von ,Mineralisationsmedium/ohne Disc’, was eine
Ubereinstimmung mit dem PrestoBlue®-Assay vermuten |asst: Dass die Abnahme
der Viabilitat ab Tag 3 in den Gruppen ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ noch starker war als
bei ,LCM 3 und ,LCM 3H*, kdnnte daran liegen, dass in diesen Gruppen eine noch
ausgepragtere Differenzierung stattgefunden hat als in den Gruppen ,LCM 3* und
,LCM 3H"

Die Ergebnisse der ARS-Farbung werden durch die Von-Kossa-Farbung bestatigt.
Mit der Von-Kossa-Farbung kann deponiertes Calciumphosphat angefarbt und somit
eine Mineralisation nachgewiesen werden (Sa et al., 2016). Auch hier waren die
Osteoblasten auf den Discs ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ deutlich starker zur Mineralisation
befahigt als auf den Discs ,LCM 3“ und ,LCM 3H*.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Osteoblasten auf ,LCM 4" und
,LCM 6.1“ besser ausdifferenziert waren als auf den Discs ,LCM 3“ und ,LCM 3H".
Dies wurde mittels ALP-Farbung, ARS-Farbung und Von-Kossa-Farbung gezeigt.
Einzig bei der ALP-Aktivitatsbestimmung war der Wert der Discs ,LCM 3H* signifikant
hoher als der aller anderen LCM-Discs. Trotzdem sprechen die
Osteoblastenexperimente an den LCM-Discs insgesamt fur den Einsatz der Discs
,LCM 4 oder ,LCM 6.1 als Scaffolds im Rahmen der Frakturheilung, weil sie die
Differenzierung von Osteoblasten starker férdern als die Discs ,LCM 3“ oder ,LCM
3H".
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Anzumerken ist, dass die Discs ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ deutlich harter beschaffen
sind als die Discs ,LCM 3* und ,LCM 3H", die recht biegsam und flexibel und daher
besser einsetzbar sind. Von den Osteoblasten wurden offenbar die harteren
Varianten der LCM-Discs bevorzugt. In in der Literatur beschriebenen Experimenten
mit humanen Osteoblasten auf Polymerdiscs mit unterschiedlicher Steifheit fand auf
steiferen Materialien eine vermehrte Expression von osteoblastentypischen Genen
statt (Olivares-Navarrete et al., 2017), was die in den hier beschriebenen Versuchen

angestellten Beobachtungen zusatzlich untermauert.

Bei allen Farbungen war auffallig, dass die Zellen auf den Discs ,LCM 3H* anders
angeordnet waren als auf den dbrigen LCM-Discs. Wahrend die Osteoblasten in den
Gruppen ,LCM 3% ,LCM 4 und ,LCM 6.1“ relativ regelmallig Gber die ganze
Discoberflache verteilt waren, waren sie auf den Discs ,LCM 3H" nur entlang von
Strangen und in Aggregaten angeordnet. Die Vermutung, dass dieses Verhalten
durch das Coating der Discs ,LCM 3H* mit Heparin verursacht wird, liegt nahe.
Tatsachlich wurden bereits ahnliche Veranderungen der Zellanordnung in Gegenwart
von Heparin beschrieben: Bei der Praadipozyten-Zelllinie 3T3L1 wurde unter
Einwirkung von Heparin eine vermehrte Bildung von Zellaggregaten und -klumpen
beobachtet, die mit steigender Dosis starker ausgepragt war. Die Autoren der
Publikation fiihren diese Beobachtung auf durch Heparin geschwachte Zell-Matrix-

Interaktionen zurlck (Luo et al., 2008).

TRAP stellt einen Marker dar, der haufig fir den Nachweis dient, dass die
Zelldifferenzierung Richtung Osteoklasten gelenkt wurde (Heinemann et al., 2011).
Betrachtet man die TRAP-Farbung, so ist ersichtlich, dass die Discs ,LCM 4 am
geeignetsten flir das Entstehen von reifen Osteoklasten sind, gefolgt von ,LCM 3%,
die Gruppen ,LCM 6.1 und vor allem ,LCM 3H“ schneiden schlechter ab. Bei der
TRAP-AKktivitat gab es allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen. Diese Tatsache lasst vermuten, dass es zwar in allen Gruppen
zum Entstehen von TRAP-positiven Osteoklastenvorstufen kam und daher die TRAP-
Aktivitat Gberall ahnlich war, in den Gruppen ,LCM 3“ und vor allem ,LCM 4* jedoch

mehr Vorstufen fusionierten und dadurch mehr reife Osteoklasten entstanden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Discs ,LCM 4“ und ,LCM 6.1“ in den
Osteoblastenexperimenten am besten abschnitten und fir die Osteoklastogenese die
Discs ,LCM 3“ und ,LCM 4 am geeignetsten waren. Daher gehen die Discs ,LCM 4*
aus diesen Experimenten als die vielversprechendsten Kandidaten flir Scaffolds, die
in defekte Stellen des Knochens eingesetzt werden kénnen, hervor. Der Nachteil der

Discs ,LCM 4“ in der Praxis ist allerdings ihre geringe Biegsamkeit. Ein weicheres
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Material hat den Vorteil, dass es einfacher in die defekte Stelle eingesetzt werden
kann. Daher wurden fir weiterfihrende In-vivo-Experimente als Kompromiss die

Discs ,LCM 3" ausgewahlt.

4.2 In-vitro-Charakterisierung der TiHA-Discs
Die Viabilitat von Osteoblasten auf den TiHA-Discs wurde mit dem WST-1-

Viabilitatstest ermittelt. Die TiHA-Discs schienen jedoch einen sehr negativen Einfluss
auf die Zellviabilitdt zu haben — bereits am Tag 1 waren die Werte aullerst stark
reduziert und blieben das auch im weiteren Verlauf, woraus geschlossen wurde, dass
die Osteoblasten abgestorben waren. Daher wurde versucht, die Zellaussaat auf die

Discs zu optimieren, um die Discs doch noch an Osteoblasten austesten zu kénnen.

Man koénnte annehmen, dass Zellen sich an vorbefeuchtete und daher besser
benetzbare Discs leichter anheften kdnnen als an trockene. Es wurde beispielweise
berichtet, dass humane Stromazellen des Knochenmarks auf besser benetzbaren
Polymermaterialien in héherem Ausmaly adharieren als auf weniger benetzbaren
(Kim et al., 2007). Um einen eventuellen Effekt einer Vorbefeuchtung der Discs vor
der Zellaussaat zu untersuchen, wurden verschieden lange Disc-Vorbehandlungen
mit Kulturmedium ausgetestet. Wie bereits beschrieben stellte sich jedoch heraus,
dass die Discs vor der Aussaat, um eine mdglichst hohe Effizienz der Zellaussaat

erzielen zu kdnnen, am besten gar keiner Vorbehandlung unterzogen werden sollten.

Fir das folgende Experiment, das zum Ziel hatte, den Zeitpunkt zu bestimmen, an
dem Konfluenz der Osteoblasten auf den Discs gegeben ist, wurden allerdings die
Discs aus dem WST-1-Experiment wiederverwendet. Da die Zellen, wie bereits
erlautert, wahrend des WST-1-Experiments abgestorben waren, wurden die Discs nur
mit PBS ohne Ca?" und Mg?* gereinigt, danach getrocknet und wiederverwendet. Sie
wurden also direkt vor der erneuten Zellaussaat nicht befeuchtet, befanden sich aber
wahrend des WST-1-Experiments bereits sieben Tage lang in Kulturmedium, was ihre
Eigenschaften verandert haben koénnte. Aus Mangel an Discs zu diesem Zeitpunkt
wurden sie aber dennoch wiederverwendet. Auf diesen Discs konnte die erwilinschte

Zieldichte an Zellen am Tag 1 nach der Aussaat erreicht werden.

Bei der Wiederholung dieses Experiments mit frischen, noch nicht verwendeten Discs
war jedoch die Dichte der Osteoblasten auf ,TiHA 0%", ,TiHA 5% und , TiIHA 20%"
sogar signifikant niedriger als die angestrebte Zieldichte von 114000 Zellen/cm?.
Allerdings schienen sich die Zellen in diesem Experiment generell schlechter

anzuheften und weniger zu proliferieren, denn auch in der Kontrollgruppe am
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zellkulturbeschichteten Plastik wurde die angestrebte Dichte nicht erreicht. Die
ermittelte Dichte war hier jedoch nicht signifikant niedriger als die angestrebte Dichte.
Die Ergebnisse des WST-1-Experiments und der nachfolgend beschriebenen
Kokulturexperimente deuten aber eher darauf hin, dass die Beschaffenheit der TiHA-
Discs der Grund fir die niedrige Zelldichte war und nicht die sich anscheinend
weniger gut anheftenden und weniger stark prolifierierenden Zellen im eben

beschriebenen Experiment.

Alle TiHA-Discs, auch diejenigen mit 0% Titan, schnitten in den Kokulturexperimenten
sehr schlecht ab: Die TRAP-Aktivitat war auf ,TiIHA 5%", , TiHA 20%"“ und , TiHA 50%*
stark reduziert und reife Osteoklasten waren auf den Discs kaum zu finden, wahrend
die Kokultur an sich gut funktionierte, wie die Werte der Kontrollgruppen auf Knochen
und zellkulturbeschichtetem Deckglas beweisen. Die kaum vorhandene
Osteoklastogenese kdnnte dadurch verursacht worden sein, dass die Osteoblasten
auf den Discs nicht optimale Bedingungen vorfanden und dadurch kaum M-CSF und
RANKL bilden konnten.

Wahrend der Kultur wurde festgestellt, dass der pH-Wert des Mediums in den Wells
aller Titan enthaltenden Discs sank. Ein Absinken des pH-Wertes kénnte auch eine
Kontamination der Kultur, beispielsweise mit Pilzen, zur Ursache haben. Allerdings
ist dabei das Medium meistens auch getriibt, was hier nicht der Fall war. Aulierdem
war diese Senkung des pH-Wertes nur bei den Discs ,TiHA 5%, ,TiHA 20%" und
» TIHA 50%" zu beobachten, nicht jedoch bei , TIHA 0% und den Kontrollen. Vor allem
in den Kontrollen konnte keine Einschrankung der Zellproliferation oder
Zelldifferentierung festgestellt werden. Da sich eine Kontamination oft auf viele Wells
einer Platte ausbreiten kann, es aber ein recht grofRer Zufall sein muss, dass immer
nur die Wells mit Titan enthaltenden Discs betroffen waren, kann eine Kontamination

mit grofer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Eine andere mogliche Erklarung fir den pH-Abfall im Medium ware das Herauslosen
einer sauren Komponente aus den Discs. In der Literatur lassen sich Berichte Uber
pH-Wert-Senkung des Mediums durch Hydroxyapatit finden. Durch den geanderten
pH-Wert wird auch die Menge an auf der Discoberflache adsorbierten Proteinen
beeinflusst (Sharpe et al., 1997). Es ware vorstellbar, dass dies auch Auswirkungen
auf die Fahigkeit der Zellen, sich auf den Discs anzuheften, hat. In Experimenten mit
Ratten-Osteoblasten auf Calciumphosphat-Materialien und kombinierten Materialien
aus Calciumphosphat und Kollagen, bei denen der pH-Wert des Kulturmediums auch
durch die Biomaterialien sank, wurde festgestellt, dass Osteoblasten unter diesen

Umstanden in ihrer Proliferations- und Differenzierungsfahigkeit beeintrachtigt
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werden. Selbst wenn sich die Zellen nicht direkt auf den genannten Materialien,
sondern nur gemeinsam mit diesen im selben Medium befanden, war eine Hemmung
der Proliferation und Differenzierung zu erkennen (Hempel et al., 2004). Eine
verstarkte Apoptose der Osteoblasten wurde in diesen Publikationen aber nicht
beschrieben (Brandao-Burch et al., 2005).

Der starke pH-Wert-Abfall wurde allerdings nur bei den Titan enthaltenden Discs
beobachtet, nicht aber bei ,TiIHA 0%"“. Trotzdem schnitten die Discs ,TiHA 0%" in den

Experimenten nicht besser ab als die tbrigen TiHA-Discs.

Dass eine saure Komponente aus den Discs herausgeldst wird und die Osteoblasten
in ihrer Proliferation und Differenzierung hemmt, koénnte erkldren, warum die
Zelldichte auf den wiederverwerteten Discs des WST-1-Experiments héher war als
auf frischen Discs. Um dieser Vermutung naher auf den Grund zu gehen, wurde ein
Kokulturexperiment mit Discs durchgefuhrt, die vor der Zellaussaat drei Tage lang in
Kulturmedium vorinkubiert wurden. Es sollte sich wahrend der Vorinkubation
mdglichst viel dieser sauren Komponente herausldsen, die Zellen wurden dann in
frischem Medium ausgesat und waren somit einer geringeren Konzentration der
Substanz ausgesetzt. Hier war die TRAP-Aktivitat in den Disc-Gruppen zwar noch
immer signifikant geringer als in den Kontrollgruppen, aber die Werte waren héher als
ohne Vorinkubation, was ein Hinweis darauf sein kann, dass die Theorie um die

herausgel6ste saure Komponente stimmt.

Die genaue Beschaffenheit der TiHA-Discs sowie das Herstellungsverfahren sind
unserer Arbeitsgruppe nicht zuganglich, die Discs werden von einem
Kooperationspartner hergestellt (Kapitel 2.1.2). Somit kdnnen nur bedingt Vorschlage

fur die Verbesserung der TiHA-Discs gemacht werden.

Einerseits konnte versucht werden, die Zusammensetzung der Discs so zu
verandern, dass es zu keiner Ansauerung des Mediums mehr kommt. Ist dies nicht
moglich, so besteht auch die Option, die Oberflache der Discs fir Osteoblasten
attraktiver zu machen, sodass sie sich, dem niedrigen pH-Wert zum Trotz, besser an
die Discs anheften kdnnen. Dies kann eventuell durch ein Coating erreicht werden.
Laut Literatur eignen sich flir Hydroxyapatit-Materialien etwa Natriumalginat- oder
Chitosan-Coatings (Dubnika et al., 2012). Auch das Anbringen von Kollagen auf der
Oberflache von Calciumphosphat-Discs férdert das Anheften von Zellen und die
Ausdifferenzierung von Osteoblasten (Yang et al., 2016). Fir Titanoberflachen gibt
es zum Beispiel die Moglichkeit, sie mit einem Silika-Sol-Gel-Coating zu versehen

und so die Osteoinduktivitat zu steigern (Lara-Séez et al., 2014). Da die TiHA-Discs
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sowohl einen Titan- als auch einen Hydroxyapatitanteil haben, musste ausprobiert

werden, welche Arten von Coatings fur diese Discs geeignet sind.

Die Beschaffenheit der Discoberflache ist wesentlich, die Art ihrer Nanostruktur
beeinflusst das Differenzierungsverhalten der Osteoblasten (Huang et al., 2016).
Weiters fordern miteinander vernetzte Poren die Osteoblasten-Differenzierung und
auch die Benetzbarkeit der Oberflache ist ein weiterer Parameter, der das Anhaften
und die Ausdifferenzierung der Zellen beeinflusst, wobei sich Osteoblasten eher auf
hydrophilen als auf hydrophoben Oberflachen ausdifferenzieren (Zhang et al., 2014).
Wie bereits in Kapitel 3.2 beschrieben, weisen die TiHA-Discs eine hydrophobere
Oberflache auf als die LCM-Discs. Mdglicherweise ist dies also auch ein Grund flr

das schlechte Anheften der Osteoblasten auf den TiHA-Discs.

Nach der Analyse der hier beschriebenen Experimente lasst sich also darauf
schlieBen, dass die TiHA-Discs in dieser Form fur die In-vitro-Austestung an
Osteoblasten und damit auch in der Kokultur noch nicht geeignet sind und verbessert

werden mussen.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die Lactid-Caprolacton-Methacrylat-Discs
,LCM 3 ,LCM 3H* ,LCM 4“ und ,LCM 6.1% sowie die Titan-Hydroxyapatit-Discs
»TIHA 0%, ,TiHA 5% ,TiHA 20%“ und ,TiHA 50%" in vitro an primaren Maus-
Osteoblasten und in einem Maus-Osteoblasten-Osteoklasten-Kokultursystem
ausgetestet. Es sollte der Einfluss der Materialien auf die Proliferations- und
Differenzierungsfahigkeit der Osteoblasten bzw. Osteoklasten untersucht werden, um

Hinweise zu erhalten, ob sie als Knochenersatzmaterialien geeignet sein kénnten.

Wahrend einer zweiwdchigen Kultur von Osteoblasten auf den Discs wurden
mehrmals PrestoBlue®- bzw. WST-1-Zellviabilitatstests durchgefihrt. Die Expression
des Osteoblastenmarkers ALP wurde am Tag 7 durch ALP-Farbung und Bestimmung
der ALP-Aktivitat untersucht. Am Tag 14 wurde etwaige Mineralisation durch ARS-
Farbung und Von-Kossa-Farbung detektiert. Bei den Kokultur-Experimenten wurde
am Tag 7 eine TRAP-Farbung bzw. TRAP-Aktivitatsbestimmung durchgefihrt.

Auf den LCM-Discs proliferierten die Osteoblasten bis Tag 3-7, gefolgt von vermehrter
Differenzierung. Das Ergebnis der ALP-Aktivitatsbestimmung war bei den Discs ,LCM
3H* signifikant héher als das der anderen LCM-Discs, bei denen keine signifikanten
Unterschiede festgestellt wurden. Allerdings waren die Zellen bei den Heparin-
gecoateten ,LCM 3H® ungleichmaflig und in Aggregaten angeordnet. Laut ARS-
Farbung wurde nur auf ,LCM 4“ und ,LCM 6.1 durch die Osteoblasten signifikant
mehr Mineral eingelagert als in einer Kontrolle von mit Mineralisationsmedium
behandelten Zellen. Diese Ergebnisse wurden mittels Von-Kossa-Farbung bestatigt.
Die meisten reifen Osteoklasten entstanden auf ,LCM 4°, gefolgt von ,LCM 3“. Bei

der TRAP-Aktivitat gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Auf den TiHA-Discs waren die Messwerte des WST-1-Tests stark reduziert, die
Osteoblasten starben ab. Am Ende der Kokultur-Experimente waren kaum reife
Osteoklasten detektierbar, moglicherweise aufgrund des Fehlens von differenzierten

Osteoblasten. Die TiHA-Discs senkten den pH-Wert des Kulturmediums.

Diese Ergebnisse zeigen, dass unter den LCM-Discs ,LCM 4“ sowohl fir
Osteoblasten als auch fur Osteoklasten gut vertraglich ist und deren Differenzierung
fordert. Da die Discs ,LCM 3“ aber biegsamer und besser im Knochendefekt
platzierbar sind und in vitro ebenfalls nicht schlecht abschneiden, wurde ,LCM 3 fir
die In-vivo-Testung ausgewahlt. Die TiHA-Discs sind flr Osteoblasten nicht gut

vertraglich und missen daher noch optimiert werden.
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6 Abstract

In this diploma thesis, the lactide-caprolactone-methacrylate discs “LCM 37, “LCM
3H”, “LCM 4” and “LCM 6.1” and the titanium-hydroxyapatite discs “TiHA 0%”, “TiIHA
5%”, “TiIHA 20%” and “TiHA 50%” were tested in primary mouse osteoblast culture
and in a mouse osteoblast-osteoclast coculture model. The aim was to investigate the
discs’ impact on osteoblast proliferation and differentiation and on osteoclast

formation, to have an idea whether these materials could be used as bone substitutes.

During a two-week culture period, osteoblast proliferation on the discs was measured
via PrestoBlue® assay or WST-1 assay at several points in time. Osteoblast
differentiation was analyzed by performing ALP staining and ALP activity assay on
day 7 and by investigating mineralization via ARS staining and Von Kossa staining on
day 14. Coculture experiments were evaluated on day 7 by TRAP staining and TRAP

activity assay.

Osteoblasts were proliferating on LCM discs until day 3-7, followed by differentiation.
ALP activity on “LCM 3H” was significantly higher than on all other LCM discs. No
significant differences have been detected between these other groups. It has to be
mentioned that osteoblasts on “LCM 3H” discs were not regularly distributed like on
the other discs, but were organized in strands and aggregates. ARS staining showed
significantly more mineralization on “LCM 4” and “LCM 6.1” than in a control group
treated with mineralization medium, which was confirmed by Von Kossa staining. The
highest number of mature osteoclasts was detected on “LCM 4”, followed by “LCM 3”.

There were no significant differences in TRAP activity between the discs, though.

Cell viability of osteoblasts was, according to the WST-1 assay, already reduced on
TiHA discs on day 1, the cells died on the discs. At the end of the coculture
experiments, almost no mature osteoclasts were detected on the discs, maybe due
to the lack of differentiated osteoblasts. Furthermore, the discs lowered the culture

medium’s pH.

To sum up, among the LCM discs, especially “LCM 4” seems to be compatible with
both osteoblasts and osteoclasts. Since “LCM 3” discs are more flexible and thus
easier to handle during implantation, “LCM 3” and not “LCM 4” was chosen for further
in vivo testing. The TiHA discs did not prove compatible with osteoblasts and need

further optimization.
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